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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Abschnittsiiberblick Seite
[1.1.1  Angeborene und erworbene Immunitat| . . . . . .. ... ... . ... ... 1
[1.1.2  Antivirale Aktivitat des angeborenen Immunsystems| . . . . .. ... ... 2

[1.1.2.1  Viren - parasitare Partikel genetischen Materials| . . . . . . . .. 2

[1.1.2.2  Mustererkennungsrezeptoren tur virale RNA: Toll-like-Rezeptoren
(TLR) und RIG-I-like-Rezeptoren (RLR)| . . . . ... ... ... 3

(1.1.2.3  Antivirale Immunantwort und Zytokininduktion| . . . . ... .. )

Immunitét (rém. immunis - ,frei sein von“) beschreibt im medizinischen Kontext die Resistenz des
Korpers gegeniiber pathogenen Einfliissen, insbesondere gegeniiber Krankheitserregern. Das frithe
Verstdndnis des Immunsystems, der Begriff Immunitéit sowie die Anfdnge der Virologie sind eng mit
ersten Versuchen des Impfens verbunden. Im Jahr 1733 beschrieb Voltaire in seinen philosophischen
Briefen ein Verfahren der alten Chinesen des 15. Jahrhunderts, nach dem die schnupftabakahnliche
Verwendung zerriebenen Schorfs von Pocken offenbar einen Schutz gegeniiber einer Ansteckung mit
der Pockenerkrankung verlieh [Schiitt and Broker) [2009; [Voltaire, 1733]. Auch wenn seine alleinige

Beteiligung an der erstmaligen Verwendung von Kuhpockenvakzinen umstritten ist, erlangte neben

Edward Jenner insbesondere der englische Landwirt Benjamin Jetsy Berithmtheit: Er testete im

Jahr 1774 erfolgreich Kuhpockenmaterial als Vakzine - an seiner eigenen Frau [Gross and Sepkowitz|,
11998; |Schiitt and Broker], [2009]. Mehr als 200 Jahre spiter wurde das Pockenvirus im Jahr 1978

von der Weltgesundheitsorganisation - mafigeblich bedingt durch ein konsequentes Impfprogramm

- fiir ausgerottet erklart.
1.1.1 Angeborene und erworbene Immunitit

Die Fahigkeit korperfremde von korpereigenen Strukturen zu unterscheiden bildet die Grundlage
des humanen Immunsystems. Auf diese Weise kann physiologischerweise durch kérperfremde Struk-
turen eine Immunantwort ausgeldst werden, wihrend gegeniiber kérpereigenen Molekularstruktu-
ren eine Immuntoleranz besteht. Eine addquat ausgeloste Immunantwort ist dabei entscheidend,
um die Integritdt des Wirtsorganismus gegeniiber bakteriellen, viralen oder parasitdren Infektio-
nen ebenso wie gegeniiber der Entartung korpereigener Zellen zu wahren. Gegenséatzlich erkléren
sich verschiedene Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, deren Pathogenese durch eine

iiberschieende Immunreaktion gegen kérpereigenen Strukturen bedingt ist.
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Auch wenn das Wissen iiber eine Vernetzung verschiedener Teile des Immunsystems massiv zu-
nimmt und Teilbetrachtungen damit schwieriger werden, unterscheidet das klassische Erklarungs-
modell nach wie vor zwischen der angeborenen und der phylogenetisch jiingeren, adaptiven Immu-

nitat.

Waihrend die adaptive Immunantwort durch Ausdifferenzierung beziehungsweise Bildung antigen-
spezifischer Lymphozyten (zelluldr) sowie Antikorper (humoral) ebenso wie durch die Aufrechterhal-
tung einer Gedéachtnisfunktion im spéteren Zeitverlauf einer Infektion oder bei einer Zweitinfektion
an Wichtigkeit zunimmt, kommt dem angeborenen Teil des Immunsystems eine besondere Bedeu-
tung hinsichtlich der initialen Immunantwort im Rahmen des Erstkontaktes mit Krankheitserregern
zu. So werden dem angeborenen Immunsystem neben mechanischen Barrieren (Haut, Schleimhaut
sowie von Schleimhéuten sezernierte, antimikrobielle Substanzen) insbesondere keimbahnkodierte
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors - PRRs) zugerechnet, die evolutionar
konservierte, Pathogen-assoziierte Molekularstrukturen (pathogen associated molecular patterns -
PAMPs) erkennen und iiber die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege Einfluss auf Genexpres-

sionsmuster und dariiber auf die ausgeléste Immunantwort nehmen.
1.1.2 Antivirale Aktivitat des angeborenen Immunsystems
1.1.2.1 Viren - parasitiare Partikel genetischen Materials

Im Gegensatz zu zelluldren Krankheitserregern wie Bakterien oder Parasiten weisen Viren selbst
weder eine intrinsische Replikationsfahigkeit noch einen eigenen Stoffwechsel auf. Viren stellen da-
mit avitale, infektiose Partikel genetischen Materials dar, die als extrazelluldre Virionen Wirtszellen
infizieren kénnen und sich als Viren intrazelluldr unter parasitdrer Ausnutzung des Wirtszellmeta-

bolismus replizieren und dabei die Wirtszelle selbst schédigen konnen.

Auch wenn durch Viren ausgeloste Erkrankungen sehr viel langer bekannt waren, konnte erst Ende
des 19. Jahrhunderts durch Adolf Mayer, Dimitri Ivanofsky und Martinus Beijerinck die Uber-
tragbarkeit der Tabak-Mosaik-Krankheit durch bakteriologisch sterilen Pflanzensaft demonstriert
werden, aus dem kein Erreger filtrierbar oder anziichtbar erschien, dessen Infektiositat sich jedoch
im Beisein lebender Pflanzenzellen steigerte. Die Isolation und der direkte Nachweis des Virus
gelang erst etwa 40 Jahre spéter im Jahr 1935 [Bos| 1999].

Virale Replikationszyklen lassen sich grundsétzlich in verschiedene Abschnitte unterteilen: Die Ad-
sorption eines Virus erfolgt durch Interaktion des Virus mit Oberflichenmolekiilen der Wirtszelle,
wodurch sich die Wirtszellspezifitat vieler Viren erklaren lasst. Der endozytotischen Aufnahme folgt
das sogenannte uncoating, welches die intrazelluldre Freisetzung viraler Nukleinsduren durch Zerfall
des Viruskapsids beschreibt. Die anschliefende Virusreplikation im engeren Sinne bezeichnet die
Vervielfaltigung der viralen Nukleinsduren sowie die Proteinbiosythese der davon kodierten, viralen
Struktur- und Funktionsproteine. Dem intrazelluliren Zusammenbau neuer Viruspartikel folgt an-
schliefilend entweder die Ausknospung (engl. budding) unter Mitnahme von Membranbestandteilen

der Wirtszelle als Virushiille oder die Freisetzung unbehiillter Virionen durch Lyse der Wirtszelle.
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o ,

+sSRNA TONA +ssDNA
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F | ¢ ° Baltimore III dsRNA
m \/\ Baltimore IV | (4)ssRNA
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Abbildung 1.1.1: Die Einteilung von Viren nach der Baltimore-Klassifikation beriicksich-
tigt neben der Art der viralen Nukleinsduren ebenso die resultierenden Wege der viralen
Proteinbiosynthese. Graphische Illustration gestaltet in Anlehnung an [Baltimore) [1971].

Die Vielzahl der heute bekannten Viren gruppiert sich anhand ihres molekularstrukturellen Auf-
baus. Neben einer Unterteilung entsprechend der rdumlichen Struktur des Viruskapsids oder dem
Vorhandensein einer mit viralen Proteinen durchsetzten Lipid-Doppelschicht-Membran erfolgt die
Klassifikation insbesondere nach der Art der viralen Nukleinsduren. Entsprechend der Baltimore-
Klassifikation lassen sich Viren so nach der Art ihres genetischen Materials unterteilen, das einzel-
strangig (ss) oder als Doppelstrang (ds) hybridisiert in Form von Desoxyribonukleinsdure (DNA)
oder Ribonukleinsdure (RNA) sowie im Fall von einzelstrdngiger RNA positiv (4) als auch ne-
gativ (-) orientiert vorliegen kann [Baltimorel 1971]. Dabei konnen insbesondere DNA-Viren die
Nukleinsédurepolymerasen der Wirtszelle zur eigenen Replikation sowie viralen Proteinsynthese nut-
zen. RNA-Viren benétigen hingegen eigene RNA-abhingige DNA-Polymerasen, um von deren Um-
schrieben in weiteren Schritten Wirtszellpolymerasen nutzen zu kénnen oder verfiigen alternativ
iiber RNA-abhingige RNA-Polymerasen, um das virale Genom somit direkt replizieren zu kénnen.
Dem intrazelluldren uncoating folgend koénnen (+)ssRNA-Viren ihre genomische RNA direkt als

messengerRNA (mRNA) fiir die ribosomale Proteinbiosynthese verwenden.

1.1.2.2 Mustererkennungsrezeptoren fiir virale RN A: Toll-like-Rezeptoren (TLR) und
RIG-I-like-Rezeptoren (RLR)

Das angeborene Immunsystem impliziert eine Vielzahl keimbahnkodierter, ubiquitdar oder Zelltyp-
spezifisch exprimierter PRRs, die evolutionér konservierte PAMPs von Krankheitserregern erkennen
und dariiber eine angemessene Immunantwort zum Schutz der Wirtsintegritit einleiten. Im Rahmen
von Virusinfektionen stellen atypische Ribonukleinsduren, die sich entweder in einem Strukturmerk-
mal oder ihrer Lokalisation von kérpereigenen Nukleinsduren unterscheiden, ein wichtiges PAMP
dar, das sowohl von transmembranéren als auch von zytosolischen PRRs erkannt wird |[Akira et al.,
2006]. Dabei wird durch intrazelluldre PRRs im Rahmen von Infektionen mit DNA-Viren insbeson-
dere zytosolisch vorkommende dsDNA und im Rahmen von Infektionen mit RNA-Viren atypisch
konfigurierte RNA im Zytosol erkannt [Goubau et al., 2013].
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Mit retinoic acid inducible gene-1 (RIG-I) als wichtigstem Vertreter stellen die ubiquitéir exprimier-
ten RIG-I-like-Helikasen (RLHs) wichtige zytosolische PRRs dar, die durch Detektion viraler RNA
im Zytoplasma eine Immunantwort initiieren. Neben RIG-I werden ebenso die Proteine melanoma
differentiation associated gene 5 (MDAS) sowie laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2)
den RLHs zugeordnet |[Rothenfusser et al., [2005; Takeuchi and Akira, 2009; [Yoneyama et al.
2004]. Im Gegensatz zu LGP2 sind die RIG-I- sowie MDA5-aktivierenden Nukleinsdurestrukturen
bisher besser charakterisiert: So scheint eine frei zugéngliche 5-Triphosphatmodifikation (durch
posttranskriptionelle Modifikationen ist die Zugénglichkeit des 5’-Triphosphat-Endes wirtseigener,
zytosolischer RNA beschrénkt) sowie eine dem Triphosphat-Ende nahegelegene Doppelstrangigkeit
von mindestens 10 Nukleotiden das von RIG-I erkannte PAMP darzustellen [Hornung et al., 2006;
Schmidt et al., 2009]. Auf diese Weise erkennt RIG-I eine Virusinfektion durch Bindung wahrend der
Virusreplikation auftretender RNA im Zytosol unter anderem bei Infektionen mit dem Vesicular-
stomatitis-Virus (VSV) oder dem Sendai-Virus (SeV) [Kato et al., 2005; Rehwinkel et al., 2010].
Weniger detailliert verstanden sind bisher die von MDA5 erkannten PAMPs: So werden dsRNA
produzierende Picornaviridae - wie beispielsweise das Enzephalomyokarditis-Virus (EMCV) oder
das Mengo-Virus - ebenso wie synthetische Polyinosinpolycytosinsdure (pI:C) von MDAS erkannt
[Pichlmair et al.l [2009; Takeuchi and Akiral 2010]. Somit werden von MDAS5 wahrscheinlich lan-
gere Abschnitte doppelstrangiger RNA im Zytosol gebunden, die gegenséitzlich zu (-)ssRNA-Viren
insbesondere wihrend der Replikation positiv polarisierter ssRNA-Viren entstehen [Weber et al.|
2006). Durch Aktivierung von RIG-I und MDAS5 kommt es durch Interaktion ihrer CARD-Doménen
mit dem auf der &ufleren mitochondrialen Membran lokalisierten Adaptorprotein MAVS (mitochon-
drial antiviral signaling) zu dessen Aktivierung und zur Polymerisation mehrerer MAVS-Proteine.
Der weitere Signalweg involviert eine Vielzahl verschiedener Proteine und miindet letztlich in der
phosphorylierungsbedingten Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 sowie der Ak-
tivierung und Kerntranslokation von NF-xB, siehe Abb. [Goubau et al.l 2013].

Neben RLHs bilden Toll-like-Rezeptoren (TLRs) eine Gruppe weiterer, transmembranirer PRRs,
deren Subtypen entweder in der dufleren Plasmamembran (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR11) oder in Membranen intrazelluldrer Vesikel (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) lokalisiert sind.
Dabei kommt vor allem den in Membranen von Endosomen, Lysosomen und in Membranen des En-
doplasmatischen Retikulums lokalisierten TLRs eine Bedeutung hinsichtlich der Erkennung frem-
der bezichungsweise atypischer Nukleinséuren zu [Kawasaki et al., 2011]. So stellt (endolysosomale)
dsRNA (sowie pl:C als synthetisches Analogon) den Liganden von TLR3 dar, wihrend endolysoso-
male ssRNA von TLR7 und TLRS detektiert wird [Takeuchi and Akiral [2010]. Mit Ausnahme von
TLR3 rekrutiert eine Vielzahl aktivierter TLRs das zytosolische Adaptorprotein MyD88, welches
iiber nachgeschaltete Signalwege zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF7 sowie NF-xB
fithrt. TLR3 bindet nach Aktivierung das Adaptorprotein TRIF und fiihrt dariiber zu einer Ak-
tivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3, IRF7 sowie NF-xB, siche Abb. [Kawasaki et al.|
2011].
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Abbildung 1.1.2: RLR- sowie TLR-induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren.

1.1.2.3 Antivirale Immunantwort und Zytokininduktion

Uber die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren beeinflussen PRRs die Genexpression
und induzieren so verschiedene proinflammatorische Proteine, die ihrerseits entweder selbst als
Zytokine oder Mediatoren zur Aufrechterhaltung und Regulation der Immunantwort beitragen
oder direkt antivirale Wirkungen entfalten. Eine zentrale Stellung nimmt hierbei die Familie der
Typ-I-Interferone ein - eine Gruppe sekretorischer Proteine, die in den Fiinfzigerjahren als ,mit
Virusinfektionen interferierend“ beschrieben wurden und an den ubiquitdr exprimierten IFN-a-
Rezeptor (IFNAR) binden [Carrero, [2013} Isaacs and Lindenmann) 1957]. Der IFNAR seinerseits
aktiviert den JAK-STAT-Signalweg, welcher zur Bildung des als Transkriptionsfaktor aktiven Kom-

plexes IF'N-stimulated-gene-factor-8 (ISGF3) fiihrt. So konnen durch Interferon stimulierbare Gene

(ISGs) exprimiert werden, die in ihren Promotorregionen iiber ISGF3-bindende interferon stimula-

ted response elements (ISRE) verfiigen |[Taylor and Mossman, 2013|. Zum einen amplifiziert Typ-I-

Interferon damit die Immunantwort durch die Induktion diverser ISGs, welche antivirale Wirkungen
mitunter iiber die Degradation viraler Nukleinsduren oder die Inhibition der viralen Proteinsynthe-
se entfalten [Yan and Chen, 2012]. Zum anderen induziert ISGF3 ebenso die Expression von IRF7,
welches selbst wiederum als Transkriptionsfaktor die Expression von Typ-I-IFN steigert
et al., 2003} [Lu et al., [2000]. Diese Amplifikationskaskade tragt zur Aufrechterhaltung einer Typ-

I-IFN-basierten Immunantwort bei.
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1.2 TRIpartite-Motif-Proteine (TRIM)
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1.2.1 Klassifikation der TRIM-Proteinfamilie

Die Tripartite-motif-Proteinfamilie (TRIM) enthélt iiber 70 verschiedene Proteine, deren Zusam-
mengehorigkeit sich iiber eine gemeinsame, konservierte Aminosiduresequenz am N-Terminus defi-
niert. So verfiigen alle TRIM-Proteine N-terminal tiber eine Really-interesting-new-gene-Doméne
(RING), eine oder zwei B-boz-Doménen (BB) sowie eine Coiled-coil-Doméne (CC), siche Abb.
Wie Daten beziiglich anderer RING-Doménen enthaltender Proteine vermuten lieBen, konnte
inzwischen ebenso fiir einige TRIM-Proteine bestétigt werden, dass sie iiber eine von der RING-
Doméne vermittelte E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitét verfiigen |[Diaz-Griffero et al., [2006; |Gack et al.,
2007; [Ishikawa et al., 2006; [Lorick et al., 1999]. Ebenso wie bei der RING-Doméne handelt es
sich bei den BB-Doménen um Zinkfingerdoménen, die in einigen TRIM-Proteinen (TRIM5«a und
TRIM15) den von der PRY/SPRY-Doméne vermittelten Einfluss auf Virusinfektionen regulieren
[Ozato et al., 2008]. Dariiber hinaus konnten bei Patienten mit dem Hypertelorismus-Hypospadie-
Syndrom Mutationen in BB-Doménen von TRIM18 identifiziert werden [Trockenbacher et al., 2001].

Die CC-Domaéne ist neben TRIM-Proteinen Bestandteil einer Vielzahl anderer Proteine und ver-

mittelt Protein-Protein-Interaktionen und damit die Entstehung hochmolekularer Proteinkomplexe
[Ozato et al., 2008].

Entsprechend der Zusammensetzung ihrer variablen Proteindoménen am C-Terminus kénnen die
TRIM-Proteine nach Ozato et al. sowie Short und Cox weiterhin in Subgruppen unterteilt werden
(siehe Abb. [1.2.1)) |Ozato et all [2008; |Short and Coxl [2006]. Die in einer Vielzahl von Proteinen

vorkommende Cos-Doméne vermittelt die Proteinbindung an Mikrotubuli |[Short and Coxl 2006].

Die Doménen PRY sowie SPRY, die in TRIM-Proteinen sowohl einzeln als auch fusioniert vorkom-

men, werden als Bindungsdoménen fir andere Proteine diskutiert |Ozato et al., 2008]. So konnte
fir TRIMb5a demonstriert werden, dass die PRY/SPRY-Doméne das virale Kapsid des Humanen-
Immundefizienz-Virus (HIV) bindet [Sebastian and Luban, 2005].
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Dariiber hinaus wird entsprechend bioinformatischer Analysen die Mehrzahl aller TRIM-Proteine
durch alternatives Spleiflen in verschiedenen Isoformen exprimiert, wobei es bei etwa der Hélfte aller
alternativen Isoformen zum Verlust einer oder mehrerer Proteindoménen kommt |[Versteeg et al.|
2013]. Die Expression einiger prognostizierter Spleifivarianten konnte inzwischen auch experimentell
bestétigt werden |Cuchet et al.l [2011; |Gack et al., 2008} Qin et al., 2016].

Konservierte Domanen

Variable Domanen

(e ) O
A E - CEO—

W
.

[ Subgruppe | TRIM-Proteine | Variable Doménen |
T 1,0,18,36,46,67 COS-FN3-PRY/SPRY
] 54,55,63 COS
II1 42 COS-FN3
v 4-7,10,11,15,17,21, 22,25-27,34,35,38,39,41,43,47-50,53,58,60,62,64,65,68,69,72,75 PRY/SPRY
Vv 8,19,31,40,52,56,61,73,74 -

VI 24,2833 PHD-BR
VII 2,3,32,71 Filamin-NHL
VIIT 37 MATH
IX 23 ARF

X 45 Filamin
XT 13,59 T™

Abbildung 1.2.1: Klassifikation der TRIM-Proteinfamilie. Alle TRIM-Proteine verfiigen tiber
einen gemeinsamen, konservierten N-Terminus, der fiir TRIM-Proteine der Subgruppen II, VIII sowie XI
um eine BB-Doméne verkiirzt ist. Tabelle: Anhand der variablen C-terminalen Proteindoménen lassen
sich TRIM-Proteine nach Versteeg et al. in Subgruppen unterteilen [Versteeg et al., 2013].

1.2.2 TRIM-Proteine: Regulatoren der antiviralen Immunitat

Durch Publikationen der letzten Jahre zeigte sich, dass eine Vielzahl verschiedener TRIM-Proteine
im Rahmen der angeborenen Immunantwort und deren Regulation eine Rolle spielt. So konnte nach
Rajsbaum et al. fiir 17 von 28 getesteten TRIM-Genen eine gesteigerte Expression im Rahmen einer
Infektion mit Influenza-Viren oder im Rahmen einer TLR-Induktion demonstriert werden |Ozato
et al., 2008; Rajsbaum et al., 2008]. Fur TRIM5«a, TRIM22 und TRIM19 konnte eine direkte
Typ-I-IFN-abhéngige Expression gezeigt werden, wobei in der Promotorregion von TRIMS eine
ISRE-Region nachgewiesen werden konnte |Asaoka et al., [2005; Barr et al., [2008; Regad et al.|
2001} Sakuma et al., 2007].

Hinsichtlich der Proteinfunktionen selbst konnten TRIM-Proteine sowohl als direkte (retro-)virale
Restriktionsfaktoren wie auch als Regulatoren antiviraler Signalwege identifiziert werden. Dabei
ist héufig die von der RING-Doméne vermittelte Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt involviert. So wird
durch K48-verkettete Polyubiquitinierung entweder der proteasomale Abbau von Zielmolekiilen
induziert oder deren Aktivitdt beziehungsweise Lokalisation wird durch atypische Polyubiquitinie-
rungen beeinflusst [Davis and Gackl, 2015]. Dariiber hinaus wurde ebenso demonstriert, dass von
TRIM-Proteinen (TRIMG6) synthetisierte, unverankerte Polyubiquitinketten zur Induktion einer
Typ-I-IFN-basierten Immunantwort beitragen [Rajsbaum et al.l |2014].
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Als Beispiel fiir ein direkt als Restriktionsfaktor aktives TRIM-Protein induziert TRIM79a durch
Ubiquitinierung den proteasomalen Abbau viraler Polymerasen und wirkt so als Restriktionsfaktor
des Tick-borne-encephalitis-Virus [Taylor et al., 2011]. TRIM19 wurde als Restriktionsfaktor im
Rahmen von Infektionen mit HIV-1, Lassafieber, Influenza-A sowie Ebola identifiziert [Chelbi-
Alix et all |1998; Nisole et al., 2005; [Turelli et al. |2001]. Diverse andere TRIM-Proteine werden
als Restriktionsfaktoren verschiedener Abschnitte des retroviralen Replikationszyklus, insbesondere
beziiglich HIV diskutiert: Dabei interagiert TRIM5«a mit dem HI-Viruskapsid und blockiert so das
uncoating, TRIM11, TRIM32 sowie TIM22 supprimieren die virale Genexpression und TRIM22
sowie TRIM15 inhibieren den Zusammenbau neuer Viruspartikel [Barr et al., 2008; Javanbakht
et al.l 2006; Nisole et al. 2005; Ozato et al., |2008; [Uchil et al., 2008].

Neben der Rolle als direkte Restriktionsfaktoren agieren TRIM-Proteine weiterhin als Regulato-
ren verschiedener Signalwege der angeborenen antiviralen Immunabwehr. So konnten Versteeg et
al. durch ein systematisches Screening fiir etwa die Hélfte aller TRIM-Proteine einen regulativen
Einfluss auf die Typ-I-IFN-basierte Immunantwort demonstrieren [Versteeg et al.,[2013]. Dabei hat-
ten, mit Ausnahme von TRIM46, alle TRIM-Proteine der Subgruppe I (TRIM1/9/18/36/67) einen
fordernden Einfluss auf die Promotoraktivitidten von Typ-I-Interferon sowie von ISRE-Elementen
[Versteeg et al., 2013|. Die verantwortlichen Molekularmechanismen sind dabei jedoch bisher nur
fiir wenige, unter anderem fiir folgende TRIM-Proteine ansatzweise verstanden: So katalysiert das
durch Typ-I-IFN-induzierbare TRIM25 beispielsweise eine K63-verkettete-Polyubiquitinierung der
CARD-Doménen von RIG-I, woriiber die Wechselwirkung zwischen RIG-I und MAVS und damit
das weitere downstream-signaling geférdert werden |Gack et al., 2007|. Eine dhnliche Funktion wird
ebenso fiir TRIM4 diskutiert [Yan et al., [2014]. TRIM13 hingegen inhibiert die MDA5-induzierte
Immunantwort [Narayan et al., 2014], mutmaflich iiber eine K48-verkettete-Polyubiquitinierung
und den so induzierten, proteasomalen Abbau von MDAS5 [Davis and Gackl, [2015]. Fuar TRIM44
(ein atypisches TRIM-Protein ohne eine RING-Doméne) konnte kiirzlich wiederum gezeigt werden,
dass es den K48-Polyubiquitin-induzierten Abbau von MAVS blockiert und damit einen férdernden
Einfluss auf das RLR-Signal hat [Yang et al., 2013]. Weiterhin wurde fiir einige TRIM-Proteine ein
aktivierender oder inhibitorischer Einfluss auf die Typ-I-IFN-induzierenden Transkriptionsfaktoren
beschrieben: So wird IRF3 beispielsweise von TRIM21 stabilisiert [Yang et al., 2009], TRIM30«
hat einen inhibitorischen Einfluss auf NF-xB [Shi et al., |2008] und TRIM27 scheint sowohl die
Aktivierung von IRF3 als auch von NF-xB zu inhibieren [Ozato et al., 2008].

1.2.3 TRIM9: Aktueller Stand der Literatur

TRIM9 gehort entsprechend der variablen Doménen am C-Terminus zur Subgruppe I der TRIM-
Proteine und wird nach Qin et al. in zwei verschiedenen Isoformen exprimiert, siche Abb. [Qin
et al.l 2016]. Durch alternatives Spleifien entsteht die um die PRY /SPRY-Doméne verkiirzte Isoform
TRIMO9s. Dabei werden nach Quin et al. beide Isoformen ubiquitr exprimiert, unter anderem in der
Leber, Milz, Lunge, in PBMCs (peripher blood mononuclear cells) sowie in diversen, iiblicherweise
verwendeten Zelllinien (unter anderem A549, HEK293) |Qin et all 2016].
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TRIMOI - Lange Isoform

|
|

TRIM9s - Kurze Isoform

Abbildung 1.2.2: TRIM9 wird durch alternatives Spleiflen nach Qin et al. in zwei
verschiedenen Isoformen exprimiert [Qin et all|2016]. Die kurze Isoform (TRIMOs, Lan-
ge: 550 Aminosduren) entsteht durch Wegfall der SPRY /PRY-Doméne aus der langen Isoform
(TRIMY], Lange: 710 Aminosduren).

Far TRIM9 wurden vereinzelt Funktionen im neurowissenschaftlichen Kontext sowie zuletzt zu-

nehmend regulative Einfliisse auf immunologische Signalwege beschrieben.
1.2.3.1 TRIM9 im neurowissenschaftlichen Kontext

Tanji et al. demonstrierten, dass die neuronale Expression von TRIM9 im Rahmen der Parkinson-
Erkrankung sowie der Lewy-Body-Demenz supprimiert ist [Tanji et al., |2010]. Winkle et al. be-
schrieben weiterhin einen Einfluss von TRIM9 auf die neuroembryonale Entwicklung axonaler
Veréstelungen durch Inhibition SNARE-Komplex-abhéngiger Exozytose: Als zugrunde liegender
Molekularmechanismus wurde dabei eine Interaktion zwischen TRIM9 und SNAP25 beschrieben
[Winkle et al.| [2014]. SNAP25, welches durch die Bindung an TRIM9 kompetitiv inhibiert wird, ist
dabei als t-SNARE-Protein wirksam und als solches fiir die Membranfusion im Kontext exozytoti-
scher Prozesse zustdndig [Winkle et al., 2014].

1.2.3.2 TRIMY9 im immunologischen Kontext

In Publikationen der letzten Jahre wurden fir TRIM9 weiterhin sowohl pro- als auch antiinflam-

matorische Effekte beschrieben und dafiir verantwortliche molekulare Mechanismen postuliert!.

So demonstrierten Carthagena et al. neben einer geringgradigen Suppression der TRIM9-Expression
durch Interferon-v insbesondere eine Hochregulation der TRIM9-Expression in Makrophagen durch

Stimulation mit Immunkomplexen [Carthagena et al., [2009].

Durch ein breites screening riickte TRIM9 (hier nur TRIMOI betrachtet) erstmals 2013 als potenziell
proinflammatorisches Protein in den immunologischen Fokus: So konnten Versteeg et al. durch
Loss-of-function-Experimente mittels small-hairpin-RNAs (shRNA) einen fordernden Einfluss von
TRIM9 auf die Sendai-Virus-induzierte Expression von Interferon-8 sowie eine durch transiente
Uberexpression von TRIM9 induzierte ISRE-Aktivitéit demonstrieren [Versteeg et al.l 2013].

!Die experimentellen Daten dieser Arbeit wurden im Zeitraum von Mirz 2014 bis Mai 2015 erhoben. Die Publikatio-
nen Shi et al. sowie Qin et al. sind wihrend beziehungsweise nach dieser Zeit veréffentlich worden und beschreiben
erstmals auf molekularer Ebene die Rolle von TRIM9 wéahrend Virusinfektionen [Qin et al., [2016; [Shi et al.,|2014].
Die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung ist daher ebenso wie die experimentelle Herangehensweise von
diesen Publikationen unberiihrt. Nichtsdestotrotz werden die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
im Kontext der spéter erschienenen Publikationen diskutiert.
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Kurze Zeit spéter legten Shi et al.! gegensitzlich einen immuninhibierenden Charakter von TRIM9
(hier nur TRIMOI betrachtet) durch Suppression der Aktivitdt von NF-xB nahe: Demnach intera-
giert TRIM9 nach Phosphorylierung seiner Serine an Aminoséureposition 76 und 80 mit 3-TrCP,
einem Protein, welches als Teil eines Multiproteinkomplexes mit Ubiquitinligaseaktivitdt unter
anderem fiir die Erkennung von IxB sowie NF-xB2 (p100) und dartiber fiir die Initiation deren pro-
teasomalen Abbaus beziehungsweise deren proteasomaler Prozessierung zustindig ist
. Durch die kompetitive Hemmung dieser Erkennung durch die Interaktion zwischen TRIM9
und B-TrCP blockiert TRIM9 effektiv die Aktivierung und Kerntranslokation von NF-xB. Damit
liegt entsprechend dieser Studie eine antiinflammatorische Funktion von TRIM9I nahe, siche Abb.
[L.2.3] [Shi et al., [2014].
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Abbildung 1.2.3: Aktuelles Erklirungsmodell: Beeinflussung der Aktivierung von NF-xB
und IRF3 durch die kurze sowie lange Isoform von TRIM9 im Rahmen von Virusinfektionen.
Graphische Illustration der nach Qin et al. sowie Shi et al. beschriebenen Funktionen von TRIM9
let al.| 2016} [Shi et all, [2014].

Kiirzlich wurde TRIM9s weiterhin durch Qin et al.! als antivirales, proinflammatorisches Protein

beschrieben |Qin et al., 2016]. Demnach kommt es im Rahmen von Virusinfektionen zu einer Auto-

'Die experimentellen Daten dieser Arbeit wurden im Zeitraum von Mérz 2014 bis Mai 2015 erhoben. Die Publikatio-
nen Shi et al. sowie Qin et al. sind wihrend beziehungsweise nach dieser Zeit veréffentlich worden und beschreiben
erstmals auf molekularer Ebene die Rolle von TRIM9 wihrend Virusinfektionen |Qin et al.l 2016} [Shi et al., 2014].
Die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung ist daher ebenso wie die experimentelle Herangehensweise von
diesen Publikationen unberiihrt. Nichtsdestotrotz werden die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
im Kontext der spéter erschienenen Publikationen diskutiert.
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polyubiquitinierung von TRIM9s, welches in dieser Form als verbindende Plattform zwischen TBK1
und GSK3g wirkt und dariiber die phosphorylierungsbedingte Aktivierung von IRF3 fordert (siehe
Abb. . Der antivirale sowie proinflammatorische Mechanismus konnte dabei ausschliefSlich fiir
TRIMYs, nicht jedoch fiir TRIM9] demonstriert werden [Qin et al., 2016].

Nach aktuellem Wissensstand wirkt TRIM9 damit wiahrend Virusinfektionen als ausbalancierender
Faktor zwischen der Aktivierung der Transkripitonsfaktoren NF-xB sowie IRF3 und beeinflusst
dariiber die antivirale Immunantwort (siche Abb. (1.2.3)).

1.3 Vorarbeiten

Abschnittsiiberblick Seite

[1.3.1 Korrelation eines Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) der 3’UTR, von
TRIM9 mit dem Ausgang einer Hepatitis-C-Virus-Infektion| . . . . . . .. 11

- - : -1 i ... 13

1.3.1 Korrelation eines Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) der 3’'UTR von
TRIM9 mit dem Ausgang einer Hepatitis-C-Virus-Infektion

Die zu erwartende Wahrscheinlichkeit einer Spontanausheilung nach akuter Hepatitis-C-Virus-
Infektion (HCV-Infektion) kann nach Micallef et al. mit circa 26 Prozent beziffert werden und
wird dabei beeinflusst von diversen Faktoren wie Geschlecht, ethnischer Abstammung, relevanten
Begleiterkrankungen, Infektionsdosis und viralem Genotyp sowie verschiedenen genetischen Poly-
morphismen des Wirts [Grebely et al., 2007; Lehmann et al., 2004; [Micallef et al.l 2006]. So konnten
entsprechend folgender Publikationen unter anderem genetische Polymorphismen in Bereichen der
Gene TLR3 [Geng et al., 2016], MDAS5 |[Hoffmann et al., 2015], IL-28B [Thomas et al., [2009] sowie
IFN-v [Huang et al. 2007] mit jeweils durch die SNP-Allele differentiell beeinflussten Wahrschein-

lichkeiten einer HCV-Spontanausheilung assoziiert werden.

Durch eine Kooperationsgruppe? konnten nun im Rahmen einer genomweiten Assoziationsstudie
auf Basis der deutschen HCV-(1b)-Anti-D-Kohorte die Allele eines Einzelnukleotidpolymorphismus
der TRIM9-3'UTR (SNP rs12879906, Basenposition 1379 der TRIM9-3'UTR) mit differentiellen
Chronifizierungsraten einer HCV-Infektion korreliert werden. Der Ursprung des zugrundeliegenden
Patientenkollektivs geht auf eine iatrogene HCV-Infektion von Frauen im Rahmen einer Anti-
D-Immunprophylaxe in der Deutschen Demokratischen Republik in den Jahren 1978 und 1979
zuriick. Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund der ausgeprigten Homogenitdt der Kohorte

hinsichtlich des Alters, Geschlechts und der Infektionsdosis interessant sowie dem inzwischen knapp

’Die SNP-Assoziationsanalyse wurde durch die Arbeitsgruppe von Frau Professor Dr. Protzer durchgefithrt (Institut
fiir Virologie der Technischen Universitdt Miinchen).
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vierzigjahrigen Beobachtungszeitraum, innerhalb dessen die Kohorte, bedingt durch die bekannte

Infektionsquelle, prospektiven Studien zugefiithrt werden konnte [Wiese et al., [2014].

TRIM9-3’'UTR-SNP || Homozygot ,G/C“ | Heterozygot | Homozygot ,A/T“ || Summe
rs12879906 n=223 n=31 n="7 n=261
Chronifizierung [n] 173 13 5 191
Spontanausheilung [n] 50 18 2 70
Ausheilungsrate [%] 22,4 58 28,5 26,8
Homozygot,G/C" Heterozygot Homozygot,A/T"
n=223 n=31 n=7

G

’ Prozentualer Anteil spontan ausgeheilter HCV-Infektionen ‘

Prozentualer Anteil chronifizierter HCV-Infektionen

Abbildung 1.3.1: Ein Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) in der TRIM9-3’UTR ist mit
einem differentiellen Ausgang einer HCV-Infektion assoziiert (SNP reference rs12879906, Ba-
senposition 1379 der TRIM9-3'UTR). Die hinsichtlich des SNPs heterozygote Subgruppe weist mit 58
Prozent einen hoheren Anteil spontan ausgeheilter HCV-Infektionen verglichen mit der homozygoten
(,G/C*) Vergleichspopulation auf.

Im Rahmen der erwihnten Assoziationsstudie? wurde ein Subkollektiv von 261 HCV-Patientinnen
der Anti-D-Kohorte, innerhalb derer die individuellen Verldufe hinsichtlich der HCV-Chronifizierung
bekannt sind, genotypisiert. Das hier analysierte Subkollektiv betrachtend ist eine Ausheilungsrate
von 26,8 Prozent entsprechend einem Anteil chronischer Infektionen von 73,2 Prozent (191 von 261
Patientinnen) festzustellen. Dies stimmt mit nach Literatur zu erwartenden Chronifizierungsraten
iiberein, die stark studienabhingig mit 50-80 Prozent beschrieben werden. Die 31 Primarstudien
betrachtende Metaanalyse von Micallef et al. bezifferte die HCV-clearance mit 26 Prozent - dies
entspricht einer Chronifizierung von 74 Prozent und damit jener des hier betrachteten Patienten-
kollektivs [Micallef et al., 2006].

Hinsichtlich des SNPs der TRIM9-3’UTR ist innerhalb der homozygoten (,,G/C*) Subgruppe, wel-
che den Genotyp der hochsten Préavalenz widerspiegelt, eine Chronifizierungsrate von 77,6 Prozent
der HCV-Infektionen festzustellen. Innerhalb der hinsichtlich des SNPs heterozygoten Subgruppe
chronifizierten mit 42,0 Prozent hingegen nur weniger als die Hilfte der HCV-Infektionen (siehe
Abb. . Unter Vernachlassigung der homozygoten (,A/T*“) Subgruppe bei geringer genotypi-
scher Pravalenz und Fallzahl (n=7) entsteht daher der Eindruck, dass die im Rahmen des SNPs
auftretende Basenpaarung ,,A/T* einen protektiven Einfluss auf den Verlauf einer HCV-Infektion

ausubt.

’Die SNP-Assoziationsanalyse wurde durch die Arbeitsgruppe von Frau Professor Dr. Protzer durchgefithrt (Institut
fiir Virologie der Technischen Universitdt Miinchen).
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1.3.2 TRIM9-knock-down: Inhibition der RLR-induzierten Immunantwort

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe® haben gezeigt, dass der knock-down von TRIM9 durch zwei ver-
schiedene siRNAs die RLR-induzierte sowie die von Viren (Vesicular-stomatitis-Virus, Semliki-
forest-Virus, Sendai-Virus) induzierte Sekretion von IP-10 (interferon gamma induced protein 10,
CXCL10) supprimiert. So konnte der nach Versteeg et al. publizierte Effekt einer durch den knock-
down (shRNA) von TRIMY inhibierten, Sendai-Virus-induzierten Immunantwort (die Induktion von
Interferon-3 und ISG-54 quantifizierend) auf die Immunantwort nach RLR-Aktivierung durch syn-
thetische Liganden (Polyinosin-Polycytosin-Saure, Triphosphat-RNA) tibertragen werden [Versteeg
et al. 2013]. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass TRIM9 einen positiv-regulierenden

Einfluss auf das downstream-signaling RIG-I-dhnlicher-Rezeptoren hat.

1.4 Arbeitshypothese und Fragestellung

In den vergangenen Jahren haben sich eine Vielzahl verschiedener TRIM-Proteine als Regulato-
ren der antiviralen Immunitdt herauskristallisiert (sieche Abschnitt [1.2.2). Durch eine Koopera-
tionsgruppe konnte ein genetischer Polymorphismus in der Umgebung des TRIM9-Gens mit einer
entsprechend der SNP-Allele differentiellen Wahrscheinlichkeit einer HCV-Chronifizierung assozi-
iert werden (siehe Abschnitt . Die zum Zeitpunkt der experimentellen Datenerhebung dieser
Arbeit verfiigbare Literatur® lieB auBerdem eine immunstimulatorische Funktion von TRIM9 im
Rahmen von Virusinfektionen vermuten [Versteeg et al., 2013]. Diese Vermutung wurde durch erste

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe - insbesondere im Zusammenhang von RLR~induzierten Immunant-
worten - erhirtet (siehe Abschnitt [1.3.2)).

Auf Basis dieser verfligbaren Vorergebnisse wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass der die
HCV-Ausheilung beeinflussende SNP in der 3’'UTR von TRIMY ein verdndertes Expressionsniveau
von TRIM9 bedingt, und die Menge an TRIM9 in einer Zelle Einfluss auf die durch ssRNA-Viren

induzierte Immunantwort sowie moglicherweise auf die Virusreplikation nimmt.

Auf Basis dieser Hypothese untersucht die vorliegende Arbeit folgende Fragen:

e Hat der SNP in der 3’'UTR des TRIM9-Gens einen Einfluss auf die Expressionsstéirke des

davon kodierten Proteins?

o Beeinflusst die Expression von TRIM9 die Replikation von Positiv- und Negativ-Strang-
ssRNA-Viren?

e Moduliert TRIM9 dabei Signalwege der angeborenen Immunitét?

!Die experimentellen Daten dieser Arbeit wurden im Zeitraum von Mérz 2014 bis Mai 2015 erhoben. Die Publi-
kationen [Shi et al.| 2014] sowie |Qin et all) [2016] sind wihrend beziehungsweise nach dieser Zeit verdffentlich
worden und beschreiben erstmals auf molekularer Ebene die Rolle von TRIM9 wéhrend Virusinfektionen. Die
dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung ist daher ebenso wie die experimentelle Herangehensweise von die-
sen Publikationen unberiihrt. Nichtsdestotrotz werden die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse im
Kontext der spéater erschienenen Publikationen diskutiert.

3Die erwdhnten Vorergebnisse sind Teil der Promotion von Sofia Antén.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite und allgemeine Verbrauchsmittel

Abschnittsiiberblick Seite
RI11.1  Geratel. . . . . . . 15
[2.1.1.2  Bestellbare Extraktions- und Analyse-kits| . . . . . . . .. ... ... .. 16
2.1.1.5 Chemikalien und Verbrauchsmittell . . . . ... ... ... ... ... .. 16
[2.1.1.4 Puffer, Losungen und Medien| . . . . . . . . . . ... ... ... ..., 19

2.1.1.1 Gerate

Mithras LB940 Microplate Reader
Thermo Cycler T3

Light Cycler 480 11
Durchflusszytometer FACSCalibur
Alpha Imager

UV-Transilluminator

Lichtmikroskop Axio Vert25
Fluoreszenzmikroskop Axio Vert.Al
Konfokales Mikroskop Leica TCS SP5
NanoDrop 2000c Spectrophotometer
Image Reader LAS-4000
Spannungsquelle PowerPac Basic/PAC200
CO2-Begasungsbrutschrank BBD 6220
Wiérmeschrank B290

Thermoshake

Laminar Air Flow Werkbank HB 2472 S
FEismaschine

Vortexer

Thermomixer compact/comfort
Wasser-Inkubationsbad

Zentrifuge gekiihlt 5415R

Zentrifuge 5424

Heraeus Multifuge 3L-R

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Berthold Technologies, Bad Wildbad (D)
Biometra, Gottingen (D)

Roche, Basel (CH)

BD Biosciences, Heidelberg (D)
Alpha Innotech, San Leandro (USA)
LKB Bromma, Schweden

Zeiss, Oberkochen (D)

Zeiss, Oberkochen (D)

Leica, Wetzlar (D)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Fujifilm, Minato (Japan)

Biorad, Hercules (USA)

Heraeus, Hanau (D)

Heraeus, Hanau (D)

Gerhardt, Koénigswinter (D)
Heraeus, Hanau (D)

Manitowoc, Manitowoc (USA)
Scientific Industries, New York (USA)
Eppendorf, Hamburg (D)

GFL, Burgwedel (D)

Eppendorf, Hamburg (D)
Eppendorf, Hamburg (D)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Waage Fa. Sartorius Industries, Gottingen (D)
Dampfsterilisator Varioklav Fa. HP Medizintechnik GmbH, Oberschleiheim (D)
Durchflusszytometer BD FACSCALIBUR Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)

2.1.1.2 Bestellbare Extraktions- und Analyse-kits

NucleoBond Xtra Maxi Plus EF Fa. Macherey-Nagel, Diiren (D)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
QuickExtract™ DNA Eatraction Solution Fa. Epicentre, Madison (USA)
peqGOLD Total RNA Kit Fa. Peqlab, Erlangen (D)

peqGOLD Gel Eaxtraction Kit Fa. Peglab, Erlangen (D)

Humanes IP-10 ELISA Set Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)
Humanes Interleukin-6 ELISA Set Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)
Humanes TNF-a ELISA Set Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)
DC™ Protein Assay Fa. Biorad, Hercules (USA)

BD OptEIA ELISA Substrat Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)

SensoLyte pNPP Secreted Alkaline Phospha- Fa. ANASPEC/EGT, Freemantle (USA)

tase Reporter Gene Assay ,,LLuminometric*

2.1.1.3 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Enzyme-linked immunosorbent assay

Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 Fa. Roth, Karlsruhe (D)

Natriumcarbonat NagoCO3 Fa. Merck, Darmstadt (D)

Natriumhydroxid NaOH Fa. Roth, Karlsruhe (D)

Fetales Kalberserum (FCS) Fa. Gibco Life Technologies, Carlsbad (USA)
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) Fa. Lonza, Basel (CH)

Tween-20 Fa. Roth, Karlsruhe (D)

Schwefelsdure Klinikapotheke, Miinchen (D)
Tetramethylbenzidin / Hydrogenperoxid Fa. BD Biosciences, Heidelberg (D)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Western-blot

Acrylamidstammlosung (30 %)
Protease Inibitor Cocktail P8340
Natriumorthovanadat (NagVOy)
Tetramethylethylendiamin
Ammonium Persulfat (10 %)
2-Mercaptoethanol
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Bromphenolblau

Glycerol

Glycin

Methanol

Tromethamin (TRIS)

Dithiothreitol

Natriumchlorid

Tween-20

Milchpulver

Bovines Serum Albumin
Transfermembran, Porengrofie 45 pm
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

SuperSignal West Femto Sensitivity Substrate
Agarose-Gelelektrophorese

LE-Agarose

Ethidiumbromid

OGene Ruler DNA Ladder Miz
6x DNA Loading Dye

Dualer Luciferase-assay

Tricine
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
EDTA, ph 8.0

Dithiothreitol

ATP

Acetyl-Coenzym A - Trilithiumsalz
Natriumhydroxid
Magnesiumcarbonathydroxid
Luciferin

Coelenterazin

Passive Lysis Buffer 5x

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Merck, Darmstadt (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Merck, Darmstadt (D)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf (D)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt (D)

USB Corporation, Cleveland (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
AppliChem, Gatersleben (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Biosynth AG, Staad (CH)
Promega, Madison (USA)
Promega, Madison (USA)

17



2 MATERIAL UND METHODEN

Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Fa. Lonza, Basel (CH)

L-Glutamin Fa. Lonza, Basel (CH)

Fetales Kélberserum (FCS) Fa. Gibco Life Technologies, Carlsbad (USA)
Ciprofloxacin Fa. Fresenius, Bad Homburg (D)
Tryptose-Phosphat-Broth-Losung (29,5 g/1) Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fa. Roth, Karlsruhe (D)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) Fa. Lonza, Basel (CH)

Natriumchloridlésung (0,9 % ) Fa. B. Braun, Melsungen (D)

Trypanblau Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Trypsin 10x Fa. Lonza, Basel (CH)

Transfektionsreagenzien

Opti-MEM Fa. Gibco Life Technologies, Carlsbad (USA)
Lipofectamine-2000 Fa. Invitrogen, Carlsbad (USA)
RNAiMax Fa. Invitrogen, Carlsbad (USA)
GeneJuice Fa. Merck Novagen, Darmstadt (D)
TransIT-X2 Fa. Mirus, Madison (USA)
TransIT-LT1 Fa. Mirus, Madison (USA)

Enzyme

Alle Enzyme wurden in Kombination mit den mitgelieferten Puffern verwendet. Im Falle der zeit-
gleichen Verwendung mehrerer Restriktionsenzyme erfolgte die Auswahl des Puffers geméafl der
Plattform ,DoubleDigest“ (Fa. ThermoScientific).

Phusion High-Fidelity Polymerase Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Reverse Trankriptase Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
T7-Endonuklease 1 Fa. New England Biolabs, Ipswich (USA)
T4-DNA-Ligase Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Restriktionsenzym FSEI Fa. New England Biolabs, Ipswich (USA)
Restriktionsenzym ASCI Fa. New England Biolabs, Ipswich (USA)
Restriktionsenzym BAMHI Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Restriktionsenzym EcoRI Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Alkalische Phosphatase Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Trypsin 10x Fa. Lonza, Basel (CH)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Sonstiges
RNAse-Inhibitor Riboblock Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
Oligo(dT)-primer Fa. Metabion, Martinsried (D)
KAPA Probe Fast Universal (QqRT-PCR) Fa. Peqlab, Erlangen (D)
Desoxynucleotidtriphosphate Fa. Thermo Scientific, Waltham (USA)
LB-Medium / LB-Agar Fa. Roth, Karlsruhe (D)
Ampicillin Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Manganchlorid-Tetrahydrat Fa. Roth, Karlsruhe (D)
Calciumchlorid-Dihydrat Fa. Roth, Karlsruhe (D)
Kaliumchlorid Fa. Roth, Karlsruhe (D)
PIPES Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis (D)
Hoechst33342 200 pg/ml Fa. ImmunoChemistry, Bloomington (USA)
VECTASHIELD Eindeckmediumpg/ml Fa. Vector Laboratories, Burlingame (CA)

2.1.1.4 Puffer, Losungen und Medien

Zellkultur
DMEM-Vollmedium BHK-Medium
10 Vol.% FCS 10 Vol.% FCS
2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin
10 mg/1 Ciprofloxacin 10 mg/1 Ciprofloxacin
in DMEM 1 Vol.% Tryptosephosphat-Losung (29,5 g/1)
in DMEM
Bakterienkultur
LB-Medium LB-Selektionsmedium Inoue-Transformations-Puffer
10 g/1 Trypton LB-Medium 55 mM Manganchlorid-Tetrahydrat
5 g/1 Hefeextrakt 100 mg/1 Ampicillin 15 mM Calciumchlorid-Dihydrat
10 g/1 NaCl 250 mM KCl
in Wasser 10 mM PIPES (0.5 M, pH 6,7)

in Wasser
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Western-blot

Laufpuffer (1x)
192 mM Glycin
25 mM Tromethamin (TRIS)
3,47 mM Natriumlaurylsulfat

in Wasser

Resolving-Gel-Puffer (4x)

1,5 M Tromethamin (TRIS)
13,87 mM Natriumlaurylsulfat
Einstellung pH 8,8 (HCL)

in Wasser

*filtriert, Porengrofie 0,45 pm

Blocking-Puffer
5 Vol.% Milchpulver
in TBST

Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x)

2423 g/1 Tromethamin (TRIS)

17,51 Vol.% Essigsaure

Transferpuffer (1x)

100 mM Glycin

10 mM Tromethamin (TRIS)
20 Vol.% Methanol

in Wasser

Stacking- Gel-Puffer (4x)

250 mM Tromethamin (TRIS)
13,87 mM Natriumlaurylsulfat
Einstellung pH 6,6 (HCL)

in Wasser

*filtriert, Porengrofie 0,45 pm

Zelllysepuffer (RIPA)

150 mM Natriumchlorid

25 mM TRIS-HCL
Proteaseinhibitor P8340, 1:100
2 mM NagVOy

0.1 Vol.% SDS

in Wasser

18,61 g/l EDTA-2Na-2HO (Titriplex III)

in Wasser

Enzyme-linked immunosorbent assay

Assay-Diluent
10 Vol.% FCS
in PBS

20

Waschpuffer
0,05 Vol.% Tween-20
in PBS

TBST-Puffer (1x)

50 mM Tromethamin (TRIS)
150 mM Natriumchlorid

0,1 Vol.% Tween-20
Einstellung pH 7.6

in Wasser

Laemmli-Puffer (6x)

1,2 g SDS

2 mg Bromphenolblau

4,7 ml Glycerol

4,2 ml von 0,5 M TRIS (pH 6,8)
0,93 g Dithiothreitol

4,1 ml Wasser

Coating-Puffer

0,1 M Natriumcarbonat
Einstellung pH 9,5 (NaOH)

in Wasser
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Luciferase-assay

Firefly-Luciferase-Substrat

20 mM Tricine

2,67 mM Magnesiumsulfat-Heptahydrat
0,1 mM EDTA, ph 8,0

33,3 mM Dithiothreitol

0,53 mM ATP

270 nM Acetyl-Coenzym A

131,6 pg/ml Luciferin

5 mM Natriumhydroxid

0,265 mM Magnesiumcarbonathydroxid

in Wasser

2.1.2 Projektspezifische Materialien

Abschnittsiiberblick Seite
2.1.2.1 Zelllinfen| . . . . . . . . o o 21
[2.1.2.2  Antikorper| . . . . . . . 22
2123 Plasmidel . . . . . . ... 22
[2.1.2.4  PCR-primer| . . . . . . . . . 23
[2.1.2.5 qRT-PCR: Primer und Sonden| . . . . . . . .. ... ... .. ...... 24
2126 SIRNAd . .. ... 25
127 Stimulantien| . . . . . . ..o 25

2.1.2.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgend angegebenen Tumorzelllinien verwendet. Die Identi-
tdt der im Rahmen von Experimenten verwendeten Tumorzelllinien HEK293, 1205Lu, A549 sowie
Huh7.5 wurde durch Charakterisierung ihrer short tandem repeats iiberpriift (STR-typing, siehe

Abschnitt [3.2.3]).
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Zelllinie
HEK?293
1205Lu
A549
Huh?7.5
BHK21
PhoenixA

2.1.2.2 Antikorper

Ursprung

Humane, embryonale Nierenzelllinie

Humane Melanomzelllinie, isoliert aus Lungenmetastase

Humane Adenokarzinomzelllinie (Lungenepithel)

Humane hepatozellulare Karzinomzelllinie

Hamsterzelllinie embryonalen Nierenursprungs

Amphotrophe, HEK293-basierte Verpackungszelllinie

Fiir Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Antikérper verwendet:

Erkanntes Protein
TRIM9

TRIM9

GAPDH

B-Aktin-HRP

2°Maus Fc(IgG)-HRP

2°Hase Fc(IgG)-HRP

2.1.2.3 Plasmide

polyklonal

monoklonal

monoklonal

monoklonal

polyklonal

polyklonal

Ursprung Hersteller

Hase

Maus

Maus

Maus

Ziege

Ziege

Fa. ProteinTech, Chicago (USA)
Artikelnummer: 107861-AP

Fa. Novus Biologicals, Littleton (USA)
Artikelnummer (Klon): NBP2-03794 (2D6)
Fa. Merck Millipore, Darmstadt (D)
Artikelnummer (Klon): CB1001-5000UG (6C5)
Fa. Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)
Artikelnummer (Klon): SC-47778 (C4)

Fa. Biorad, Hercules (USA)

Artikelnummer: 1721011

Fa. Biorad, Hercules (USA)

Artikelnummer: 1706515 / 1721019

Fir Experimente dieser Arbeit wurden die folgenden Expressionsplasmide verwendet:

Gen

TRIM9-GFP (n-term. Tag)
TRIM9-HA (n-term. Tag)
TRIM9-mCherry (c-term. Tag)

mCherry
MAVS-mCherry
RIG-I-CARD-Doménen
MDAS5-CARD-Doménen

TRIM9

22

Vektorriickgrat Schnittstellen  Resistenzgen
pcDNA3X(+)MyEGFP  EcoRI/Xhol Amp.
pcDNA3X(+)HA EcoRI/Xhol Amp.
pcDNA™5/FRT/TO  FSEI/ASCI Amp.
pcDNA™5/FRT/TO - Amp.
pcDNAT™5/FRT/TO  FSEI/ASCI Amp.
efBos Xhol-Notl Amp.
efBos Xhol-Notl Amp.
pcDNA3.1 (Leervektor) - Amp.

pMXs-Puro (retroviral) BamHI/EcoRI ~Amp.

Purom.



2 MATERIAL UND METHODEN

Fiir Experimente dieser Arbeit wurden die folgenden 5’UTR-abhéngigen Luciferase-Reporterplasmide

verwendet:
Promotor Luciferase Vektorriickgrat
SV-40 Renilla pRL
3 multim. PRDII-Doménen des IFN-S-Promotors (NF-xB 3x)  Firefly p55A2 / pPBLCAT?2
6 multim. NF-xB-Bindungsstellen (NF-xB 6x) Firefly pGL3
ISRE-Promotor Firefly -
IFN-B-Promotor Firefly pBL (p-125Luc nach

[Yoneyama et al.,|1996])

Fiir Experimente dieser Arbeit wurden die folgenden 3’'UTR~abhéngigen Reporterplasmide verwen-

det. Dabei kodieren beide Plasmide als Transfektionseffizienzkontrolle zuséitzlich fiir eine sekreto-
rische alkalische Phosphatase (seAP) unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

Promotor Reporter
SV-40 Gaussia-Luciferase

SV-40 Gaussia-Luciferase

2.1.2.4 PCR-primer

3UTR Vektorriickgrat
2026 Basenpaare der TRIM9-3'UTR pEZX-MT05
(Allel ,A/T* an UTR-Position 1379)

2026 Basenpaare der TRIM9-3'UTR pEZX-MT05
(Allel ,G/C* an UTR-Position 1379)

Die folgenden primer wurden von der Firma Metabion bezogen.

Verwendungszweck
Amplifikation CRISPR-Zielregion

Kl. Trim9 (FSCI/ASCI)
Kl. Trim9 (BamHI/EcoRI)

Kl. Trim9-mCherry (BamHI/Xhol)

Primer (5'—=3)

CACAGAGCTAGCGCCTCTC (for)
TACGCGATTCTTGGGGAAGC (rev)
ATTAGGCCGGCCGATGGAGGAGATGGAAGAGGA (for)
TAATGGCGCGCCGGGCTATTGATGCTCTGCTGG (rev)
CGCGGATCCATGGAGGAGATG (for)
GACGAATTCTTAGGCTATTGATGCTCTG (rev)
CGCGGATCCATGGAGGAGATGGAAGAG (for)
CGTACTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCC (rev)
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2.1.2.5 qRT-PCR: Primer und Sonden

Die verwendeten Hybridisierungssonden mit den folgend angegebenen Nummern entstammen der
» Universal Probe Library“ (UPL, Fa. Roche). Die verwendeten primer wurden von der Firma

Metabion bezogen.

Zie-mRNA UPL-Sonde Primer (5°—3)

Inteferon-3 25 CGACACTGTTCGTGTTGTCA (1)
GAGGCACAACAGGAGAGCAA (r)

IP-10 34 GAAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGT (1)
GACATATACTCCATGTAGGGAAGTGA (r)

RIG-1 69 TGGACCCTACCTACATCCTGA (1)
GGCCCTTGTTGTTTTTCTCA (r)

MDA5 36 AGGCACCATGGGAAGTGAT (1)
GGTAAGGCCTGAGCTGGAG (r)

ISG-15 76 GCGAACTCATCTTTGCCAGT (1)
TTCAGCTCTGACACCGACAT (r)

ISG-54 35 ATATAGGTCTCTTCAGCATTTATTGGT (1)
GTAGGCTGCTCTCCAAGGAA (1)

Interleukin-15 78 CGACACTGTTCGTGTTGTCA (1)
TTGGGTAATTTTTGGGATCTACA (r)

Interleukin-6 40 GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA (1)
CTGCAGCCACTGGTTCTGT (r)

Interleukin-8 72 GAGCACTCCATAAGGCACAAA (1)
ATGGTTCCTTCCGGTGGT (r)

TNF-« 29 GCCAGAGGGCTGATTAGAGA (1)
CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT (r)

TRIM9 (end.)* 67 CCTGAACAGGAACGTGCAG (1)
CACGGCACATCCTTAGGC (r)

TRIM9 (exog.)? 55 TGGATTTCGTGCAAGTGAAA (1)
CCAGCTGTAGGATAGGGGTTG (r)

VSV N-Protein 85 CGAAGACAAACAAACCATTATTATCA (1)
TCTGCAACTTCTCGGTTCAA (r)

GFP 67 GAAGCGCGATCACATGGT (1)
CCATGCCGAGAGTGATCC (r)

Aktin 64 CCAACCGCGAGAAGATGA (1)
CCAGAGGCGTACAGGGATAG (r)

GAPDH 60 AGCCACATCGCTCAGACAC (1)

GCCCAATACGACCAAATCC (1)

'Ein primer (r) ist komplementdr zu einer Intron-Sequenz von TRIMY, sodass nur endogenes TRIMY9 und kein
artifiziell transfiziertes TRIM9 auf mRNA-Expressionsebene detektiert wird.

2Beide primer sind komplementir zu Exon-Sequenzen von TRIMY, sodass ebenfalls artifiziell transfiziertes TRIM9
auf mRNA-Expressionsebene detektiert wird.
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2.1.2.6 siRNAs

Die folgenden siRNAs wurden von der Firma Metabion bezogen.

Name / Ziel-mRNA Sequenz (5’—3’)

Co4-RNA! GCGCUAUCCAGCUUACGUA
si-TRIM9 (#58) CUGGACAAGAUGAGCCUAU
si-TRIMO (#95) CUGGACAAGAUGAGCCUAUUU

2.1.2.7 Stimulantien

Im Rahmen der Experimente dieser Arbeit wurden humane Zelllinien mit folgenden Zytokinen,

synthetischen Rezeptorliganden und Viren stimuliert.

Rekombinant hergestellte Zytokine:

Tumornekrosefaktor-a Fa. R&D Systems, Minneapolis (USA)
Interferon-f3 Fa. PBL Assay Science, Piscataway (USA)
Interferon-y Fa. R&D Systems, Minneapolis (USA)

Synthetische Rezeptorliganden:

Als synthetische RLR-Liganden wurden hochmolekulare Polyinosin-Polycytosinsdure (pl:C, Fa.
Invivogen) sowie mittels In-vitro-Transkription synthetisierte Triphosphat-RNA (Sequenz 5'—3’:
GGCAUGCGACCUCUGUUUGAUCAAACAGAGGUCGCAUGCC) verwendet. Als Kontrolle der
RLR-Stimulations-assays diente die Transfektion nicht immunstimulatorischer Co4-RNA (Sequenz
5—3: GCGCUAUCCAGCUUACGUA). Hochmolekulares pl:C wurde in hoherer Konzentration
durch Zugabe in das Zellmedium weiterhin als synthetischer TLR3-Ligand verwendet.

RNA-Viren:
Virus Gattung Polaritat Besonderheiten
Vesicular-stomatitis-Virus Rhabdoviridae  (-)ssRNA -
Vesicular-stomatitis-Virus M51R ~ Rhabdoviridae  (-)ssRNA M51R-Mutation?
Vesicular-stomatitis-Virus p-GFP  Rhabdoviridae  (-)ssRNA GFP-markiertes p-Protein
Sendai-Virus Paramyxoviridae (-)ssRNA -
Semliki-forest-Virus Togaviridae (+)ssRNA -
Enzephalomyokarditis-Virus Picornaviridae ~ (+)ssRNA -
Mengo-Virus Picornaviridae ~ (4)ssRNA -
Gelbfieber-Virus Flaviviridae (+)ssRNA -

'Es handelt sich um eine ungerichtete, nicht immunstimulatorische siRNA. Sie diente als Kontrolle gegeniiber der
RLR-Stimulation mittels transfizierter Polyinosin-Polycytosinsdure oder Triphosphat-RNA.

2Die M51R-Muitation verhindert die durch das virale M-Protein vermittelte Suppression der Genexpression in-
fizierter Wirtszellen, durch die unter anderem die Interferonproduktion inhibiert wird. Dadurch erméglicht die
M51R-Mutation eine gegeniiber dem VSV-Wildtyp verstarkte Immunantwort.
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2.2 Methodik

2.2.1 Zelluldar-immunologische Methoden

Abschnittsiiberblick Seite
2211 Zellkulturl . . ... .. 26
2.2.1.2 Transfektion und Stimulation von Zellenl. . . . . . . . .. ... ... .. 27
[2.2.1.3  Stabile Uberexpression durch retrovirale Transduktion| . . . . . . . . .. 28
[2.2.1.4  CRISPR/Cas9: Etablierung stabiler Knock-out-Zelllinien| . . . . . . .. 29
[2.2.1.5 SDbS-Polyacrylamidgelelektrophorese und western-blot| . . . . . . . . .. 30
2.2.1.6  ELISA: Quantifizierung von IP-10, I.-6, TNF-of . . . . . . ... .. .. 31
[2.2.1.7  Dualer Luciterase-assay . . . . . . . . . .. ... o ... 32
[2.2.1.8  Virustiterbestimmung mittels TCID50-Endpunktverdunnungs-assay| . . 35
[2.2.1.9  Konfokale Fluoreszenzmikroskopie| . . . . . . . . ... ... ... 36
[2.2.1.10 Durchflusszytometrie|. . . . . . . . . . . .. .. ... 37

2.2.1.1 Zellkultur

Die verschiedenen Zelllinien wurden in DMEM-Vollmedium (BHK21-Zellen in BHK-Medium, siehe
im COs-Begasungsbrutschrank (37 °C / 95 % Luftfeuchtigkeit / 0.05 % CO2) kultiviert.
Bei Erreichen von 80-100 % Konfluenz erfolgte ein Mediumwechsel. Uberschiissige Zellen wurden
nach Abtrypsinieren verworfen. Das Einfrieren von Zellen erfolgte in fetalem Kélberserum (FCS)
inklusive 10 Vol.-% DMSO voriibergehend bei -80 °C oder dauerhaft in Fliissigstickstoff.

Im Rahmen von Experimenten wurde die Lebendzellzahl nach Zugabe von Trypanblau mittels
einer Neubauerzdhlkammer unter dem Lichtmikroskop ermittelt und die entsprechende Anzahl von

Zellen in 6- bis 96-well-Flachbodenplatten ausplattiert.

Die Arbeit mit Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-air-flow-Werkbank.
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2.2.1.2 Transfektion und Stimulation von Zellen

Die Transfektion und Stimulation von Zellen erfolgte in 6- bis 96-well-Flachbodenplatten. Dabei
wurden die Zellen zuvor in 200 pl Medium (96-well-Flachbodenplatte), 1 ml Medium (24-well-
Flachbodenplatte) beziehungsweise 2 ml Medium (6-well-Flachbodenplatte) kultiviert. Die Zugabe
von Transfektionslésungen erfolgte auf das vorbestehende Medium, von dem zuvor das zuzufithrende

Volumen zwecks Beibehaltung der oben genannten Gesamtvolumina abgenommen wurde.

Transfektion von DNA (Plasmide):

In Abhéngigkeit von der jeweiligen Zelllinie wurden fiir die Transfektion verschiedene Transfektions-
mittel entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Das Transfektionsreagenz , Lipofectamine-
2000“ (3 ul/pg DNA) wurde fiir HEK293-Zellen, A549-Zellen und Huh7.5-Zellen verwendet. Das
Transfektionsmittel , TransIT-X2* (3 ul/png DNA) wurde zur Transfektion der Zelllinien HEK293,
1205Lu und A549 verwendet. Die Inkubation der zu transfizierenden Plasmid-DNA und des Trans-
fektionsmittels erfolgte geméfl dem Herstellerprotokoll in OptiMem (siehe Abschnitt [2.1.1.3)).

Transfektion von RNA:

Im Rahmen von Stimulations-assays erfolgte die Transfektion immunstimulatorischer RNA mittels
des Transfektionsreagenz ,RNAiMax*“ fiir alle Zelllinien. Dabei wurde die zu transfizierende RNA
sowie in einem Parallelansatz das sich an der RNA-Menge orientierende Transfektionsreagenzvo-
lumen in gleichen Volumina OptiMem fiir 10 Minuten inkubiert. Es folgte das Vermischen der
Parallelansétze und die Inkubation fiir weitere 20 Minuten, bevor die Transfektionslésung zu dem

vorbestehendem Zellmedium nach Abnahme des zuzufithrenden Volumens zugegeben wurde.

Die Stimulationskonzentrationen von pl:C betrugen fiir 1205Lu-Zellen 10-20 ng/ml (41 pl ,RNAi-
MAX* / 10-20ng pI:C) sowie fir HEK293- und A549-Zellen 100-200 ng/ml (+1 pl ,RNAIMAX* /
100-200 ng pl:C).

Die Stimulationskonzentrationen der Triphosphat-RNA (3pRNA) betrugen 1000 ng/ml (43 pl
»~RNAIMAX* / 1000 ng 3pRNA) fiir 1205Lu-Zellen und 3000 ng/ml (+3 pl ,RNAIMAX*“ / 3000
ng 3pRNA) fir HEK293-Zellen.

Stimulation mit Zytokinen und Infektion mit Viren:

Fiir die Stimulation mit rekombinant synthetisierten Zytokinen wurden diese in gewiinschter Sti-
mulationskonzentration Frischmedium zugesetzt. Es folgte der Austausch des Zellkulturmediums

durch gleiches Volumen des mit Zytokinen versetzten Frischmediums.

Die Virusmenge im Rahmen von Infektionen mit plaquebildenden Viren orientierte sich an der
zu infizierenden Zellzahl. Die multiplicity of infection (Mol) beschreibt hierbei das Verhéltnis von
plaque forming units (PFUs) zur Zellzahl und entsprach im Rahmen der Infektions-assays dieser
Arbeit Werten zwischen 0,1 und 50. Die Virusmenge im Rahmen von Infektionen mit nicht plaque-
bildenden Viren (Sendai-Virus) orientierte sich als Konzentration am Mediumsvolumen. Sendai-

Virus-Infektionen erfolgten mit einer Konzentration von 20-40 PFUs/ml. Fiir die Infektion mit
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Viren wurde Frischmedium mit der entsprechenden Virusmenge versetzt. Es folgte der Austausch

des Zellkulturmediums durch gleiches Volumen des mit Viren versetzten Frischmediums.
2.2.1.3 Stabile Uberexpression durch retrovirale Transduktion

Methodisches Prinzip

Grundprinzip der retroviralen Transduktion ist die Infektion von Zielzellen mit genetisch modi-
fizierten, retroviralen Partikeln, die in Analogie zu Retroviren ihr eigenes Genom stabil in das
Wirtsgenom integrieren konnen, im Gegensatz zu natiirlich vorkommenden Retroviren jedoch nicht

replikationskompetent sind.

Fiir die Produktion der retroviralen Partikel werden die Verpackungszellen mit einer retroviralen
Vektorplasmid-DNA transfiziert, die unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotors neben
dem zu integrierenden Gen fiir ein resistenzvermittelndes Protein kodiert, das zu einem spéteren
Zeitpunkt eine eukaryotische Selektion erlaubt. Die fiir den Zusammenbau und die Replikation von
Retroviren notwendigen Gene (gag, pol, env - kodierend fiir Matrix- und Kapsidproteine, reverse
Transkriptase, Integrase und Protease) sind dabei nicht auf dem retroviralen Vektorplasmid kodiert,
sondern stabil in das Genom der Verpackungszelllinie integriert. Vermittelt durch ein Verpackungs-
signal auf dem Vektor kann dieser dadurch innerhalb der Verpackungszellen zu einem funktionsfahi-
gen, infektiosen, retroviralen Partikel (ausgestattet mit den Genprodukten der gag-/pol-/env-Gene)
zusammengebaut und in den Uberstand abgegeben werden, ist jedoch replikationsdefizient, da er

selbst nicht fiir die eigenen Struktur- und Funktionsproteine kodiert.
Protokoll

Im Rahmen dieser Arbeit wurden amphotrophe PhoenixA-Verpackungszellen im 6-well-Format
(300.000 Zellen pro well) ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion des retroviralen
Vektors ,,pMXs-Puro“ (1,5 pg pro well, Transfektionsreagenz , Lipofectamine-2000%), in den zuvor
die kodierende Region des TRIM9-Gens (TRIM9]) inseriert wurde. Nach weiteren 24 Stunden wurde
der Uberstand verworfen und frisches Medium (1 ml pro well) zugegeben, welches nach 48 Stunden
Inkubationszeit auf der Verpackungszelllinie entnommen, steril filtriert und bei -80 °C eingefroren

wurde.

Zu einem spéteren Zeitpunkt wurden zuvor ausplattierte Zielzellen im 6-well-Format in 1 ml des
viruspartikelenthaltenden Mediums fiir 90 Minuten inkubiert. Es folgte die Zugabe von 2 ml Frisch-
medium und eine Inkubation tiber 48 Stunden. Anschliefend wurden die Zielzellen fiir zwei Wo-
chen in Puromycin-haltigem Medium kultiviert. Die zelllinienspezifischen Puromycinkonzentratio-
nen (HEK293: 1 pg/ml, 1205Lu: 1 pg/ml, A549: 2,5 ng/ml, Huh7.5: 5 ng/ml) wurden zuvor austi-

triert, um einen zelllinienspezifisch optimalen Selektionsdruck zu erreichen.

Im Anschluss erfolgte mittels Grenzverdiinnung das Ausplattieren einzelner Zellen pro well im

96-well-Format. Die heranwachsenden Zellklone wurden mittels immunoblotting (siehe Abschnitt

2.2.1.5) und qRT-PCR (siehe Abschnitt [2.2.2.4)) auf eine Uberexpression von TRIM9 getestet.
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2.2.1.4 CRISPR/Cas9: Etablierung stabiler Knock-out-Zelllinien

Methodisches Prinzip

Mit der Entdeckung repetitiver Sequenzen im Genom von E. Coli im Jahr 1987 wurde der Grund-
stein fiir die Entwicklung des CRISPR/Cas9-Systems gelegt, das im Jahr 2013 erstmals erfolg-
reich zum zielgerichteten Editieren eukaryotischer Gene verwendet wurde [Cong et al., 2013} Ishino
et al., |1987; Mali et al.l 2013]. Diese repetitiven Sequenzen, inzwischen in ihrer Gesamtheit als
CRISPR-array bezeichnet, sind ubiquitir in Prokaryonten vertreten und flankieren Gene von Cas-
Endonukleasen [Jansen et al., |2002; [Mojica et al., 2000]. Im Jahr 2005 konnte gezeigt werden, dass
die zwischen den CRISPR-repeats gelegenen DNA-Fragmente (spacer) nicht bakteriellen Ursprungs
sind [Mojica et al., [2005; [Pourcel et al.l 2005|. Zwei Jahre spater wurde experimentell demons-
triert, dass Bakterien, die DNA-Fragmente von Phagen als spacer zwischen ihre CRISPR-repeats
im CRISPR-array integrieren, eine Resistenz gegeniiber einer Neuinfektion erlangen [Barrangou
et al., 2007].

Damit konnte gezeigt werden, dass das CRISPR/Cas-System eine Art bakterielles, adaptives Im-
munsystem darstellt. So sind von Phagen infizierte Bakterien in der Lage, DNA-Fragmente der
Phagen als spacer in ihr CRISPR-array zu integrieren. Die Transkription des CRISPR-arrays
sowie die anschlieBende RNA-Prozessierung dient der Synthese von Single-guide-RNAs (sgRNA)
bzw. CRISPR-RNAs (crRNA), die komplementér zu der zuvor ins bakterielle Genom integrierten
Phagen-DNA sind und so mit dieser hybridisieren kénnen. Weiterhin rekrutieren sgRNAs soge-
nannte Cas-Endonukleasen, die Phagen-DNA dadurch zielgerichtet abbauen kénnen, siehe Abb.

[Hsu et al., 2014].

Um dieses System zum Editieren eukaryoti-

scher Gene zu verwenden, kommen fiir se-

Nukleinséuren
eines Bakteriophagen
1

quenzspezifische sgRNAs sowie fiir entspre-
chende Cas-Endonukleasen kodierende Plas-

mide zum Einsatz. Durch die Wahl einer

Cas-Gene \I\ CRISPR-amay_|
T I3 .

sgRNA-Sequenz, die komplementar zur Ziel- \ = \
region innerhalb des zu editierenden Gens ist, “ “
kann die an die sgRNA gebundene und eben-
falls vom CRISPR-Plasmid kodierte Cas9-
Endonuklease innerhalb des Zielgens Doppel-

strangbriiche einfiigen. Durch Fehlreparatur
Abbildung 2.2.1: Schematische Darstellung des

bedingte Insertionen oder Deletionen einzel- CRISPR/Cas-Systems als bakterielles, adaptives Im-

ner Basenpaare begiinstigen durch eine Ver- munsystem. Modifiziert aus [Samson et al.| 2013].

schiebung des Leserasters die Entstehung vor-

zeitiger Stop-codons innerhalb des Zielgens, was dessen funktionellen knock-out bedingt.
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Protokoll

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das CRISPR/Cas9-System verwendet, um TRIM9-defiziente Zell-
modelle auf Basis der Zelllinien HEK293, A549, 1205Lu und Huh7.5 zu etablieren. Das Fragment
von Basenposition 227-249 (Sequenz 5’—3: GCGGCTATGGCTCCTACGGGGGG) innerhalb des
TRIM9-Gens diente als Zielregion der entsprechend komplementir gewahlten sgRNA. Das verwen-
dete Plasmid kodierte neben der sgRNA und der Cas9-Endonuklease zusétzlich fiir rotfluoreszie-

rendes Protein (RFP), das eine durchflusszytometrische Selektion transfizierter Zellen ermdoglichte.

Nach Ausplattieren der entsprechenden Wildtypzelllinien im 6-well-Format und der Transfek-
tion des CRISPR/Cas9-Plamsids wurden am Folgetag durchflusszytometrisch RFP-positive Zellen
sortiert, mittels Grenzverdiinnung vereinzelt und im 96-well-Format ausplattiert. Die aus Ein-
zelzellklonen heranwachsenden Zelllinien wurden mittels T7-Endonuklease-screening (siehe Ab-
schnitt , immunoblotting (siehe Abschnitt sowie mittels Sequenzierung der CRISPR-
Zielregion auf einen moglichen knock-out von TRIM9 gepriift. Zudem zeigte sich durch die De-
gradation von RNA-Transkripten mutierter Gene eine Reduktion des mRNA-Expressionsniveaus
von TRIMO fiir alle etablierten Knock-out-Zellen. Dies konnte mittels qRT-PCR (siehe Abschnitt

2.2.2.4)) nachgewiesen werden.

Die Effizienz des Verfahrens betrug zelllinieniibergreifend deutlich weniger als 5 Prozent.
2.2.1.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und western-blot

Methodisches Prinzip

Der Nachweis beziehungsweise die Mengenquantifizierung intrazellularer Proteine mittels immuno-
blotting basiert auf der elektrophoretischen Groflenauftrennung geladener Proteine in Polyacrylamid-
gelen und dem anschlielenden immunologischen Nachweis der vom Polyacrylamidgel auf eine Poly-

vinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) iibertragenen Proteine.

Dabei bewirkt die Zugabe von Natriumlaurylsulfat (SDS) die negative Ladung aller Proteinseiten-
ketten und gewéhrleistet damit die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofle, unbeeinflusst von
verschiedenen Proteineigenladungen. Zusétzlich werden die Proben im Vorfeld auf 95 °C erhitzt,

um Storeinfliisse verschiedener Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine zu verhindern.

Nach einem Elektrotransfer der Proteine auf die PVDF-Membran, an der die Proteine aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen haften, erfolgt deren antikérperbasierter Nachweis. Dabei bindet
der Primarantikorper das nachzuweisende Protein, wihrend der Sekundérantikérper die konstante
Doméne des Primérantikorpers bindet und an das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt
ist. Der Substratumsatz von HRP (z.B. Luminol) ermoglicht somit letztlich den 6rtlichen Nachweis

von Proteinen auf Chemolumineszenzbasis.

Zusétzlich zum eigentlichen Protein wird stets das Genprodukt eines Housekeeping-Gens (z.B.
GAPDH, -Aktin) detektiert, das von Zellen konstant exprimiert wird und damit als Ladungskon-

trolle dient.
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Protokoll

Nach der Zelllyse in RIPA-Puffer erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels ei-
nes Bradfordassays (,DC™ protein assay“, Fa. Biorad, Verwendung gemif den Herstelleranga-
ben). Nach Angleichen der Proteinkonzentrationen wurden die Proben mit Laemmli-Puffer sowie
B-Mercaptoethanol (5 Vol.-%) versetzt und fiir 10 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die Proteinauftren-
nung erfolgte im zehnprozentigen Polyacrylamidgel bei Spannungen von 100-150 V. Der Protein-
transfer auf die zuvor mittels Methanol aktivierte PVDF-Membran in Wet-Puffer wurde durch
eine konstante Spannungsanlage von 110 V iiber zwei Stunden gewéhrleistet. Nach Abblocken
freier Bindungsstellen der Membran (Inkubation in TBST-Puffer inklusive 5 Vol.-% Milchpulver
fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C) und drei zehnmi-
niitigen Waschschritten in TBST-Puffer erfolgte die Inkubation der Membran fiir 12-24 Stunden
bei 4 °C im Priméarantikorper: TRIM9-Antikorper 1:500 verdiinnt in TBST-Puffer inklusive 5 %
BSA, GAPDH-Antikérper 1:3000 verdiinnt in TBST-Puffer inklusive 5 % BSA, 5-Aktin-Antikorper
1:10000 verdiinnt in TBST-Puffer inklusive 5 % BSA. Nach erneutem Waschen wurde die Membran
bei Raumtemperatur fiir eine Stunde im Sekundérantikorper inkubiert (Anti-Maus-IgG: 1:10.000
verdiinnt in TBST-Puffer inklusive 5 % BSA, Anti-Hasen-IgG: 1:2.500 verdiinnt in TBST-Puffer
inklusive 5 % BSA), bevor nach nochmaligen Waschschritten die Detektion nach Substratzugabe

mittels Chemolumineszenz erfolgte.
2.2.1.6 ELISA: Quantifizierung von IP-10, IL-6, TNF-«

Methodisches Prinzip

Konzentrationen von sekretorischen Proteinen im Zellmedium (im Rahmen dieser Arbeit IP-10,
Interleukin-6 und TNF-«) wurden mittels enzyme-linked immmunosorbent assays (ELISA) be-

stimmt, deren Grundprinzip der antikérperbasierte Nachweis spezifischer Proteine ist.

Dabei wird das nachzuweisende Protein spezifisch vom Coating-Antikérper gebunden, der durch
Inkubation iiber Nacht am Boden von Polystyren-96-well-Platten haftet. Ein anderes Epitop des
nachzuweisenden Proteins wird im Anschluss durch den Detektionsantikoérper erkannt, der entwe-
der direkt oder iiber Streptavidin-Biotin-Bindungen an das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP)
gebunden ist. Nach Substratzugabe erfolgt ein HRP-vermittelter Farbumschlag, dessen Reaktion
durch die Zugabe von Schwefelsdure abgestoppt und dessen Intensitdt im Anschluss photometrisch
bei einer Wellenldnge von 450 nm ausgelesen werden kann. Die Umrechnung in Proteinkonzentra-

tionen erfolgt durch den Abgleich mit einer Standardreihe bekannter Proteinkonzentrationen.
Protokoll

Als Standard wurde rekombinantes Protein in assay-diluent (siche Abschnitt verdiinnt
und die zu messenden Zelliiberstainde wurden soweit verdiinnt, dass deren Konzentrationen des
nachzuweisenden Proteins innerhalb der Standardkonzentrationen lagen. Die weitere Durchfithrung
entsprach den Herstellerangaben der verwendeten ELISA-kits (sieche Abschnitt , wobei dabei

pro well nur 50 % der angegebenen Volumina antikorperhaltiger Reagenzien verwendet wurden.
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Diese reduzierten Reagenzienmengen haben sich im Vergleich mit den vom Hersteller empfohlenen

Volumina als ausreichend herausgestellt.

2.2.1.7 Dualer Luciferase-assay

Quantifizierung von Promotoraktivitaten

Methodisches Prinzip

Mittels dualer Luciferase-assays wurden im Rahmen dieser Arbeit Aussagen iiber zeitlich kumu-
lative, transkriptionsfaktorvermittelte Promotoraktivitaten getroffen, wahrend mittels qRT-PCR-
assays dies nur indirekt iiber die Transkriptquantifizierung jeweiliger Gene zu spezifischen Zeit-
punkten moglich ist. Das Grundprinzip dualer Luciferase-assays ist hierbei die Transfektion von
Reporterplasmiden, kodierend fiir zwei Reporter (z.B. Luciferasen) unter der Kontrolle konstitu-
tiv aktiver oder mittels Transkriptionsfaktoren aktivierbarer Promotoren. Dabei wird die Expres-
sion eines Kontrollreporters (z.B. Renilla-Luciferase) durch einen konstitutiv aktiven Promotor
kontrolliert und dient innerhalb des assays als Transfektionseffizienzkontrolle. Das kotransfizierte
Reporterplasmid kodiert beispielsweise fiir die Firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines tran-
skriptionsfaktorsensitiven Promotorkonstruktes, sodass die Firefly-Luciferase verstiarkt nach sti-

mulationsbedingter Transkriptionsfaktoraktivierung synthetisiert wird.

Die Quantifizierung der zeitlich kumulativen Promotoraktivitat erfolgt durch Zelllyse mehrere Stun-
den nach stattgehabter Transfektion der Reporterplasmide und gegebenenfalls darauf gefolgter
Stimulation. Nach Zugabe von reporterspezifischen Substraten (z.B. Coelenterazin als Renilla-
Luciferase-Substrat, Luciferin als Firefly-Luciferase-Substrat, siche Abschnitte [2.1.1.3{und [2.1.1.4))

in zwei getrennten Ansétzen zum Zelllysat erfolgt deren Umsatz unter Verbrauch von ATP und Sau-

erstoff sowie der Emission von Lichtsignalen. Die Detektion deren Intensitit erlaubt Riickschliisse
auf die zuvor synthetisierte und dem Lichtsignal proportionale Menge der Reporter, die wiederum

von der Aktivitdt ihrer Promotorkonstrukte abhéngig ist.

Bei Verwendung der Renilla-Luciferase als Kontrollreporter sowie der Firefly-Luciferase als Re-
porter transkriptionsfaktorabhéngiger Promotoraktivitdten erfolgte die Normalisierung des Fire-
fly-Luciferase-Lichtsignals auf die Intensitit des Renilla-Luciferase-Lichtsignals. Diese Darstellung
bereinigt den assay von Stoéreinfliissen verschiedener Transfektionseffizienzen und wird durch die

Darstellung in relative light units (RLU) reprisentiert.

Charakteristika der verwendeten Reporterplasmide

Um die transkriptionelle Hochregulation von IFN-3, von Typ-I-Interferon-sensitiven Genen (ISGs)
sowie die NF-xB-vermittelte Regulation verschiedener Gene zu quantifizieren wurden Firefly-Lucifera-

se-Reporterplasmide mit entsprechenden Promotorenkonstrukten eingesetzt.

Wiéhrend die Promotorregion des IFN-S-Reporterplasmids aus den verschiedenen transkriptions-
faktorbindenden Doménen PRDI - PRDIV bestand (siehe Abb. [2.2.2)), wurden isolierte, multimeri-

sierte PRDII-Doménen als Reporter der NF-xB-Aktivitdt verwendet. Dabei unterschieden sich die
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zwei verwendeten NF-xB-Reporterkonstrukte hinsichtlich der Anzahl der multimerisierten PRDII-
Doménen. Im direkten Vergleich zeigte sich, dass die héhere Anzahl der NF-xB-Bindungsstellen
(6x statt 3x) zu einer hoheren Promotoraktivitdt und Luciferaseexpression bereits im unstimulier-
ten Zustand fiihrte, wihrend nach der Zugabe von TNF-« als NF-xB-aktivierendes Stimulans kein
Aktivitatsunterschied der Firefiy-Luciferase in Abhéngigkeit der Anzahl multimerisierter PRDII-
Doménen detektierbar war (siehe Abb. . Die hohere Basalaktivitat des ,,6x-NF-xB-Reporters®
lasst damit zwar moglicherweise eine validere Analyse verschiedener NF-xB-Basalaktivitdten zu,
wirkt sich jedoch negativ auf die als fold induction messbare Stimulationseffizienz aus (sieche Abb.
2.2.3).

ATF2/c-Jun IRF /IRF NF-xB Abbildung 2.2.2: Schematische Dar-
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Abbildung 2.2.3: Das Reporterplasmid ,,6x NF-xB* zeigt eine hohe Basalexpression der
Firefly-Luciferase, wodurch der Effekt der TNF-a-Stimulation geschmaélert wird. Nach dem
Ausplattieren von 25.000 HEK293-WT-Zellen pro well in 96-well-Flachbodenplatten erfolgte am néchs-
ten Tag die Kotransfektion von 40 ng des angegebenen Renilla-Kontrollplasmids gemeinsam mit 40 ng
von einem der zwei verschiedenen NF-xB-Reporterplasmiden. Die beiden NF-xB-Reporterplasmide un-
terscheiden sich dabei in der Anzahl der NF-xB-Bindungsstellen (6x, 3x) in den die Firefly-Luciferase
kontrollierenden Promotorkonstrukten. Sechs Stunden nach der Transfektion der Reporterplasmide er-
folgte der Austausch des Mediums mit Zugabe von TNF-« in den dargestellten Stimulationskonditionen.
Nach weiteren 18 Stunden erfolgte die Zelllyse und die Menge der exprimierten Firefly-Luciferase wur-
de auf Chemolumineszenzbasis ausgelesen. Als Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Menge der
exprimierten Renilla-Luciferase bestimmt. Die Daten stellen die Aktivitidten beider Luciferasen einzeln
(LUs) sowie das Verhéltnis der Aktivitidten beider Luciferasen (RLUs) als Mittelwerte +SEM (hier als
methodischer Fehler) auf Basis des in Triplikaten durchgefiihrten Experimentes dar; n=1.
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Das verwendete ISRE-Reporterplasmid verfiigte iiber einen die Firefly-Luciferase kontrollierenden
Promotor, dessen Aktivitdt dhnlich wie Promotorregionen endogener ISGs durch die Transkrip-
tionsfaktoren pSTAT1/pSTAT2 und ISGF3 reguliert wird.

Protokoll

Luciferase-assays wurden im 96-well-Format mit jeder Bedingung in Triplikaten durchgefithrt. Nach
Ausplattieren der Zellen (20.000 A549-Zellen pro well, 25.000 HEK293-Zellen pro well, 30.000
1205Lu-Zellen pro well) erfolgte am nédchsten Tag die Transfektion der Reporterplasmide unter
Verwendung des Transfektionsmittels ,, TransIT-X2“ gem&fl den Herstellerangaben. Dabei wurden
pro well bei einer Gesamtmenge von 140 ng Plasmid-DNA jeweils 40 ng des Reporter- und Kon-
trollplasmids verwendet, wiahrend die verbleibenden 60 ng durch einen Leervektor oder zwecks

Stimulations- oder Uberexpressionskonditionen mit Alternativplasmiden aufgefiillt wurden.

Die Stimulation mittels einer Uberexpression intrazellulirer Signalproteine (RIG-I-CARD-Doménen,
MDAS5-CARD-Doménen) erfolgte durch direkte Kotransfektion der jeweiligen Expressionsplasmide
mit den Reporterplasmiden. Anderweitige Stimulationen erfolgten fiinf bis acht Stunden nach der
Transfektion der Reporterplasmide durch erneute Transfektion synthetischer RLR-Liganden (pI:C,
3pRNA) oder Zugabe von Zytokinen (IFN-3, TNF-«), anderer Stimulantien (PMA) oder Viren

zum vorbestehendem Medium.

Nach weiteren 12-24 Stunden folgte das Entfernen des Mediums sowie die Zelllyse durch Inkubation
fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in ,, Passive Lysis Buffer (50 pl pro well, siche Abschnitt
. Die Zugabe von 20 pl der luciferasespezifischen Substrate (Luciferin als Firefly-Luciferase-
Substrat bzw. Coelenterazin 1:800 in Wasser Renilla-Luciferase-Substrat, siehe Abschnitte [2.1.1.3
und zu jeweils dem gleichen Volumen des Zelllysats in zwei separaten Ansédtzen startete
die Lumineszenzreaktion. Die Intensitédt der Lichtemission wurde unmittelbar im Anschluss durch
den ,Mithras LB940 Microplate Reader* detektiert (siche Abschnitt .

Identifizierung von microRNA-targets

Methodisches Prinzip und verwendete Reporterplasmide

Das Grundprinzip von Luciferase-assays wurde im Rahmen dieser Arbeit weiterhin verwendet, um
den Einfluss von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) 3’-untranslatierter Regionen (3’'UTR) auf
die Expression 5’-gelegener Gene zu quantifizieren. Die 3’'UTR tragt {iber Interaktionen mit mi-
croRNAs und stabilisierenden beziehungsweise destabilisierenden Proteinen mafigeblich zur post-

transkriptionellen Regulation der Genexpression bei.

Diesbeziiglich wurde ein Reporterplasmid verwendet, das sowohl fiir den Reporter selbst (hier:
sekretorische Gaussia-Luciferase, GLuc) als auch fiir einen Kontrollreporter als Transfektionseffi-
zienzkontrolle (hier: sekretorische alkalische Phosphatase, seAP) kodierte. Beide Reporter wurden
dabei durch konstitutiv aktive Promotoren kontrolliert. Als moégliche microRNA-Zielstruktur ko-
dierte das Plasmid 3’-gelegen der Gaussia-Luciferase weiterhin fiir die ersten 2026 Basenpaare der
3'UTR des TRIM9-Gens (in Abb. als ,miR Target* bezeichnet). So wurden im Rahmen dieser
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2 MATERIAL UND METHODEN

Arbeit zwei nahezu identische Reporterplasmide vergleichend verwendet, die sich nur hinsichtlich
des SNPs rs12879906 an Basenposition 1379 der TRIM9-3’UTR unterschieden.

Auf diese Weise konnte durch den Vergleich der relativen GLuc-Expression (relativ zur seAP-
Expression) in Abhéngigkeit von dem Einzelnukleotidpolymorphismus eine Aussage dariiber getrof-
fen werden, ob die Allele des SNPs der TRIM9-3’UTR, méglicherweise die Expression von TRIM9

differentiell beeinflussen.

Abbildung 2.2.4: Schematische Darstel-
lung der die TRIM9-3’UTR enthalten-
den Reporterplasmide. Angegeben ent-
sprechend der Herstellerdokumentation aus
http://www.genecopoeia.com/product/mirna-
targets/.

Protokoll

Nach Ausplattieren von Zellen im 96-well-Format in 200 pl Kulturmedium (1205Lu: 30.000 Zellen
pro well, HEK293: 25.000 Zellen pro well) erfolgte am néchsten Tag die Transfektion der Repor-
terplasmide sowie mit einem Zeitverzug von fiinf bis acht Stunden gegebenenfalls eine Stimulation

unter Austausch des Zellkulturmediums.

Nach weiteren 24 bis 48 Stunden folgte die Abnahme des Mediums. Die Zugabe von 20 pl der
jeweiligen Enzymsubstrate (GLuc-Substrat: Coelenterazin 1:250 in Wasser, seAP-Substrat siehe
Abschnitt zu 50 nl des abgenommenen Zellkulturmediums in zwei separaten Ansétzen
startete die Lumineszenzreaktion. Die Intensitét der Lichtemission wurde unmittelbar im Anschluss
durch den ,Mithras LB940 Microplate Reader (siche Abschnitt detektiert.

Jede Bedingung des assays wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte als Dar-
stellung der relativen Lichtemissionen der Reporter als RLUs (Verhéltnis GLuc/seAP).

2.2.1.8 Virustiterbestimmung mittels TCID50-Endpunktverdiinnungs-assay

Methodisches Prinzip

Virustiterbestimmungen in Zelliiberstdnden erfolgten im Rahmen dieser Arbeit mittels TCID50-
Endpunktverdiinnungs-assays (tissue culture infective dose 50 %). Dabei werden virussensitive
BHK21-Zellen in verschiedenen Verdiinnungen virushaltigen Mediums inkubiert. Nach zwei bis fiinf
Tagen wird aus der hochsten, noch zytopathische Effekte hervorrufenden Verdiinnung der TCID50-
Messwert mittels des Spearman-und- Kdarber-Algorithmus als Korrelat der urspriinglichen Viruskon-
zentration berechnet, wie dies durch Hierholzer und Killington beschrieben wird [Hierholzer and
Killington, [1996]. Dafiir wurde ein seitens der Universitat Heidelberg bereitgestelltes Excel-sheet
verwendet (abrufbar unter: https://www.klinikum.uni-heidelberg.de/Downloads.126386.0.html).

35



2 MATERIAL UND METHODEN

Protokoll

Nach Ausplattieren von BHK21-Zellen (10.000 Zellen pro well) im 96-well-Format erfolgte am
niichsten Tag der Austausch des Mediums durch verschiedene Verdiinnungen virushaltigen Uber-
stands. Dafiir wurde von jeder zu testenden Probe eine zwolfstufige Verdiinnungsreihe angefertigt,
wobei jede Verdiinnungsstufe in acht Replikaten unter Verwendung von BHK21-Kulturmedium als

Verdiinnungsreagenz getestet wurde.

Nach zwei bis fiinf Tagen wurde lichtmikroskopisch die hochste Verdiinnung ermittelt, die noch zy-
topathische Effekte hervorrief. Dies erméglichte die Berechnung des TCID50-Messwerts als Korrelat

der urspriinglichen Viruskonzentration im unverdiinnten Testiiberstand.
2.2.1.9 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Methodisches Prinzip

Zur Darstellung intrazelluldrer Proteinverteilungen und Viruslokalisationen wurden in dieser Arbeit
fluoreszenzmarkierte Fusionsproteine (Markierung durch Fusion mit GFP oder mCherry) mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Dabei rastert ein Laserstrahl definierter Wellen-
ldnge eine zweidimensionale Ebene des Probenmaterials ab und regt dadurch zuvor ins Proben-
material eingebrachte Fluorochrome zur Fluoreszenzemission an. Diese kann detektiert und durch
die rdumlich diskrete Probenrasterung ortlich zugeordnet werden, wodurch im Nachhinein ein Bild
der abgerasterten Ebene rekonstruiert werden kann. Durch die wellenléngenspezifische Anregung
verschiedener Fluorochrome mit unterschiedlichen Emissionsspektren kénnen verschiedene Fluoro-

chrome im selben Probenmaterial unterschieden werden.
Protokoll

Nach dem Ausplattieren der Zellen auf sterilen Deckglésern im 24-well-Format (circa 50.000 Zellen
pro well) erfolgte am néchsten Tag die Transfektion mit fiir entsprechende Fusionsproteine kodieren-
den Expressionsplasmiden. Zur Darstellung der intrazelluldren Viruslokalisation erfolgte alternativ
die Infektion der Zellen mit Virusstdmmen, die fiir fluoreszenzmarkierte Strukturproteine der Viren
kodieren (hier: VSV-p-GFP, siche Abschnitt . Nach 12-24 Stunden erfolgte das Abwaschen
des Mediums mittels phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) und die Fixation der auf dem Deckglas
adhérenten Zellen durch Inkubation (10 Minuten, Raumtemperatur) in vierprozentiger Paraformal-
dehydlésung (auf PBS-Basis). Die Zellkerne wurden mittels ,,Hoechst33342“(Verdiinnung 1:10.000
in PBS, Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur) angefirbt. Es folgten drei zehnminiitige
Waschgénge in PBS, bevor das zellbehaftete Deckglas mittels Eindeckmedium (,VECTASHIELD",
siehe Abschnitt auf einem Objekttrager fixiert wurde.

Die Visualisierung erfolgte mit dem Konfokalmikroskop , Leica TCS SP5¢ (sieche Abschnitt [2.1.1.1]).
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2.2.1.10 Durchflusszytometrie

Methodisches Prinzip

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Unterscheidung und Quantifizierung von Zellpopulationen
nach ihrer Zellgrofle, Zellgranularitat oder nach Fluoreszenzeigenschaften in Folge der Einbringung
von Fluorochromen in das Probenmaterial. Dabei passieren einzelne Zellen in einer Laminarstro-
mung verschieden konfigurierbare Laserstrahlen, woraufhin Zellen entsprechend ihrer Reflektions-
und Streuungscharakteristika sowie gegebenenfalls entsprechend ihres fluorochrombasierten Emis-
sionsverhaltens nach Anregung durch monochromatisches Laserlicht quantitativ in verschiedene

Zellpopulationen eingeteilt werden kénnen.
Protokoll

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Durchflusszytometer ,FACS Calibur® (siche Abschnitt
verwendet. Dabei wurden Zellklone entsprechend ihrer Grofie (FSC) und Granularitiat (SSC) cha-
rakterisiert sowie Zellsubpopulationen geméfl ihrer fluorochromen Eigenschaften entsprechend der
Expression von plasmidkodierten Fusionsproteinen (GFP- oder mCherry-Markierung) und der Re-

plikation von fluoreszenzmarkierten Viren (GFP-Markierung) unterteilt.

Zwecks der Charakterisierung von Granularitdt und Zellgréfe verschiedener Zellklone wurden diese
nach Abtrypsinierung und Resuspension in DMEM-Kulturmedium direkt fiir die durchflusszyto-

metrische Analyse verwendet.

Die Analyse des prozentualen Anteils virusinfizierter Zellen nach definierter Inkubationszeit diente
als Maf fiir die virale Replikationsgeschwindigkeit. Hierfiir wurden virusinfizierte Zellen durch Ab-
trypsinierung, Resuspension in DMEM-Kulturmedium, Abwaschen des Mediums durch PBS und
Resuspension in vierprozentiger Paraformaldeydlosung (auf PBS-Basis) vorbereitet und fixiert.
Nach 30-miniitiger Inkubationszeit in Paraformaldehylésung (PFA) wurden die in Suspension be-
findlichen Viren mittels hochenergetischem UV-Licht (25 mJ/cm?, 15 Sekunden) inaktiviert, bevor

die Zellsuspension zur durchflusszytometrischen Analyse verwendet wurde.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Abschnittsiiberblick Seite
2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Agarose-Gelelektrophorese| . . . 38
[2.2.2.2  Klonierung| . . . . . ... 39
[2.2.2.3  Mutations-screening: 'T'7-Endonuklease-Verdau und Sequenzierung| . . . 39
[2.2.2.4  Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion| . . . . . 41

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Agarose-Gelelektrophorese

Ziel der Polymerase-Kettenreaktion ist die Amplifikation eines doppelstrangigen DNA-Fragments,
das durch zwei das DNA-template flankierende, an die verschiedenen DNA-Einzelstriange binden-
de primer definiert ist. Dabei wird ein PCR-Reaktionsansatz (50 nl, beinhaltend: 100 ng DNA-
template, 0,4 mM dNTPs, 2 x 0,2 pM primer, 0,5-1 U ,, Phusion-High-Fidelity“-DNA-Polymerase, 5
nl 10x-Reaktionspuffer) dem folgenden, mehrphasigen Temperaturverlaufsprotokoll mit 35 Zyklen

der Schritte 2-4 unterzogen.

1) Initiale DNA-Denaturierung 94 °C - 98 °C 600 Sekunden

2) DNA-Denaturierung 94 °C - 98 °C 30 Sekunden

3) Hybridisierung der primer Primer-spezifisch 10-30 Sekunden

4) Polymerisation 72 °C Template-spezifisch
5) Polymerisation unvollstandiger Strénge 72 °C 600 Sekunden

6) Probenkiihlung 4°C -

Dabei bestimmt die Schmelztemperatur der verwendeten primer die Auswahl der Hybridisierungs-
temperatur der Annealing-Phase (Hybridisierung der primer), wiahrend die Lange des zu ampli-
fizierenden DNA-Fragments vor dem Hintergrund einer polymerasespezifischen Synthesegeschwin-

digkeit die Dauer der Elongationsphase (Polymerisation) bestimmt.

Die Aufreinigung von PCR-Amplifikaten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (0,5-2 Vol.-%
Agarose in , TAE-Puffer”, Ethidiumbromidzusatz 1:30.000 oder 5 nl auf {ibliche 150 ml Gesamtvo-
lumen, 30-60 Minuten Laufzeit bei 50-100 V Spannungsanlage), Visualisierung der DNA-Fragmente
unter UV-Licht und Ausschneiden der gewiinschten DNA-Bande aus dem Gel. Anschlielend erfolg-
te die DNA-Extraktion aus dem ausgeschnittenen Gelstiick unter Verwendung des ,,peqGOLD Gel
Eztraction Kits“ gemafl den Herstellerangaben (siehe Abschnitt .
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2.2.2.2 Klonierung

Ziel der Klonierung ist die Integration eines definierten DNA-Fragments in einen Vektor, der sich
nach Transformation in einen kompetenten Wirtsorganismus (hier: DH5« E. coli, kompetent durch
Resuspension in , Inoue-Transformations-Puffer wahrend der exponentiellen Wachstumsphase, sie-
he Abschnitt gemeinsam mit der Wirts-DNA repliziert.

Dabei verfiigt die ringférmige DN A-Struktur geeigneter Vektoren innerhalb der multiple cloning site
(MCS) iiber sequenzdefinierte Schnittstellen verschiedener Restriktionsenzyme, durch deren Verdau
sticky ends entstehen. Durch PCR-~Amplifikation des zu integrierenden DNA-Fragments mittels pri-
mern, die am 5’-Ende eine sich der Hybridisierungssequenz anschlieBende Erkennungssequenz der
Restriktionsenzyme besitzen, kénnen PCR-~-Amplifikat und Vektor mit denselben Restriktionsenzy-

men geschnitten werden, wodurch zueinander kompatible sticky ends entstehen.

Der Verdau von Vektor und amplifiziertem insert durch die gleichen zwei verschiedenen Restrik-
tionsenzyme (10 U pro ng DNA bei 100 % Enzymaktivitdt in verwendetem Puffer, Inkubation
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur, Auswahl des Reaktionspuffers bei parallelem Verdau ge-
méfB der Plattform ,DoubleDigest, Fa. ThermoScientific) erméglicht nach Aufreinigung mittels
Agarose-Gelelektrophorese und folgender DNA-Gelextraktion die Ligation von insert und Vektor:
Das Mischen von verdautem und aufgereinigtem insert mit dem durch den Verdau linearisierten
Vektor fithrt durch Zugabe der ,, T4-DNA-Ligase“ in entsprechendem Reaktionspuffer zur Ligation

von Vektor und insert, ermoglicht durch kompatible sticky ends.

Die anschlieBende Transformation in chemisch kompetente E. coli DH5« und deren Ausplattieren
auf Ampicillin-haltigem Nadhrboden selektioniert Bakterien, die den wieder in Ringstruktur vorlie-

genden Vektor aufgenommen haben und so ein auf diesem kodiertes Resistenzgen exprimieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TRIM9-Gen in den retroviralen Vektor ,pMXs-Puro® klo-
niert. Des Weiteren wurde ein Expressionsplasmid kloniert, das fiir C-terminal mittels mCherry
fluoreszenzmarkiertes TRIM9 kodiert (sieche Abschnitt [2.1.2.3)).

2.2.2.3 Mutations-screening: T7-Endonuklease-Verdau und Sequenzierung

Methodisches Prinzip

Zuvor mit dem CRISPR/Cas9-Plasmid transfizierte, herangewachsene Einzelzellklone wurden zu-
erst mittels eines T7-Endonuklease-Verdaus auf stattgefundene Mutationen innerhalb der CRISPR-
Zielregion gepriift. Dabei nutzt die Methode als Grundprinzip die Fahigkeit der T7-Endonuklease,
fehlgepaarte Basen innerhalb eines DNA-Doppelstranges zu erkennen und diesen dort zu schnei-
den. Nach DNA-Isolation und Amplifikation eines DNA-Fragments, das die CRISPR-Zielregion
enthélt, erfolgt das temperaturgesteuerte reannealing von WT-Amplifikaten und solchen zu prii-
fender CRISPR-Klone. Der anschlielende T7-Endonuklease-Verdau erkennt dabei mutationsbe-
dingte Fehlpaarungen, was durch das Auftreten zweier zusétzlicher Banden in einer anschlieenden

Agarose-Gelelektrophorese visualisiert werden kann.
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Protokoll

Die DNA-Isolation heranwachsender CRISPR-Klone erfolgte aus dem 24-well-Format mittels Re-
suspension der Zellen in ,, QuickExtract™ DNA Extraction Solution® und anschlieBender Erhitzung

gemif folgendem Temperaturprotokoll:

1) 68 °C 900 Sekunden
2) 95 °C 480 Sekunden
3) 4°C ;

Es folgte die PCR-Amplifikation im 50-pl-Ansatz (Einsatz von 100 ng Ausgangs-DNA, 2 nl dNTPs,
0,3 pl ,Phusion HF-Polymerase* inklusive mitgeliefertem HF-Puffer, Konzentrationen der primer

jeweils 1 pM) nach folgendem Temperaturprotokoll mit 35 Zyklen der Schritte 2-3:

1) 98 °C 300 Sekunden
2) 98 °C 10 Sekunden
3) 72 °C 30 Sekunden
4) 72 °C 300 Sekunden
5) 4 °C -

Der Einsatz von 15 ul der jeweiligen PCR-Amplifikate in einer Agarose-Gelelektrophorese (Laufzeit
30 Minuten bei 80 V, 1,5 Vol.-% Agarose in TAE-Puffer inklusive Ethidiumbromid 1:30.000, ent-
spricht 5 pl auf iibliche 150 ml Gesamtvolumen) diente durch Visualisierung der erwarteten Bande
auf Hohe von 600 Nukleotiden als Funktionskontrolle der PCR. Es folgte das Mischen von jeweils 30
nl WT-Amplifikat mit entsprechenden PCR-Amplifikaten der CRISPR-Klone und das reannealing

nach folgendem Temperaturprotokoll:

1) 95 °C 600 Sekunden
2) 85 °C 1 Sekunde

3) 25 °C 1 Sekunde

1) 4°C ;

Der T7-Endonuklease-Verdau (1 nl T7-Endonuklease inklusive mitgeliefertem Puffer fiir 3 Stunden
bei 37 °C) des 60-pl-Mischansatzes und die anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese nach oben
beschriebenem Schema zeigten Mutationen durch das Auftreten zwei zusétzlicher Banden entspre-
chend einer Lénge von circa 200 und 400 Nukleotiden an (siche Abb. .

[+] ---------45 6 a1
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Abbildung 2.2.5: Exemplarische Illustration des T7-Endonuklease-screenings einiger
1205Lu-CRISPR-Klone. Neben der Positivkontrolle zeigen die umrahmten Proben durch das Auf-
treten zusétzlicher Banden entsprechend einer Lange von circa 200 und 400 Nukleotiden Mutationen in
der CRISPR-Zielregion an.
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DNA der auf diese Art positiv getesteten CRISPR-Klone wurde erneut fiir die PCR-Amplifikation
der CRISPR-Zielregion nach selbigem Schema verwendet. Es folgte die Amplifikataufreinigung mit-
tels Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion aus dem entsprechenden Bereich des Agarose-
Gels (Verwendung des ,,peqGOLD Gel Extraction Kits* gemafi der Herstellerangaben, siche Ab-
schnitt . Durch eine externe Firma konnte nach Zugabe des bereits fiir die PCR verwendeten
forward-primers zum aufgereinigten PCR-Amplifikat die CRISPR-Zielregion sequenziert werden

(siehe z. B. Abb. [3.2.4).

2.2.2.4 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Methodisches Prinzip

Zur Transkriptionsniveaubestimmung verschiedener Gene wurden deren RNA-Transkripte nach
Umschrieb in ¢cDNA mittels qRT-PCR quantifiziert. Dabei folgt die spezifische Quantifizierung
verschiedener cDNA-Sequenzen dem Grundprinzip einer Polymerase-Kettenreaktion, wobei im Ge-
gensatz zur herkdmmlichen PCR ein der Menge des PCR-Produkts proportionales Fluoreszenzsignal

detektiert werden kann.

Dabei entsteht das Fluoreszenzsignal durch die Zugabe von Hybridisierungssonden (siche Abschnitt
2.1.2.5) zum konventionellen PCR-Reaktionsansatz. Diese beinhalten locked nucleic acids (LNAs),
Oligonukleotide einer Lange von 8-9 Nukleotiden, die im Vergleich zu herkémmlich als primer einge-
setzten Oligonukleotiden iiber eine 2’0-4’C-verbindende Methylenbriicke an jedem Ribosemolekiil
verfiigen und weiterhin am 5’-Ende an Fluoreszein sowie am 3’-Ende an einen quencher gebunden
sind. So wird zum einen durch die Zuckermodifikation eine Erhéhung der Hybridisierungstempe-
ratur zum cDNA-template erreicht, die sich so jener von den deutlich ldngeren primern annihert.
Zum anderen erhoht die Zuckermodifikation die Bindungsspezifitit der Sonden zur komplementéren
cDNA-Sequenz.

In der Annealing-Phase der Polymerase-Kettenreaktion lagert sich neben den primern ebenso die
Sonde an einen zwischen den Primer-Bindungsstellen liegenden cDNA-Sequenzabschnitt an. Wah-
rend der darauffolgenden Elongationsphase amplifiziert eine DNA-Polymerase das cDNA-template
und baut die dazwischenliegende Hybridisierungssonde mittels 5’-3’-Exonukleaseaktivitit ab, wo-
durch zuvor durch LNAs verbundene quencher und Fluoreszeine voneinander getrennt werden.
Der dadurch auftretende Verlust der inhibitorischen Wirkung der quencher auf benachbarte Fluo-
reszeine ermoglicht so am Ende jeder Elongationsphase eine Zunahme der Fluoreszenzemission. Die
Intensitét des Fluoreszenzsignals, das in zyklusdiskreten Zeitabstdnden gemessen wird, verhélt sich

somit proportional zur cDNA-Konzentration zu Beginn des jeweiligen Amplifikationszyklus.

Die Quantifikationsanalyse erfolgt auf Basis des threshold cycle (CT-Wert) als Angabe jenes Am-
plifikationszyklus, in dem das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant iiber das Hintergrundrauschen
steigt und der somit den Beginn der exponentiellen Reaktionsphase darstellt. Die relative Quantifi-
zierung erfolgt dabei relativ zur mRNA-Expression von Referenzgenen (3-Aktin, GAPDH, HPRT)

derselben Probe gemaf
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Primeref fizient(Ref.)CT(Hel)
Primeref fizienz(Target)CT(Target)”

Target/Ref. =

Protokoll

Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des ,peqGOLD Total RNA Kit“ (siehe Abschnitt [2.1.1.2))

entsprechend den Herstellerangaben.

Im Anschluss wurden 100 ng RNA im 20-pl-Ansatz (inklusive 1 mM dNTPs, 1 pM Oligo-dTs,
0,5 nl Riboblock, 0,2 pl Reverse Transkriptase inklusive mitgeliefertem Puffer) bei 42 °C fiir eine
Stunde in ¢cDNA umgeschrieben. Es folgte die Inaktivierung der reversen Transkriptase bei 70 °C
fiir zehn Minuten, die Probenkiihlung auf 4 °C und die Verdiinnung (1:1) der cDNA-Proben in

nukleasefreiem Wasser.

Die in Triplikaten durchgefiihrte qRT-PCR erfolgte anschlieend jeweils im 10-pl-Ansatz, bein-
haltend 5 pl MasterMix (siche Abschnitt , 20 nM primer sowie 0,1 pl der entsprechenden
Sonde (siche Abschnitt entsprechend dem folgenden Temperaturprotokoll mit 45 Zyklen
der Schritte 2-3:

1) 95 °C 600 Sekunden
2) 95 °C 10 Sekunden
3) 60 °C 30 Sekunden
4) 40 °C 30 Sekunden

Die zyklusabhéngig auftretende Fluoreszenzdetektion gewéhrleistete dabei der verwendete ,, Light-
Cycler 480 1I* (siehe Abschnitt 2.1.1.1]), mit Hilfe dessen Software im Anschluss die relative Trans-
kriptquantifizierung verschiedener Zielgene relativ zu gemessenen Houskeeping-Genen ((-Aktin,
GAPDH, HPRT) erfolgte.

2.2.3 Statistische Analyse

Die statistische Analyse basiert im Rahmen dieser Arbeit auf der Varianzdarstellung als Standard-
fehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM). Diese Angabe ist bei Experimenten,
die in Replikaten durchgefiihrt worden sind, jedoch nicht als vollstdndig unabhédngiges Experiment

wiederholt wurden, als methodischer Fehler zu interpretieren.

Experimente, die mindestens einmal vollstdndig wiederholt wurden, sind durch Angabe der Wie-
derholungen (n=2,3,4,5...) gekennzeichnet. Die Fehlerangabe erfolgt hier durch die Darstellung
als SEM auf Basis aller unabhéngig durchgefiihrten Experimente. Bei mindestens drei Wiederho-
lungen erfolgte die Signifikanzanalyse (auf Basis der jeweiligen Mittelwerte unabhingiger Experi-
mentdurchlaufe) durch einen zweiseitigen, wenn moglich gepaarten Student ¢-Test beziehungsweise
unter der Annahme nicht normalverteilter biologischer Messwerte durch einen zweiseitigen Mann-
Whitney-U-Test (durch die Software ,, GraphPad Prism*) unter Verwendung der Signifikanzniveaus
p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***). Die Angabe von Signifikanzniveaus beriicksichtig daher
den biologischen Fehler.
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3 Ergebnisse

3.1 Beeinflussung des TRIM9-Expressionsniveaus

Abschnittsiiberblick Seite

EXPresSION] . . . . . . .o oo e e e e e e e e e e 43

[3.1.2  Die Aktivierung des TLR3-Signalweges sowie die Stimulation mit Interferon-5 |

und Interteron-v tihrt zu einer verminderten Expression von TRIMY| . . . 45

3.1.1 Der SNP rs12879906 in der TRIM9-3’UTR beeinflusst die TRIM9-Gen-

expression

Neben der im Rahmen der Genexpressionsregulation besser bekannten Promotorregion, welche die
Transkription eines Gens kontrolliert, beeinflussen ebenso die 3’-untranslatierte Region (3’'UTR)
sowie die 5’-untranslatierte Region (5’UTR) der messengerRNA (mRNA) die Genexpression auf

posttranskriptioneller Ebene.

So basiert der regulative Einfluss der auf der DNA 5-gelegenen Promotorregion in erster Linie
auf der Wechselwirkung mit Transkriptionsfaktoren, die fiir die Rekrutierung der RNA-Polymerase
und damit fiir die Initiation der Transkription zusténdig sind. Uber die Promotorregion wird damit

primér die Synthese der mRNA reguliert.

Neben dem spéter translatierten Bereich der mRNA | welcher durch Start- und Stop-codon représen-
tierende Basentripletts definiert ist, wird im Rahmen der Gentranskription ebenso der 5’-gelegene
Bereich zwischen Promotorregion und Start-codon sowie der 3’-gelegene Bereich zwischen Stop-
codon und poly-A-Abschnitt transkribiert. Diese Bereiche reprasentieren auf mRNA-Ebene die
3'UTR sowie die 5’'UTR, welche zur posttranskriptionellen Genregulation beitragen. 3’UTR, und
5'UTR spielen dabei eine Rolle fiir die Stabilitdt und Halbwertszeit der mRNA, beeinflussen die
raumliche Struktur der mRNA und vermitteln Wechselwirkungen mit microRNAs (miRNA).

So wurden 1993 erstmalig die heute als microRNA (miRNA) bekannten RNA-Fragmente einer
Lénge von circa 22 Basenpaaren beschrieben, die eine Antisense-Komplementaritiat zur 3’UTR
anderer Gene haben und durch RNA-Interferenz mit entsprechenden mRNAs diese abbauen oder
deren Translation inhibieren kénnen [Bartel, [2004; [Lee et al., |1993].

Wie in der Einleitung in Abschnitt beschrieben, sind die Allele ,A/T* versus ,,G/C* des Ein-
zelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs12879906 an Basenposition 1379 der 3'UTR von TRIM9 mit

einer veranderten Chronifizierungsrate einer Hepatitis-C-Infektion assoziiert. Um zu untersuchen,
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ob die Allele dieses SNPs die Expression von TRIM9 differentiell beeinflussen, wurde ein auf Gaus-
sia-Luciferase (GLuc) und sezernierter alkalischer Phosphatase (seAP) beruhender Reporter-assay
verwendet. Dazu wurden wie im Abschnitt des Methodenteils beschrieben zwei Reporterplas-
mide generiert, in denen die ersten 2026 Basenpaare der 3’'UTR von TRIM9 hinter die kodierende
Region der Gaussia-Luciferase kloniert wurden und die sich nur an dem der SNP entsprechenden
Base 1379 der 3’UTR unterschieden.

D Reporterplasmid kodiert hinter der GLuc fiir die TRIM9-3'UTR mit A/T-Allel des SNPs 12879906

- Reporterplasmid kodiert hinter der GLuc fiir die TRIM9-3'UTR mit G/C-Allel des SNPs 12879906
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Abbildung 3.1.1: Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs12879906 in der 3’UTR beein-
flusst die Genexpression der 5’-lokalisierten, kodierenden Region von TRIMSY. Die Zelllinien
HEK293*" (25.000 Zellen pro /well) und 1205Lu (30.000 Zellen pro /well) wurden im 96-well-Format aus-
plattiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit den angegebenen Mengen eines Luciferase-Reporterplasmids
transfiziert, das die 3’'UTR von TRIM9 entweder mit dem A/T-Allel oder dem G/C-Allel des SNPs
rs12879906 enthéalt. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Mengen der sezernierten GLuc sowie
als Tranfektionseffizienzkontrolle die Mengen der sezernierten alkalischen Phosphatase nach Substratzuga-
be mittels Chemolumineszenz bestimmt. Die Daten wurden jeweils auf den mit ,n“ markierten Messwert
normiert und sind als Mittelwerte +SEM dargestellt; n=4 (fiir A-C), n=3 (fiir D-F). Die Signifi-
kanzniveaus wurden mit dem Student t-Test bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01,
n.s.=nicht signifikant.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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Wie in Abbildung gezeigt, fithrt die Transfektion des A /T-Allel-enthaltenden Konstrukts zu ei-
ner konstant hoheren Expression des davor gelegenen Luciferase-Gens als die G/C-Allel-enthaltende
Variante. Dies konnte sowohl in HEK293*!-Zellen als auch in der Melanomzelllinie 1205Lu gezeigt
werden. Demnach bedingt die Basenpaarung ,A/T“ gegeniiber der hoher prévalenten Basenpaa-
rung ,,G/C* an Position 1379 der TRIM9-3’'UTR eine gesteigerte Expression des 5-gelegenen Gens
in den Zelllinien HEK293*! und 1205Lu (siche Abb. A/D). Zwar zeigt sich hierbei auch
ein Unterschied hinsichtlich der sezernierten alkalischen Phosphatase (seAP), was auf verschiede-

ne Transfektionseffizienzen der Reporterplasmide hinweist, jedoch findet sich dieser Unterschied in
selbiger Abweichung nicht in der Expression der GLuc wieder (siehe Abb. B/C/E/F).

Es konnte damit in diesem Modellsystem gezeigt werden, dass der mit einer verdnderten HCV-
Chronifizierungsrate assoziierte Einzelnukleotidpolymorphismus innerhalb der 3’'UTR, des TRIM9-
Gens das Expressionsniveau eines 5’-gelegenen Gens beeinflusst und damit mutmaflich in gleichem
MafBe die natiirliche TRIM9-Expression beeinflusst. Dabei scheint das mit einer erhéhten Aushei-
lungschance korrelierte SNP-Allel zugleich mit einer gesteigerten Expression des 5’-gelegenen Gens
assoziiert zu sein (siehe Abb. und Tab. . Ob dieser Effekt durch einen SNP-abhéngigen
Unterschied hinsichtlich der Interferenz mit miRNAs, durch rdumlich-strukturelle Unterschiede der
mRNA in Abhéingigkeit von dem SNP oder durch eine anderweitig affektierte Halbwertszeit der
mRNA bedingt ist, wurde bisher nicht weiter geklért.

3.1.2 Die Aktivierung des TLR3-Signalweges sowie die Stimulation mit Interferon-3
und Interferon-v fiihrt zu einer verminderten Expression von TRIM9

Weiterhin wurde tiberpriift, ob die TRIM9-Expression konstant ist oder im Rahmen einer innaten,
antiviralen Immunantwort reguliert wird. So wurde mittels qRT-PCR das Expressionsniveau von
TRIM9 nach Aktivierung der Rezeptoren RIG-I, MDA5 und TLR3 sowie nach Stimulation mit

rekombinantem Interferon-g und Interferon-+v bestimmt.

Wihrend Triphosphat-RNA (Ligand von RIG-I) sowie Interferon-8 und Interferon-v als spezifi-
sche Liganden ihrer Rezeptoren anzusehen sind, ist pl:C als einziger gut definierte Ligand des
intrazellularen Rezeptors MDAJ5 gleichzeitig auch ein Ligand des endosomalen Rezeptors TLR3.
Wiahrend TLR3 durch die Zugabe von pl:C zum Medium stimuliert werden kann, bedarf die Akti-
vierung von MDAS5 den Transport von pl:C ins Zytoplasma mit Hilfe eines Transfektionsreagenz.
Um die MDAS5-Spezifitdt der Stimulation mit transfiziertem pl:C fiir die MDA5-Aktivierung zu
erhohen, wurde der endosomal lokalisierte TLR3 zugleich mittels Chloroquin blockiert. Dabei ak-
kumuliert Chloroquin in Endosomen und Lysosomen und inhibiert durch Milieualkalisierung die
Aktivierung dort lokalisierter TLRs [Rutz et all 2004; Shintani and Klionsky, 2004]. Abbildung
3.1.2| zeigt, dass die komplette durch TLR3 induzierte Immunantwort nach Zugabe von pl:C ohne
Transfektionsreagenz zum Zellmedium durch Chloroquin inhibiert werden kann. Weiterhin kon-
nte eine partielle Chloroquin-vermittelte Verminderung der Immunantwort auch nach Transfektion
von pl:C demonstriert werden, sodass von einer Steigerung der MDA5-Spezifitiat durch Zugabe von
Chloroquin ausgegangen werden kann (siche Abb. .

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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Abbildung 3.1.2: Die Zugabe von Chloroquin zum Zellmedium blockiert die TLR3-
vermittelte Immunantwort. Nach Ausplattieren von 100.000 1205Lu-WT-Zellen pro well im 24- well-
Format erfolgte am nachsten Tag die Zugabe von Chloroquin (25 pM) sowie mit zweistiindigem Zeitverzug
die Zugabe von HMW pI:C (3 pg/ml) zum vorbestehenden Medium. Nach 12 Stunden erfolgte die Ent-
nahme von Uberstéinden und die RNA-Isolation. Die pI:C-vermittelte Induktion von ISG-15, ISG-54 sowie
Interferon-8 wurde mittels qRT-PCR relativ zu S-Aktin als Housekeeping-Gen bestimmt; die Sekretion
von IP-10 wurde mittels ELISA quantifiziert (die gestrichelte Linie stellt hierbei die Detektionsgrenze
des ELISA dar). Die qRT-PCR sowie der ELISA wurden in Triplikaten durchgefithrt; angegeben sind
Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler). Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Abbildung 3.1.3: Die Zugabe von 25 pM
Chloroquin vor der Transfektion von
HMW pl:C reduziert die Immunantwort
durch Blockade von TLR3 und erhoht
damit die MDAJ5-Spezifitdt der Stimula-
tion. Nach Ausplattieren von 100.000 1205Lu-
WT-Zellen pro well im 24-well-Format erfolg-
te am néchsten Tag die Transfektion von 20 ng
HMW plL:C (+/- Zugabe von 25 pM Chloroquin
ins Zellmedium zwei Stunden vor der Stimu-
lation). Die Induktion von ISG-15, ISG-54 so-
wie Interferon-8 wurde mittels qRT-PCR rela-
tiv zu B-Aktin als Housekeeping-Gen bestimmt;
die Sekretion von IP-10 wurde mittels ELISA
quantifiziert (die gestrichelte Linie stellt hier-
bei die Detektionsgrenze des ELISA dar). Die
qRT-PCR sowie der ELISA wurden in Tripli-
katen durchgefiihrt; angegeben sind Mittelwer-
te +SEM (hier als methodischer Fehler). Eine
Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Abbildung 3.1.4: Die TRIM9-
Expression auf mRNA-Ebene
wird nach Stimulation mit
Interferon-3 sowie der Aktivie-
rung von TLR3 vermindert.
Nach Ausplattieren von 100.000
1205Lu-WT-Zellen pro well im
24-well-Format erfolgte am néchsten
Tag die Stimulation mit rekombi-
nantem Interferon-g (5000 U/ml)
oder die Aktivierung von TLR3
durch Zugabe von HMW pl:C (3
pg/ml) ins Zellmedium. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden
die Zellen lysiert und die Expression
von ISG-15 (als Stimulationskontrol-
le) sowie von TRIM9 wurde nach
RNA-Isolation mittels qRT-PCR
relativ. zum  Housekeeping-Gen
[-Aktin quantifiziert. Die qRT-PCR
wurde in Triplikaten durchgefiihrt;
angegeben sind Mittelwerte +SEM
(hier als methodischer Fehler). Eine
Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1
nicht.

Abbildung 3.1.5: Die TRIM9-
Expression auf mRNA-Ebene
wird durch die Stimulation von
RIG-I sowie MDAS5 nicht ein-
deutig beeinflusst. Nach Aus-
plattieren von 100.000 1205Lu-WT-
Zellen pro well im 24-well-Format
erfolgte am néchsten Tag die Akti-
vierung von RIG-I (Transfektion von
1000 ng/ml 3pRNA) sowie MDA5
(Transfektion von 20 ng/ml HMW
pl:C nach vorheriger Zugabe von 25
pM Chloroquin zum vorbestehenden
Medium). Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Zellen lysiert
und die Expression von Interferon-3
(als Stimulationskontrolle) sowie von
TRIM9 wurde nach RNA-Isolation
mittels qRT-PCR relativ zum Hou-
sekeeping-Gen [-Aktin quantifiziert.
Die qRT-PCR wurde in Triplikaten
durchgefiihrt; angegeben sind Mittel-
werte +SEM (hier als methodischer
Fehler). Eine Signifikanzanalyse er-
folgte bei n=1 nicht.
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Unter Verwendung der so etablierten Stimulationsbedingungen wurde die Expression von TRIM9
nach spezifischer Aktivierung oben genannter Rezeptoren im Zeitverlauf mittels qRT-PCR auf
mRNA-Ebene quantifiziert. Dabei zeigte sich nach Aktivierung von TLR3 sowie nach Stimulation
mit rekombinantem Interferon-5 eine Herunterregulation von TRIM9 mit der Tendenz einer nach
9-12 Stunden wieder in Richtung des Ausgangsniveaus ansteigenden TRIM9-Expression (siehe Abb.
. Die Tendenz einer geringfiigigen Herunterregulation von TRIM9 war ebenfalls nach Stimu-
lation mit rekombinantem Interferon-vy nachweisbar (siehe Abb. , wahrend die Aktivierung
von RIG-I und MDAS5 keinen eindeutigen Einfluss auf die TRIM9-Expression zeigte (sieche Abb.

3.1.5).
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Abbildung 3.1.6: Die Stimulation mit rekombinantem Interferon-v fiihrt zu einer gering-
fiigigen Suppression der TRIM9-Expression auf mRNA-Ebene. Nach Ausplattieren von 70.000
HEK293-Zellen' pro well (A/B), 70.000 A549-Zellen pro well (C/D) beziehungsweise 150.000 Huh7.5-
Zellen pro well (E/F) in 24-well-Flachbodenplatten erfolgte am néchsten Tag die Stimulation durch
Zugabe von rekombinantem Interferon-y (1000 iU/ml). 150 und 300 Minuten nach Stimulation wur-
den die Zellen lysiert und RNA isoliert. Die Expression von IP-10 (als Stimulationskontrolle) sowie von
TRIM9 wurde mittels qRT-PCR relativ zum Housekeeping-Gen [-Aktin bestimmt. Die qRT-PCR wur-
de in Triplikaten durchgefiihrt; angegeben sind Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler). Eine
Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.

Weiterhin wurde iiberpriift, ob die Aktivierung verschiedener im Rahmen von Virusinfektionen
relevanter Signalwege zu einer posttranskriptionellen Genregulation iiber die TRIM9-3'UTR, (da-
bei gegebenenfalls in Abhéngigkeit von dem SNP rs12879906, siehe Abschnitte und (3.1.1))

beitrdgt. In diesem Zusammenhang diente die relative GLuc-Expression (RLU) der bereits in Ab-

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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schnitt verwendeten Reporterplasmide als read-out einer durch die TRIM9-3’UTR regulierten
Genexpression. Unter Verwendung der Zelllinie HEK293*! folgte auf die Transfektion der Reporter-
plasmide mit einem Zeitverzug von 90 Minuten die Zugabe verschiedener Stimulantien. Die Effizienz
der Stimulationskonditionen ist als Kontrolle in Abbildung dargestellt: Die Transfektion von
3pRNA sowie die Infektion mit VSV-M51R induziert die mittels ELISA quantifizierte Sekretion
von IP-10 (siehe Abb. A), die Stimulation mit TNF-a sowie PMA fithrt zu einer mittels
Luciferase-assay quantifizierten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (siehe Abb.
B) und die Stimulation mit Interferon-3 sowie Interferon-v fithrt zu einer mittels Luciferase-assay
quantifizierten Aktivierung des ISRE-Promotors (siche Abb. C/D).
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Abbildung 3.1.7: Darstellung der Stimulationseffizienzen der in Abb. verwendeten Sti-
mulationskonditionen: Die Transfektion von 3pRNA sowie die Infektion mit VSV-M51R
induziert die Sekretion von IP-10 (A). Die Stimulation mit TNF-a oder PMA aktiviert
den Transkriptionsfaktor NF-xB (B). Die Stimulation mit rekombinantem Interferon-8 und
Interferon-vy fithrt zu einer Aktivierung des ISRE-Promotors (C-D). (A): 25.000 HEK293*-
Zellen! wurden pro well in einer 96-well-Platte ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit den
in Abb. [3:1.8] angegebenen Mengen eines Luciferase-Reporterplasmids transfiziert, das die 3'UTR von
TRIMY enthélt. Nach weiteren 90 Minuten wurden die Zellen mit 3pRNA (1000 ng/ml) transfiziert oder
mit VSV-M51R (Mol 0,1) infiziert. Nach 24 Stunden wurde aus dem Zelliiberstand mittels ELISA die
Menge des sezernierten IP-10 quantifiziert (hier dargestellt). Der Uberstand wurde weiterhin zur Chemo-
lumineszenzdetektion der sezernierten Luciferasen verwendet (dargestellt in Abb. . (B-D): 25.000
HEK293*-Zellen' wurden pro well in einer 96-well-Platte ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen
pro well mit 40 ng eines NF-xB- oder ISRE-Reporterplasmids (Firefly-Luciferase) sowie zugleich mit
40 ng eines konstitutiv aktiven Reporterplasmids (Renilla-Luciferase) als Transfektionseffizienzkontrolle
transfiziert. Nach weiteren 90 Minuten erfolgte die Zugabe von TNF-« (10 ng/ml), PMA (100 ng/ml),
Interferon-3 (6000 iU/ml) oder Interferon-vy (1000 iU/ml) zum vorbestehenden Medium. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen lysiert und die Menge der exprimierten Firefly-Luciferase wurde relativ zur exprimierten
Renilla-Luciferase als RLU auf Lumineszenzbasis gemessen. (A-D): Jede Stimulationskondition wurde
in Triplikaten durchgefiihrt, jedoch nicht als vollstdndig unabhingiges Experiment zu verschiedenen Zeit-
punkten wiederholt. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) dargestellt.
Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.

Die so etablierten Stimulationskonditionen wurden verwendet, um deren Einfluss auf eine durch die
3’UTR des TRIM9-Gens vermittelte, posttranskriptionelle Genexpressionsregulation zu priifen. Bei
Betrachtung der hinsichtlich des SNPs rs12879906 differentiellen Expression der GLuc zeigte sich fiir
verschiedene Mengen transfizierter Reporter im unstimulierten Zustand erneut die durch das SNP-

Allel ,A/T* verstarkte Expression der 5-kodierten GLuc. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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der SNP-abhéngige Expressionsunterschied der GLuc iiber alle Stimulationsbedingungen hinweg
stabil erhalten bleibt (sieche Abb. . Beziiglich der Stimulation mit rekombinantem Interferon-
B, der Aktivierung von RIG-I mittels transfizierter 3pRNA als auch hinsichtlich der Infektion mit
VSV-M51R ist kein eindeutiger Effekt auf die relative Expression der GLuc zu messen gewesen,
wahrend insbesondere eine Stimulation mit TNF-a die relative Expression der GLuc fiir beide
SNP-Allele gleichermaBen steigerte (siehe Abb. [3.1.8).

D Reporterplasmid kodiert hinter der GLuc fiir die TRIM9-3'UTR mit A/T-Allel des SNPs 12879906
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Abbildung 3.1.8: Interferon-y hemmt iiber die 3’UTR posttranskriptionell die Expression
von TRIM9 unabhingig davon, welches SNP-Allel an rs12879906 vorliegt. Es wurden 25.000
HEK293*-Zellen' pro well in einer 96-well-Flachbodenplatte ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen
mit den angegebenen Mengen eines Luciferase-Reporterplasmids transfiziert, das die 3'UTR von TRIM9
entweder mit dem A/T-Allel oder G/C-Allel des SNPs rs12879906 enthélt. Nach weiteren 90 Minuten
wurden die Zellen mit den angegebenen Stimulantien aktiviert: VSV-M51R (Mol 0,1), Interferon-/3 (6000
iU/ml), Interferon-y (1000 iU/ml), 3pRNA (1000 ng/ml, transfiziert), PMA (100 ng/ml), TNF-a (10
ng/ml). 24 Stunden nach der Stimulation wurde die Menge der sezernierten GLuc sowie als Transfekti-
onseffizienzkontrolle die Menge der sezernierten alkalischen Phosphatase nach entsprechender Substratzu-
gabe mittels Chemolumineszenz bestimmt. Die Daten wurden jeweils als RLUs (Verhéltnis GLuc/seAP)
angegeben und sind als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) dargestellt. Alle Konditionen
des Experiments wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei nicht zu unab-
héngigen Zeitpunkten durchgefithrten Wiederholungen (n=1) nicht.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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Nach Stimulation mit rekombinantem Interferon-g lief} sich keine Reduktion der GLuc-Expression
als Reporter einer TRIM9-3'UTR-vermittelten Genregulation nachweisen (siehe Abb. [3.1.8). Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die in Abbildung demonstrierte Herunterregu-
lation von endogenem TRIM9 nach Stimulation mit rekombinantem Interferon-3 transkriptionell

und nicht posttranskriptionell {iber die 3’UTR vermittelt wird.

Weiter zeigte sich eine reduzierte GLuc-Expression insbesondere nach Stimulation mit Interferon-+.
Dabei reduzierte die Stimulation mit Interferon-vy die Expression der GLuc fiir beide SNP-Allele
gleichermaflen (siehe Abb. . Es ist in diesem Zusammenhang naheliegend, dass an der gering-
fiigigen Herunterregulation des endogenen TRIM9 nach Stimulation mit Interferon-v (insbesondere
in HEK293, siehe Abb. die 3'UTR von TRIM9 regulativ beteiligt ist. Eine Interferon---
vermittelte Expressionsregulation von TRIM9 ware weiterhin konsistent mit der nach Carthagena
et al. beschriebenen Suppression von TRIM9 im Rahmen der Stimulation primérer Makrophagen

mit Interferon-y [Carthagena et al., [2009].

Es konnte damit zusammenfassend gezeigt werden, dass die Expression von TRIM9 im Rahmen
der Stimulation mit rekombinantem Interferon-g und Interferon-v sowie der Aktivierung von TLR3
herunterreguliert wird. Dabei scheint die Genregulation nach Stimulation mit Interferon-v iiber die
3’'UTR von TRIM9 vermittelt zu sein, hier jedoch von dem erwdhnten SNP rs12879906 unbeein-
flusst. An der Herunterregulation von TRIM9 nach Stimulation mit rekombinantem Interferon-3

konnte keine Beteiligung der 3’'UTR demonstriert werden.
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3.2 Etablierung stabiler Zelllinien mit knock-out beziehungsweise
Uberexpression von TRIM9

Abschnittsiiberblick Seite
13.2.1 CRISPR/Cas9: Etablierung TRIM9-defizienter Zellmodelle|. . . . . . . . . 52
B211 Zelllinie 1205Lul. . . . . . .. . oo 53
B212 Zelllinie ABA9 . . . . . . . .. .. 56
B213 Zelllinie Hubh7H . . . . . . ... ... o oL 58

[3.2.2  Retrovirale Transduktion: Etablierung stabil TRIM9-tiberexprimierender |
Zelllinien| . . . . . . . . . 58

[3.2.3 STR-Analyse etablierter Einzelzellklone|. . . . . . . . . ... ... ... .. 60

Um den Einfluss verdnderter Expressionsniveaus von TRIM9 auf den Verlauf von Virusinfektio-
nen untersuchen zu kénnen, wurden mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung (siche Abschnitt
stabile TRIM9-knock-out-Zelllinien (TRIM9-/-, TRIM9-KO) sowie mittels retroviraler Transduk-
tion (siehe Abschnitt Zelllinien mit stabiler TRIM9-Uberexpression auf Basis der Zelllinien
HEK293, 1205Lu, A549 sowie Huh7.5 etabliert. Im Folgenden ist die Charakterisierung jener Ex-
pressionsmodelle dargestellt, deren Zelllinienzugehorigkeit mittels Analyse des Profils ihrer short
tandem repeats (STR) eindeutig bestétigt werden konnte (siehe Abschnitt und die in den

prasentierten Experimenten verwendet wurden.
3.2.1 CRISPR/Cas9: Etablierung TRIM9-defizienter Zellmodelle

Das screening der nach CRISPR/Cas9-Geneditierung heranwachsenden Einzelzellklone auf mog-
liche knock-outs von TRIM9 und die Charakterisierung bestatigter TRIM9-KO-Klone erfolgte mit-
tels immunoblotting, der Quantifizierung des TRIM9-Expressionsniveaus auf mRNA-Ebene mittels
qRT-PCR sowie durch die Sequenzierung der CRISPR-Zielregion (siehe Abschnitte

[2.2.2.3|und [2.2.2.4)). Dabei wurden nur solche Zellklone weiter charakterisiert, die zuvor durch einen

T7-Endonuklease-Verdau positiv auf stattgefundene Mutationen getestet wurden.

Durch Uberlagerung der Sequenzen aller vorhandenen Allele eines Klons konnten im Rahmen der Se-
quenzierung nicht in jedem Fall die genauen Mutationen der Allele getrennt voneinander bestimmt

werden, jedoch war eine Aussage iiber die Existenz noch verbliebener Wildtypallele moglich.

Bei der verwendeten CRISPR-Zielsequenz (5'—3": GCGGCTATGGCTCCTACGGGGGG, Basen-
position 227-249 auf mRNA-Ebene im Exon 1 von TRIM9) fithrt ein durch Deletionen oder Inser-
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tionen bedingter frameshift zu einem vorzeitigen Stop-codon (frameshift +1— Stop-codon Position
415-417, frameshift +2— Stop-codon Position 463-465, frameshift -1— Stop-codon Position 460-
462, frameshift -2— Stop-codon Position 412-414). Von der 711 Aminosduren umfassenden, langen
TRIMO9-Isoform bleiben demnach mutationsbedingt Restproteine einer maximalen Lédnge von 155
Aminosduren tibrig. Damit betrifft der Verlust von TRIM9 sowohl die kurze als auch die lange Iso-
form (sieche Abb. [1.2.2). Eine denkbare Restexpression stark verkiirzter TRIM9-Residuen konnte
durch den verwendeten polyklonalen Antikérper mittels immunoblotting nicht mehr nachgewiesen
werden. Hinzu kommt die Degradation von Transkripten mutierter Gene, die fir alle TRIM9-KO-
Klone in Form eines reduzierten Expressionsniveaus auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR, nachge-
wiesen werden konnte (siehe Abb. [3.2.1] 3.2.2| und [3.2.5)).

3.2.1.1 Zelllinie 1205Lu

Auf Basis der Zelllinie 1205Lu konnten nach Durchlaufen einer Geneditierung mit einem auf die
Basen 227-249 im Exon 1 von TRIMY gerichteten CRISPR/Cas9-Konstrukt zwolf Einzelzellklone
gewonnen werden, die sowohl im T7-Endonuklease-screening stattgefundene Mutationen anzeigten,
als auch einen vollstdndigen Verlust der TRIM9-Banden im immunoblot aufwiesen. Fiir die weitere
Charakterisierung wurden vier Klone (1/3/4/5) ausgewahlt, deren Sequenzierungen eine genaue
Bestimmung der Mutationen beider Allele unabhéngig voneinander zuliefen (siehe Abb. und
[3.2.4). Zusitzlich wurde ein fiinfter TRIM9-defizienter Zellklon (Klon 2) charakterisiert, fiir den
eine sichere Mutationsbenennung beider Allele nicht méglich war, der jedoch wie alle hier betrachte-
ten 1205Lu-TRIM9-KO-Klone einen vollsténdigen Verlust der Wildtypsequenz aufwies (siche Abb.
3.2.4]).

Mittels immunoblotting konnten der vollstdndige Verlust beider TRIM9-Isoformen sowie mittels
gRT-PCR eine deutliche Reduktion des TRIM9-Expressionsniveaus auf mRNA-Ebene fiir alle finf
TRIM9-defizienten 1205Lu-Klone demonstriert werden (sieche Abb. [3.2.1{ und [3.2.2)).
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Abbildung 3.2.1: Zelllinie 1205Lu: Nachweis des knock-outs von TRIM9 auf Proteinebene.
Nach der Lyse der angegebenen 1205Lu-Zellklone in RIPA-Puffer wurden 50 pg Protein in eine SDS-
Gelelektrophorese und einen western-blot eingesetzt. Die Expression von TRIM9 wurde mit einem poly-
klonalen Antikorper (Fa. Proteintech) nachgewiesen und mit der Expression von GAPDH als Ladungskon-
trolle verglichen. Nebeneinander dargestellt sind Lysate von Zellklonen, die auf derselben PVDF-Membran
geblottet wurden, jedoch nicht notwendigerweise nebeneinander aufgetragen worden waren.
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Abbildung 3.2.2: Die TRIM9-defizienten
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> Expressionsniveau auf mRNA-Ebene auf.

'ng_: 0.002- Nach Lyse der Zellklone erfolgte die RNA-

Isolation und Quantifizierung der TRIM9-

Expression auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR

0.001- relativ zu S-Aktin als Housekepping-Gen. Die

gRT-PCR wurde in Triplikaten durchgefiihrt,

0.0001— IEI . die Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als

N N v > » ° methodischer Fehler) dargestellt; n=1.

_*
1205Lu TRIM9 KO 4

*Deletion (47bp) auf beiden Allelen

L

9
1205Lu WT AGATGGAAGAGGAGTTGAAATGCCCCGTGTGCGGCTCCTTCTATCGGGAGCCCATCAT
|||\|||\||\|||\||||||\|||\||\|||\||||||\|||\||\|||\||||||\|||\||\
. 1205LuK04 ATGGAGGAGATGGAAGAGGAGTTGAAATGCCCCGTGTGCGGCTCCTTCTATCGGGAGCCCATCAT
* * * * * *

1205LuWT  CCTGCCCTGCTCTCACAATTTGTGTCAGGCGTGCGCCCGCAACATCCTGGTGCAGACCCCAGAGT

FLCCERLEETEC T EERE LT LT
120 1205Luk04  CCTGCCCTGCTCTCACAATTTGTGTCAGGCGTGCGCCCGCAACATCCTGGTGCAGACCCCAGAGT
* * * * * *

1205LuWT  CTGAATCCCCCCAGAGCCATCGGGCCGCGGGCTCCGGGGTCTCCGACTATGACTATCTGGACCTG

12¢ 1205Luk04  CTGAATCCCCCCAGAGCCATCGGGCCGCGGGCTCCGGGGTCTCCGACTATGACTATCTGGACCTG
* * * * * *
1205LuWT  GACAAGATGAGCCTATACAGCGAGGCGGACAGCEECTATCECTCCTACGEEEEETTCGCCAGCGC _
[[]]]
o R <
* * * * * *
1205Lu WT AGAAGTCCCCCAACGGCGTCCGCGTGTTTCCCCCGGCTATGCCGCCAC
|||\||IHI\I|H|||||H|||H|\|||H|||IIH||\||\|||\||||||\|||\||\
12 1205Lu KO 4 AAGTCCCCCAACGGCGTCCGCGTGTTTCCCCCGGCTATGCCGCCAC

Abbildung 3.2.3: Der TRIM9-defiziente 1205Lu-Klon 4 zeigt in der Sequenzierung auf bei-
den Allelen dieselbe Deletion von 47 Basenpaaren. Nach Amplifikation der CRISPR-Zielregion
mittels PCR und Aufreinigung des DNA-Fragmentes mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Se-
quenzierung nach Sanger durch eine externe Firma.

Bei Betrachtung der Sequenzen der jeweiligen CRISPR-Zielregionen zeigen die Klone verschiedene
Mutationskombinationen. Es kann daher von fiinf voneinander unabhéngigen Zelllinien ausgegan-
gen werden. Dabei fithren bei drei Klonen (1/2/5) jeweils zwei unterschiedliche Mutationen (hetero-
zygot) zu einer Leserasterverschiebung auf beiden Allelen (siehe Abb. . 1205Lu-TRIM9-KO-
Klon 4 ist hingegen homozygot mutiert: Auf beiden Allelen ist es zu einer Deletion desselben DNA-
Fragmentes von 47 Basenpaaren gekommen, wobei die Deletion sowohl die Aminosdureposition 76
als auch 80 (beides Serin, bekannte Phosphorylierungsstellen nach Shi et al. umfasst, sieche Abb.
[3.2.3) [Shi et al., [2014]. 1205Lu-TRIM9-KO-Klon 3 zeigt ebenso eine Deletion derselben Base auf
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beiden Allelen, wobei auf einem Allel jedoch zusétzlich noch eine Punktmutation (Basenposition
244 bedingt Gly—Arg) stattgefunden hat. Weiterhin weist 1205Lu-TRIM9-KO-Klon 2 durch das

wiederholte Auftreten von Signalen drei unterschiedlicher Basen pro Sequenzposition Anzeichen

einer Polyploidie auf. Dies ist bei den anderen 1205Lu-TRIM9-KO-Klonen nicht der Fall.

CRISPR-Zielregion

Serin76 ’ ’ , ’ Serin80 ’ ’ ’ ) , , ’ 1205Lu WT
| N\
[ |

fn

\ A
/\

|

|

|

|

|

|

|

| |
A M \

1205Lu TRIM9 KO 1

*k *Gleiche Insertion (1bp) auf beiden Allelen

Serin80 ,
(1 Allel mut.)
1205Lu TRIM9 KO 2

*ab hier kein WT Hintergrund

1205Lu TRIM9 KO 3
*Insertion 1bp Allel A
** Insertion 1bp Allel B

1205Lu TRIM9 KO 5

*Deletion 5bp Allel A
** Deletion 1bp Allel B

Abbildung 3.2.4: Die TRIM9-defizienten 1205Lu-Klone 1,2,3,5 weisen einen vollstidndigen
Verlust der Wildtypsequenz auf. Nach Amplifikation der CRISPR-Zielregion mittels PCR und Auf-
reinigung des DN A-Fragmentes mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Sequenzierung nach Sanger
durch eine externe Firma.
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3.2.1.2 Zelllinie A549

Aus der Wildtypzelllinie A549 konnten nach Durchlaufen einer Geneditierung mit einem auf die
Basen 227-249 im Exon 1 von TRIM9 gerichteten CRISPR/Cas9-Konstrukt zwei TRIM9-defiziente
Klone etabliert werden, die nach positivem T7-Endonuklease-Mutations-screening sowohl den Ver-
lust von TRIM9 im western-blot als auch ein deutlich reduziertes Expressionsniveau von TRIM9
auf mRNA-Ebene aufwiesen (siche Abb. [3.2.5).
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Abbildung 3.2.5: Zelllinie A549: Nachweis des knock-outs von TRIM9 auf Protein- und
mRNA-Ebene. (A) Nach der Lyse der angegebenen A549-Zellklone in RIPA-Puffer wurden 50 npg
Protein in eine SDS-Gelelektrophorese und einen western-blot eingesetzt. Die Expression von TRIM9
wurde mit einem polyklonalen Antikérper (Fa. Proteintech) nachgewiesen und mit der Expression von
GAPDH als Ladungskontrolle verglichen.. Dargestellt ist die Bande der langen Isoform von TRIM9. (B)
Nach der Lyse der Zellklone erfolgte die RN A-Isolation und Quantifizierung der TRIM9-Expression relativ
zu B-Aktin als Housekeeping-Gen auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR. Die qRT-PCR wurde in Triplikaten
durchgefiihrt. Dargestellt sind die Daten als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler); n=1.

Durch die Sequenzierung der CRISPR-Zielregionen konnte gezeigt werden, dass die beiden Klone
verschiedene Mutationen aufweisen (siche Abb.[3.2.6). Wihrend die Sequenz des TRIM9-defizienten
A549-Klons 1 durch das Auftreten drei unterschiedlicher Signale an einigen Sequenzpositionen Hin-
weise auf eine Polyploidie bei noch verbliebener Wildtypsequenz im Hintergrund aufweist, weist
die Sequenz des TRIM9-defizienten A549-Klons 2 weder eine verbliebene Wildtypsequenz im Hin-
tergrund noch Anzeichen einer Polyploidie auf. Zumindest fiir den A549-TRIM9-KO-Klon 2 kann

damit von einem vollstdndigen Verlust von TRIM9 ausgegangen werden.
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CRISPR-Zielregion

A549 WT

Serin80 ’ , ’ ’
Xauf Allel 1

, A549 TRIM9 KO 1
*Allel 1 mutiert (Deletion 15bp), Serin 80 deletiert

**Allel 2 mutiert (Deletion 1bp)
Mind. 3 Allele vorhanden (WT Hintergrund)

A549 1’RIIM9 KO 2

*Allel 1 mutiert (Deletion 1bp)

**Allel 2 mutiert (Insertion 2bp)
Kein Hinweis auf 3. Allel

Abbildung 3.2.6: TRIM9-defiziente A549-Klone: Klon 2 weist einen vollstdndigen Verlust
der Wildtypsequenz auf; Klon 1 weist noch verbliebene Wildtypsequenz bei Hinweisen auf
eine Polyploidie auf. Nach Amplifikation der CRISPR-Zielregion mittels PCR und Aufreinigung des
DNA-Fragmentes mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Sequenzierung nach Sanger durch eine

externe Firma.

Abbildung 3.2.7: Die klonale Zelllinie A549-TRIM9-CRISPR-32 weist nach stattgehabter
Geneditierung mittels CRISPR/Cas9 ein positives T7-Endonuklease-Mutations-screening
bei noch detektierbarem TRIM9 im immunoblot auf und wird als zusitzliche Kontrolle in
spiteren Experimenten verwendet. (A): Nach Amplifikation der CRISPR-Zielregion mittels PCR
und Aufreinigung des DNA-Fragmentes mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte der T7-Endonuklease-
Verdau entsprechend dem in Abschnitt erwihnten Protokoll. (B): Nach der Lyse der angegebenen
A549-Zellklone in RIPA-Puffer wurden 50 png Protein in eine SDS-Gelelektrophorese und einen western-
blot eingesetzt. Die Expression von TRIM9 wurde mit einem polyklonalen Antikérper (Fa. Proteintech)
nachgewiesen und mit der Expression von GAPDH als Ladungskontrolle verglichen. Dargestellt ist die
Bande der langen Isoform von TRIM9.
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3.2.1.3 Zelllinie Huh7.5

Aus der Wildtypzelllinie Huh7.5 konnte im Rahmen dieser Arbeit nach Durchlaufen einer Gene-
ditierung mit einem auf die Basen 227-249 im Exon 1 von TRIM9 gerichteten CRISPR/Cas9-
Konstrukt ein partieller Knock-out-Klon (pKO, TRIM9+/-) etabliert werden. Dieser weist eine
mutationsbedingte Leserasterverschiebung eines Allels bei Verbleib des zweiten Wildtypallels auf.
Mittels immunoblotting ist keine signifikante Reduktion des TRIMO9-Expressionsniveaus nachweis-
bar, wéahrend sich in der qRT-PCR eine Reduktion der Expression von TRIM9 auf mRNA-Ebene

zeigt (siehe Abb. [3.2.8)).
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Abbildung 3.2.8: Zelllinie Huh7.5: Nachweis eines reduzierten TRIM9-Expressionsniveaus
auf mRNA-Ebene bei noch detektierbarer Proteinexpression fiir den Huh7.5-pKO-Klon 1
im Wildtypvergleich. (A) Nach der Lyse der angegebenen Huh7.5-Zellklone in RIPA-Puffer wurden 50
ng Protein in eine SDS-Gelelektrophorese und einen western-blot eingesetzt. Die Expression von TRIM9
wurde mit einem polyklonalen Antikoérper (Fa. Proteintech) nachgewiesen und mit der Expression von
GAPDH als Ladungskontrolle verglichen. Dargestellt ist die Bande der langen Isoform von TRIM9. (B)
Nach der Lyse der Zellklone erfolgte die RNA-Isolation und Quantifizierung der TRIM9-Expression auf
mRNA-Ebene mittels qRT-PCR relativ zu HPRT als Housekeeping-Gen. Die qRT-PCR wurde in Tri-
plikaten durchgefiihrt. Dargestellt sind die Daten als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler);
n=1.

3.2.2 Retrovirale Transduktion: Etablierung stabil TRIM9-iiberexprimierender
Zelllinien

Mittels retroviraler Transduktion wurden im Rahmen dieser Arbeit stabil die lange Isoform von
TRIM9 iiberexprimierende Einzelzellklone auf Basis der Zelllinien HEK293, A549 und Huh?7.5 eta-
bliert. Nach Infektion der Wildtypzelllinien mit zuvor produzierten, retroviralen Partikeln erfolgte
die Selektion in Puromycin-haltigem Medium iiber einen Zeitraum von 14 Tagen bis wieder an-
nidhernde Konfluenz im 6-well-Format erreicht wurde. Es folgte nach Grenzverdiinnung das Aus-
plattieren von Einzelzellen in 96-well-Flachbodenplatten, sodass durch deren Heranwachsen klonale
Zelllinien mit homogenem genetischen Hintergrund entstanden (sieche Abschnitt [2.2.1.3)).
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CRISPR-Zielregion

Huh7.5 WT

l .

Serin76 l Serin80 l

/|

| | \ | [
| | \ /
*
Huh7.5 pKO 1

* Ab hier Leserasterverschub eines Allels

Aol

Abbildung 3.2.9: Nachweis einer Leserasterverschiebung auf einem Allel des Huh7.5-
TRIM9-pKO-Klons 1 bei noch verbliebener Wildtypsequenz. Nach Amplifikation der CRISPR-
Zielregion mittels PCR und Aufreinigung des DNA-Fragmentes mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte
die Sequenzierung nach Sanger durch eine externe Firma.
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Abbildung 3.2.10: Die TRIM9-Uberexpressionsklone der Zelllinien HEK293, A549 und
Huh?7.5 weisen im Wildtypvergleich sowohl eine intensivierte Bande im immunoblot als auch
ein gesteigertes TRIM9-Expressionsniveau auf mRNA-Ebene auf. (A/C/E): Nach der Lyse
der angegebenen Zellklone in RIPA-Puffer wurden 50 pg Protein in eine SDS-Gelelektrophorese und einen
western-blot eingesetzt. Die Expression von TRIM9 wurde mit einem polyklonalen Antikorper (Fa. Prote-
intech) nachgewiesen und mit der Expression von 8-Aktin beziehungsweise GAPDH als Ladungskontrolle
verglichen. Dargestellt ist die Bande der langen Isoform von TRIM9. (B/D/F): Nach der Lyse der in
der Grafik angegebenen Zellklone erfolgte die RN A-Isolation und Quantifizierung der TRIM9-Expression
auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR relativ zu HPRT als Housekeeping-Gen. Die qRT-PCR wurde in Tri-
plikaten durchgefiihrt. Dargestellt sind die Daten als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler);
n=1.
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Der Uberexpressionsnachweis der heranwachsenden Einzelzellklone erfolgte auf Proteinebene mit-
tels immunoblotting sowie durch die Quantifizierung des mRNA-Expressionsniveaus mittels qRT-
PCR jeweils im Vergleich mit der korrespondierenden Wildtypzelllinie. Dabei zeigte insbesondere
der western-blot, dass eine TRIM9-Uberexpression in Folge der Insertion zusétzlicher TRIM9-Gene
in das Genom der jeweiligen Zelllinie nicht durch eine intrinsische Instabilitdt von TRIM9, wie
sie bei anderen E3-Ubiquitin-Ligasen durch Autoubiquitinierung vorkommt, kompensiert wird. Es
konnten auf diese Weise drei Uberexpressionsklone der Zelllinie HEK293, sowie jeweils ein Uberex-
pressionsklon der Zelllinien A549 und Huh7.5 etabliert werden (sieche Abb. [3.2.10).

Interessanterweise stellte sich fiir alle etablierten Uberexpressionsklone heraus, dass das TRIM9-
Expressionsniveau auf mRNA-Ebene maximal eine zweieinhalbfache Steigerung verglichen mit dem
jeweils korrespondierenden Wildtyp aufwies. In Anbetracht des starken, konstitutiv aktiven Pro-
motors, der das mittels retroviraler Transduktion zusétzlich in das Genom integrierte TRIM9-Gen
kontrolliert, war dies nicht notwendigerweise erwartungsgeméaf. Ein moglicher dosisabhéngig zy-
totoxischer oder zytostatischer Effekt von TRIM9 ist vor diesem Hintergrund denkbar und wére
konsistent mit der Beobachtung, dass die transiente Uberexpression von TRIM9 zu einem Arrest
der Zellteilung fithrt! sowie konsistent mit der Beobachtung, dass die Mehrzahl der retroviral trans-

duzierten Zellen verstarb.
3.2.3 STR-Analyse etablierter Einzelzellklone

Um die Zugehorigkeit etablierter Einzelzellklone zu korrespondierenden Wildtypzelllinien sowie
die Zellidentitdt und Homogenitat verwendeter Zelllinien zu bestdtigen, wurde die Analyse des
zelllinienspezifischen Léngenmusters ihrer short tandem repeats (STR) auf bestimmten Genloki
als Messmethode verwendet. So konnten durch den Vergleich mit den nach Datenbanklage zu
erwartenden STR-Profilen Aussagen beziiglich Reinheit und Zelltypzugehéorigkeit getroffen werden.
Die STR-Analyse selbst wurde dabei von einem externen Institut auf Basis bereitgestellter DNA

der verschiedenen Zellklone durchgefiihrt?.

Es konnte hinsichtlich der verwendeten Wildtypzelllinien A549 und Huh7.5 sowie fiir alle daraus
etablierten Einzelzellklone eine komplette Ubereinstimmung mit den nach Datenbanklage erwarte-
ten STR-Profilen festgestellt werden, sodass von Reinheit und korrekter Zelllinienzugehéorigkeit der

hier verwendeten Zellen ausgegangen werden kann.

Hinsichtlich der Zelllinie 1205Lu besteht eine Abweichung von dem erwarteten STR-Profil auf zwei
Genloki (D16S539, VWA). Dabei besteht auf dem Genlokus VWA jedoch kein Unterschied zwi-
schen der verwendeten Wildtypzelllinie und daraus etablierten Einzelzellklonen. Auch hinsichtlich
des Genlokus D16S539 unterscheidet sich lediglich 1205Lu-TRIM9-KO-Klon 5 von der Wildtypzell-
linie, wiahrend zwischen dieser und den anderen getesteten 1205Lu-TRIM9-KO-Klonen komplette

Ubereinstimmung besteht. Vor diesem Hintergrund wurden trotz geringfiigiger Abweichungen des

'Dieses Phanomen war auf Basis der Zelllinie A549 mittels konfokalmikroskopischem live cell imaging zu beobach-
ten. Im Kontext einer moglichen Beteiligung von TRIM9 an der Zellzyklusregulation wurden die entsprechenden
Aufnahmen sowie Experimente von Dr. Dharmendra Pandey durchgefiihrt, werden hier jedoch nicht weiter auf-
gefiihrt.

2Die STR-Analysen fiihrte das Pathologische Institut der Ludwig-Maximilans-Universitat Miinchen durch.
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STR-Profils Experimente mit den 1205Lu-TRIM9-KO-Klonen durchgefiihrt und durch die hier
aufgefithrte Wildtypzelllinie kontrolliert (siehe Tab. [I]).

Zelllinie Genlokus

H DSSSISI D13S317 [ D7S820 [ D165539‘ VWA [ THO1 [ AM [ TPOX[ CSF1PO ‘
HEK293 WT 8/9 12/14 11/12 9/13 16/19 7/9.3 | X/X 11 11/12
HEK293 WT 8/9 12/13/14 10/11/12 9/13 15/16/17/19 7/9.3 X 11 11/12/13
HEK293 WT (1) 8/9 12/14 10/11/- 9/13 15/-/19 7/9.3 X 10/11 11/12/13
HEK293 WT (2) 8/9 11/12/13/14 10/11/- 9/13 16/17/19 7/9.3 X 11 11/-/13
HEK293 KO 1 8/9 12/13/-/15 9.3/-/11/12 9/13 ~/16/18/-/22 7/9.3 X 11 11/12/13
HEK293 KO 1 (1) 8/9 12/13/-/15 10.3/11/12 9/10/13 -/17/18/-]22 7/9.3 X 11 -/12/13
HEK293 KO 1 (2) 8/9 12/13/14/15| 10.3/11/12 9/10/13 16/18/-/22 7/9.3 X 11 -/12/13
HEK293 KO 3 8/9 12/14/15 9.3/11/12 9/13 ~/17/-/20 7/9.3 X 11 11/12
HEK293 KO 3 (1) 8/9 12/14/15 10/10.3/-/12 9/13 ~/17/-]20 7/9.3 X 11 11/12
HEK293 KO 3 (2) 8/-/10 12/14/15 10/10.3/-/12 9/13 ~/17/-/20 7/9.3 X 11 11/12
HEK293 OE 1 8/- 12/14 10/-/12 9/13 16/19 7/9.3 X 11 AT
HEK293 OE 2 8/- 12/14 10/-/12 9/13 16/19 7/9.3 X 11 AT
HEK293 OE 3 8/- 12/14 10/-/12 9/13 16/19 7/9.3 X 11 -/-/13
HEK293 WT* 8/9 12/14 11/- 9/13 16/19 7/9.3 X 11 7/-]12
1205Lu WT 10/12 8/14 10/12 11/12 16/17 6/8 X/Y | 8/9 11/11
1205Lu WT 10/12 8/14 10/12 iz Ty 6/8 X/Y 8/9 11
1205Lu KO 1 10/12 8/14 10/12 -/12 -/17 6/8 X/Y 8/9 11
1205Lu KO 2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1205Lu KO 3 10/12 8/14 10/12 -/12 /17 6/8 X/Y 8/9 11
1205Lu KO 4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1205Lu KO 5 10/12 8/14 10/12 ~/12/13 /7 6/8 X/Y 8/9 11
A549 WT 11/11 11/11 8/11 11/12 14/14 8/9.3 | X/Y | 8/11 10/12
A549 WT 11 11 8/11 11/12 14 8/9.3 | X/Y | 8/11 10/12
A549 KO 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
A549 KO 2 11 11 8/11 11/12 14 8/9.3 X/- 8/11 10/12
A549 OE 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Huh7.5 WT 12/12 10/11 10/11 10/10 16/18 7/7 X/X | 8/11 11/11
Huh7.5 WT 12 10/11 10/11 10 16/18 7 X 8/11 11
Huh7.5 pKO 1 12 10/11 10/11 10 16/18 7 X 8/11 11
Huh7.5 OE 1 12 10/11 10/11 10 16/18 7 X 8/11 11

Tabelle 1: Das Muster der Anzahl von short tandem repeats (STRs) auf verschiedenen
Genloki gibt Auskunft iiber die Zughorigkeit etablierter Einzelzellklone zu korrespon-
dierenden Wildtypzelllinien. Blau dargestellt sind die nach Datenbanklage zu erwartenden STR-
Profile der verschiedenen Zelllinien, in schwarz hervorgehoben sind die gemessenen STRs der ver-
wendeten Wildtypzelllinien sowie darunter die STRs daraus etablierter Einzelzellklone. Rot darge-
stellt sind Abweichungen des jeweiligen STR-Profils von der Datenbanklage. Graulich hinterlegt sind
Zelllinien dargestellt, die zur weiteren Datenerhebung verwendet wurden. Die zelllinienspezifischen
STR-Profile wurden fiir die Zelllinien HEK293 und A549 der Fa. ATCC (http://www.lgcstandards-
atcc.org), fiir die Zelllinie 1205Lu des ,WISTAR Institutes“ (http://www.wistar.org/lab/meenhard-
herlyn-dvm-dsc/page/melanoma-cell-str-profiles) sowie fiir die Zelllinie Huh7.5 der Fa. Mission Bio-
tech (http://www.genelabs.com.tw/Upload/FileDown 20135131250253454.pdf) entnommen. ND: STR-
Analyse fiir diesen Zellklon nicht durchgefiihrt.

HEK293*: Frisch bestellte HEK293-Zelllinie

HEK293 WT(1): Einzelzellklon 1 nach Subklonierung von HEK293 WT

HEK?293 WT(2): Einzelzellklon 2 nach Subklonierung von HEK293 WT

HEK293 KO 1(1): Einzelzellklon 1 nach Subklonierung von HEK293 KO 1

HEK293 KO 1(2): Einzelzellklon 2 nach Subklonierung von HEK293 KO 1

HEK293 KO 3(1): Einzelzellklon 1 nach Subklonierung von HEK293 KO 3

HEK293 KO 3(2): Einzelzellklon 2 nach Subklonierung von HEK293 KO 3

A~~~ A~

1
2
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Hinsichtlich der Zelllinie HEK293 sowie der daraus etablierten Einzelzellklone zeigten sich starke
Abweichungen des STR-Profils vom erwarteten Datenbankprofil auf verschiedenen Genloki. Dabei
war sowohl ein Wegfall erwarteter STR-Signale als auch ein zusétzliches Auftreten unerwarteter
STR-Signale zu beobachten. Um auf eine Kontamination als moégliche Ursache zu priifen, wurden
die HEK293-Wildtypzelllinie und die Einzelzellklone HEK293-TRIM9-KO-Klon 1 sowie HEK293-
TRIM9-KO-Klon 3 nochmals einzelzellkloniert. Das resultierende STR-Profil ndherte sich durch
erneute Einzelzellklonierung jedoch nicht wesentlich der zu erwartenden Datenbanklage an (siehe
Tab. [1)). Letztlich blieb die Frage nach dem Grund fiir abweichende STR-Profile offen; mogli-
cherweise ist dies auf zahlreiche Zellpassagen und eine lang andauernde Kultivierung im Labor

zurickzufiihren.

Aufgrund der Abweichungen der STR-Profile finden Daten auf Grundlage der etablierten TRIM9-
defizienten sowie TRIM9-{iberexprimierenden HEK293-Klone im Folgenden keine Beriicksichtigung.
Alle Zelllinien, auf Basis derer im Rahmen dieser Arbeit Daten erhoben wurden, sind in Tabelle

grau hinterlegt dargestellt.
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3.3 Der Einfluss der TRIM9-Expression auf ssRNA-Virus-Infektio-

nen in vitro

Abschnittsiiberblick Seite

[3.3.1 Infektionen mit (-)ssRNA-Viren| . . . . . ... ... ... ... ... ... . 63

[3.3.1.1  Virusreplikation und Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen| 63

13.3.1.2  Eine transiente TRIM9-Uberexpression inhibiert die Replikation |

des Vesicular-stomatitis-Virus (VSV)|. . . . ... ... 70
13.3.1.3  Keine Kolokalisation von TRIM9 und VOV| . . ... ... .. .. 73
13.3.2 Infektionen mit (+)ssRNA-Viren| . . . . . ... ... ... ... ...... 74

[3.3.2.1  Virusreplikation und Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen| 75

In diesem Abschnitt soll der Einfluss der TRIM9-Expression auf die virusinduzierte Immunant-
wort sowie auf die Virusreplikation untersucht werden. Dabei wurden Daten in erster Linie auf
Basis der Zelllinie 1205Lu (Wildtyp sowie TRIM9-KO-Klone 1/3/5) erhoben, deren Reprodu-
zierbarkeit stichprobenartig in den Zelllinien Huh7.5 (WT sowie TRIM9-pKO-Klon 1) und A549
(WT sowie TRIM9-KO-Klone 1/2 und TRIM9-OE-Klon 1) bestétigt werden konnte. Der Einfluss
des TRIM9-Expressionsniveaus wurde sowohl fiir Infektionen mit ssRNA-Viren negativer Polaritét
( Vesicular-stomatitis-Virus, Sendai-Virus) als auch fiir Infektionen mit ssRNA-Viren positiver Pola-
ritat (Gelbfieber-Impf-Virus, Enzephalomyokarditis-Virus, Semliki-forest-Virus, Hepatitis-C-Virus)

charakterisiert.
3.3.1 Infektionen mit (-)ssRNA-Viren
3.3.1.1 Virusreplikation und Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen

Es zeigten sich im Rahmen der Infektion mit VSV und VSV-M51R ( Vesicular-stomatitis-Virus, die

M51R-Mutation des viralen Matrixproteins ermoglicht eine unbeeintrichtigte Genexpression und

Immunantwort der Wirtszellen, [Kim and Kang},[2007]) signifikante Einfliisse der TRIM9-Expression

auf die virusinduzierte Immunantwort wie auch auf die Virusreplikation.

Es konnten zunéchst vom TRIM9-Expressionsniveau deutlich affektierte virale Replikationsraten
in 1205Lu-Zellen gemessen werden: So zeigte sich 24 Stunden nach der Infektion mit VSV so-
wie VSV-M51R im Uberstand TRIM9-defizienter Zellen eine signifikant reduzierte Virionenlast im
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Vergleich zum Uberstand von Wildtypzellen (siehe Abb. A/B). Weiterhin konnte auch intra-
zellulér eine deutliche Inhibition der Virusreplikation durch Quantifizierung viraler RNA (virales
N-Protein) mittels qRT-PCR gemessen werden. Dabei zeigte sich dieser Effekt sowohl im Rahmen
einer Quantifizierung relativ zum zelleigenen (-Aktin als auch relativ zu artifiziell der cDNA hin-
zugefiigter eGFP-cDNA als indirekte Methode einer absoluten Quantifizierung (siehe Abb.
C/D). Vor dem Hintergrund eines reproduzierbaren Phénotypes, den drei verschiedene 1205Lu-
TRIM9-KO-Klone im Wildtypvergleich aufweisen, liegt ein kausaler Zusammenhang zwischen dem
Expressionsniveau von TRIM9 und der Replikation von VSV unter Vernachlédssigung von Neben-

effekten der Einzelzellklonierung nahe.

Hinsichtlich der VSV-induzierten Immunantwort war erwartungsgeméfl nur im Rahmen der Infek-
tion mit VSV-M51R eine deutliche Sekretion von IP-10 und Interleukin-6 (IL-6) in den Zell-
iiberstand nachweisbar. TNF-a war in diesem Zusammenhang nicht detektierbar. Es zeigte sich
in TRIM9-defizienten Zellen eine im Vergleich zu Wildtypzellen deutlich verminderte Sekretion
von [P-10 und IL-6 nach Infektion mit VSV-M51R. Die ausbleibende Sekretion von IL-6 durch den
1205Lu-TRIM9-KO-Klon 3 wird hier als Nebeneffekt der Einzelzellklonierung interpretiert (siehe
Abb.[3.3.2). Auch die mittels gRT-PCR quantifizierte Hochregulation verschiedener im Rahmen der
antiviralen Immunantwort induzierten Gene (hier: Interferon-3, RIG-I, MDAS5, IP-10, ISG-15, ISG-
54, 11L-8, 1L-13, TNF-«) zeigte eine generalisiert verminderte Immunantwort TRIM9-defizienter
Zellen im Wildtypvergleich nach Infektion mit VSV-M51R (siehe Abb. .

Neben der VSV-induzierten Immunantwort wurde weiterhin die Sendai-Virus-induzierte (Sendai-
Virus, SeV) Sekretion von IP-10 charakterisiert. Dabei zeigte sich hinsichtlich der Sekretion von
IP-10 derselbe, jedoch weniger ausgeprigte Phinotyp wie bereits fiir die Infektion mit VSV be-
schrieben: TRIM9-defiziente Zellen wiesen im Wildtypvergleich eine reduzierte Sekretion von IP-10

auf (siehe Abb. [3.3.3).

Um weiterhin zu demonstrieren, dass die TRIM9-Expression die Replikation von VSV nicht nur
in der Zelllinie 1205Lu affektiert, wurde die Replikation eines GFP-exprimierenden VSV-Stammes
(das virale Phosphoprotein ist bei dieser Mutante mit GFP fusioniert) innerhalb der Zelllinien A549
sowie Huh7.5 in Abhédngigkeit von der TRIM9-Expression durchflusszytometrisch quantifiziert. Da-
bei ermoglicht die Fluoreszenzmarkierung die durchflusszytometrische Quantifizierung des Anteils
infizierter Zellen. Auf diese Weise zeigte sich auch in der Zelllinie A549 der Effekt einer durch die
TRIM9-Defizienz signifikant inhibierten Virusreplikation. Die zusétzlich miteinbezogene Wildtyp-
kontrolle (A549-TRIM9-CRISPR-Klon 32 ist ein mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung behandelter
Einzelzellklon, der durch ein positives T7-Endonuklease-Mutations-screening bei noch mittels im-
munoblotting detektierbarem TRIM9 auffillt, siche Abb. zeigt dabei keinen Unterschied zum
Wildtyp , wiahrend der stabil TRIM9-iiberexprimierende Klon zwar keinen signifikanten Effekt,
aber zumindest eine der TRIM9-Defizienz entgegengesetzte Tendenz aufweist (siehe Abb.
D). Auch hinsichtlich der Sekretion von IP-10 ist - wenn auch limitiert durch das geringe immun-
stimulatorische Potential des WT-Matrixprotein enthaltenden Virusstammes - ein dhnlicher Effekt
wie in der 1205Lu-Zelllinie zu messen: Die TRIM9-Defizienz bedingt im Wildtypvergleich nicht nur

eine supprimierte Virusreplikation, sondern ebenso eine verminderte virusinduzierte Sekretion von
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IP-10 (siehe Abb. E).
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Abbildung 3.3.1: VSV repliziert in TRIM9-defizienten 1205Lu-Zellen weniger als in 1205Lu-
‘WT-Zellen. Drei verschiedene TRIM9-defiziente 1205Lu-Zellklone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit
100.000 Zellen pro well auf einer 24-well-Flachbodenplatte ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die
Infektion mit VSV-WT (A) oder der VSV-M51R-Mutante (B-D) (jeweils Mol 0.1). 24 Stunden nach der
Infektion wurden die Virustiter in den Kulturiiberstinden mittels TCID50-assays bestimmt (A/B) und
nach RNA-Isolation aus den Zellpellets wurde die Expression des viralen N-Proteins mittels gqRT-PCR
bestimmt (C/D). Die Expression des viralen N-Proteins wurde dabei entweder relativ zum Housekeeping-
Gen (-Aktin bestimmt (C) oder relativ zu einer zur Quantifizierung zugegebenen eGFP-DNA bestimmt
(D). Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus drei (n=3) unabhingigen Experimenten fiir jeden der
Klone einzeln angegeben. Zusétzlich ist der Mittelwert aus allen drei Klonen (1205Lu TRIM9 KO MW)
angegeben bei n=9 (3x3). Die Signifikanzniveaus wurden mit dem Student t-Test fiir die markierten
Vergleiche bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001.
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Abbildung 3.3.2: Die Infektion mit VSV induziert in TRIM9-defizienten 1205Lu-Zellen eine
geringere Sekretion von IP-10 und IL-6 als in 1205Lu-WT-Zellen. Drei verschiedene TRIM9-
defiziente 1205Lu-Zellklone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit 100.000 Zellen pro well auf einer 24-
well-Flachbodenplatte ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion mit VSV oder der VSV-M51R-
Mutante (jeweils Mol 0.1). 24 Stunden nach der Infektion wurden die Konzentrationen von IP-10 und IL-6
in den Zelliiberstdnden mittels ELISA quantifiziert (ND = unterhalb der Nachweisgrenze). Die Daten sind
als Mittelwerte +SEM aus drei (n=3) unabhingigen Experimenten fiir jeden der Klone einzeln angegeben.
Zusétzlich ist der Mittelwert aus allen drei Klonen (1205Lu TRIM9 KO MW) angegeben bei n=9 (3x3).
Die Signifikanzniveaus wurden mit dem Student t-Test fiir die markierten Vergleiche bestimmt und sind
angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001.
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Abbildung 3.3.4: Die Expression Interferon-induzierter Gene (ISGs) und inflammatorischer
Zytokine wird in TRIM9-defizienten 1205Lu-Zellen nach Infektion mit VSV-M51R in ge-
ringerem Mafle induziert als in 1205Lu-WT-Zellen. Ein Zellgemisch aus dquivalenten Anteilen
der 1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5 einerseits sowie 1205Lu-WT-Zellen andererseits wurden mit 100.000
Zellen pro well auf einer 24-well-Flachbodenplatte ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion
mit VSV-M51R (Mol 0.1). Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die RNA-Isolation aus den Zellpellets
und die Expression der in der Grafik angegebenen Gene wurde mittels gqRT-PCR relativ zu 8-Aktin als
Housekeeping-Gen bestimmt. Die Anzahl der unabhéngig durchgefithrten Wiederholungen des Experi-
mentes entspricht den Angaben (n) in den jeweiligen Subfiguren. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM
dargestellt; bei n=1 ist der SEM als methodischer Fehler auf Basis der in Triplikaten durchgefiihrten
qRT-PCR dargestellt, bei n>1 ist der SEM als biologischer Fehler auf Basis der Mittelwerte unabhangig
durchgefiihrter Wiederholungen dargestellt.
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Abbildung 3.3.5: Die VSV-Replikation und dadurch bedingte Induktion von IP-10 fin-
det in TRIM9-defizienten A549-Zellen weniger und in TRIM9-iiberexprimierenden A549-
Zellen mehr statt als in A549-WT-Zellen. Zwei verschiedene A549-TRIM9-KO-Klone, ein TRIM9-
iiberexprimierender A549-Klon, A549-WT-Zellen sowie als zusétzliche Kontrolle die klonale Zelllinie A549-
TRIM9-CRISPR-32 (siche Abschnitt und Abb. wurden mit je 100.000 Zellen pro well in
6-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion mit VSV-p-GFP (Mol 1).
18 Stunden nach der Infektion wurden die Konzentrationen von IP-10 in den Zelliberstinden mittels
eines in Triplikaten durchgefiihrten ELISA gemessen (E). 18 Stunden nach der Infektion wurden dariiber
hinaus die Zellen abtrypsiniert, in vierprozentiger PFA-Losung fixiert, verbliebene Viren wurden mittels
hochenergetischem UV-Licht inaktiviert und die Zellsuspension wurde zur durchflusszytometrischen Ana-
lyse verwendet: In (A) ist dabei die Zellpopulation im FSC-SSC-Diagramm dargestellt, in (B/C) ist das
durch die Virusinfektion aufkommende GFP-Signal illustriert. In (A-C) ist dabei ein reprasentatives Ex-
periment aus insgesamt drei unabhéngigen Wiederholungen illustriert. In (D) ist der prozentuale Anteil
infizierter Zellen der jeweiligen Zelllinien dargestellt. In (D/E) sind Daten als Mittelwerte +SEM auf Basis
drei unabhéngiger Experimentwiederholungen dargestellt; n=3. Die Signifikanzniveaus wurden mit dem
Student t-Test fiir die markierten Vergleiche bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01,
n.s.=nicht signifikant.
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Abbildung 3.3.6: Der partielle knock-out nur eines Allels von TRIMS9 ist mit einer verminder-
ten Replikationsrate von VSV in der Zelllinie Huh7.5 assoziiert. Die Zelllinien Huh7.5-Wildtyp
sowie Huh7.5-TRIM9-pKO wurden mit je 900.000 Zellen pro well auf 6-well-Flachbodenplatten ausplat-
tiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion mit VSV-p-GFP (800.000 PFUs pro well). Zwolf sowie 16
Stunden nach der Infektion wurden die Zellen abtrypsiniert, in vierprozentiger PFA-Losung fixiert, ver-
bliebene Viren wurden mittels hochenergetischem UV-Licht inaktiviert und die Zellsuspension wurde zur
durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich des prozentualen Anteils infizierter, GFP-positiver Zellen
verwendet. Das Experiment wurde hinsichtlich der Auswertung zwolf Stunden nach Infektion einmalig
durchgefiihrt. Hinsichtlich der Auswertung 16 Stunden nach Infektion wurde das Experiment zu vier un-
abhéngigen Zeitpunkten wiederholt (12h p.i.: n=1, 16h p.i.: n=4); die Daten sind hier dargestellt als
Mittelwerte +SEM. Die Signifikanz wurde fiir den Zeitpunkt 16h p.i. mit dem Student t-Test fiir den
markierten Vergleich bestimmt und ist angegeben als ¥*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001.

Der Effekt einer durch den partiellen Verlust von TRIM9 supprimierten Virusreplikation konnte
ebenso fir die Zelllinie Huh7.5 durchflusszytometrisch demonstriert werden (siehe Abb. |3.3.6)).

In den VSV-Infektions-assays geht damit in TRIM9-defizienten Zellen eine im Wildtypvergleich si-
gnifikant reduzierte Immunantwort mit einer signifikanten Inhibition der viralen Replikation einher.
In diesem Zusammenhang liegt die Vermutung nahe, dass eine primér inhibierte Virusreplikation
zu einer im Zeitverlauf verminderten Viruslast fiihrt, die aufgrund einer verminderten Stimula-
tionsintensitit involvierter Mustererkennungsrezeptoren eine verminderte Immunantwort bedingt.
In diesem Fall wére der TRIM9-abhéngige Unterschied der VSV-induzierten Immunantwort durch
eine Inhibition der viralen Replikation verursacht. In der Tat induzierte die Transfektion von RNA-
Isolaten VSV-infizierter Zellen (VSV kann sich in Ermangelung der eigenen Polymerase allein auf
Basis der negativ polarisierten viralen RNA nicht replizieren) eine Sekretion von IP-10, die von der
An- oder Abwesenheit von TRIM9 nicht beeinflusst wurde (siehe Abb. [3.3.7).

Damit konnte zusammenfassend auf Basis der Zelllinie 1205Lu - unter Demonstration einer stich-
probenartigen Reproduzierbarkeit in den Zelllinien A549 sowie Huh7.5 - gezeigt werden, dass das
Vesicular-stomatitis-Virus von der Anwesenheit von TRIM9 hinsichtlich seiner eigenen Replikation
profitiert und die TRIM9-Defizienz entsprechend zu einer Inhibition der Virusreplikation fiihrt.

Weiterhin wurde im Rahmen einer VSV-Infektion demonstriert, dass der Verlust von TRIM9 eben-
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so zu einer verminderten Sekretion von IP-10 und IL-6 sowie zu einer verminderten Induktion
zahlreicher ISGs fithrt. Dabei ist die verminderte Immunantwort im Falle von VSV mutmaflich
auf eine primér affektierte Virusreplikation zuriickzufithren. Fiir diese Interpretation spricht auch,
dass sich das immunstimulatorische Potenzial isolierter VSV-RNA als unbeeinflusst vom TRIM9-
Expressionsniveau darstellte (siche Abb. [3.3.7).

80004

I [ 1205Lu WT

00007 1 [ 1205Lu TRIM9 KO 1
[ 1205Lu TRIM9 KO 3
4000 [ 1205Lu TRIM9 KO 5
E=] 1205Lu TRIM9 KO MW

IP-10 [pg/ml]

2000+

o

Abbildung 3.3.7: Das immunstimulatorische Potential der isolierten genomischen RNA von
VSV ist nicht von der TRIM9-Expression beeinflusst. Es wurden 100.000 1205Lu-Zellen pro well
in einer 24-well-Flachbodenplatte ausplattiert und am néchsten Tag mit VSV oder VSV-M51R infiziert
(jeweils Mol 0.1). Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Gesamt-RNA der virusinfizierten
Zellen isoliert. Im dargestellten Experiment wurden drei verschiedene TRIM9-defiziente 1205Lu-Klone
sowie 1205Lu-WT-Zellen mit jeweils 100.000 Zellen pro well im 24-well-Format ausplattiert und mit 500
ng/ml dieser VSV-RNA-enthaltenden, immunstimulatorischen RNA oder mit einer nicht stimulierenden
Kontroll-RNA (Co4) transfiziert. Nach 18 Stunden wurden in den Kulturtiberstdnden die Konzentrationen
von IP-10 mittels ELISA quantifiziert. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus drei unabhéngigen
Experimenten fiir jede der Zelllinien einzeln angegeben; einzeln n=3. Zusétzlich ist der Mittelwert aus
allen drei TRIM9-defizienten Klonen angegeben; KO MW n=9 (3x3).

3.3.1.2 Eine transiente TRIM9-Uberexpression inhibiert die Replikation des Vesicular-
stomatitis-Virus (VSV)

Weiterhin wurde untersucht, inwieweit der Effekt einer transienten Uberexpression der langen Iso-
form von TRIM9 (TRIM9]) mit dem Effekt einer stabilen Uberexpression von TRIM9I konsistent

und dem Effekt des gemeinsamen knock-outs beider TRIM9-Isoformen entgegengerichtet ist.

Es zeigte sich auf Basis der Zelllinie A549, dass eine der VSV-Infektion vorausgehende, tran-
siente Uberexpression von mittels mCherry fluoreszenzmarkiertem TRIMOI trotz der hier geringen
Transfektionseffizienz von circa 10 Prozent (siehe Abb. A6) die Virusreplikation im Ver-
gleich zur Negativkontrolle (Transfektion eines ausschlielich fiir mCherry kodierenden Plasmids)
inhibiert. Dabei war die Virusreplikation sowohl in der Subpopulation der transfizierten als auch
innerhalb der nicht transfizierten Zellen inhibiert (siehe Abb. B/C). Dass bereits die gerin-
gen Transfektionseffizienzen fiir diesen Effekt ausreichend waren, zeigt hierbei die Positivkontrolle:
Die Transfektion von fluoreszenzmarkiertem MAVS in ebenfalls nur knapp 10 Prozent der Zellen
(siehe Abb. Ab) war fiir eine nahezu vollstdndige Inhibition der Virusreplikation ausreichend.
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Hinsichtlich der Sekretion von IP-10 war eine geringfiigig gesteigerte Zytokinsekretion im Rahmen
der Uberexpression von TRIM9 sowie eine deutlich gesteigerte Sekretion von IP-10 im Rahmen
der Uberexpression von MAVS nachweisbar (siehe Abb. D). Dass die Virusreplikation trotz
der geringen Transfektionseffizienzen auch in der Subpopulation der nicht transfizierten Zellen in-
hibiert war, kann als Hinweis gewertet werden, dass es sich bei der Replikationssuppression nicht
um einen zellintrinsischen Effekt der transfizierten Zellen handelt. Wahrscheinlicher wére hier die
Interpretation, dass eine durch die Uberexpression von TRIM9 sowie MAVS bedingte immunogene
Wirkung und Zytokinsekretion die Resistenz der ganzen Zellkultur gegeniiber einer Virusinfektion
erhoht. Dabei kommt hinsichtlich der Uberexpression von MAVS eine Aktivierung des von MAVS
ausgehenden RLR-signalings mit Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3, IRF7 sowie NF-xB
(siehe Abb. als Ursache der erhohten IP-10-Sekretion in Betracht. Hinsichtlich der Uberex-
pression von TRIMY ist neben einer direkten zytokininduzierenden Wirkung von TRIM9 ebenso
eine artifizielle immunogene Wirkung in Betracht zu ziehen, die durch die prainfektitse Einbrin-
gung von Fremd-DNA in Form des Expressionsplasmids zustande kommt und dadurch zu einer
geringfiigig erhdhten Sekretion von IP-10 fiihrt. Ein solcher Effekt wére in Anbetracht desselben
Vektorriickgrats jedoch auch im Rahmen der Kontrolle (Transfektion eines fiir mCherry kodieren-

den Expressionsplasmids) zu erwarten.

Letztlich konnte gezeigt werden, dass der Effekt einer transienten Uberexpression von TRIMO9I]
hinsichtlich einer affektierten Replikation von VSV nicht mit dem Effekt eines stabil verédnder-
ten TRIM9-Expressionsniveaus konsistent ist. Wahrend sich im Rahmen einer stabil verdnderten
TRIM9-Expression ein fordernder Einfluss von TRIM9 auf die Replikation von VSV darstellte (sie-
he Abb. , zeigte die transiente Uberexpression von TRIMOI einen inhibitorischen Einfluss auf
die Virusreplikation (siehe Abb. . Einerseits ist hier als Erklarung eine mogliche immunoge-
ne Wirkung zu diskutieren, die bereits durch die Transfektion eines Expressionsplasmids zustande
kommt. Diese Erklarung wird durch die Erfahrung der Arbeitsgruppe untermauert, dass bereits die
Transfektion des Leervektors pcDNAS5 zu einer geringfiigigen Interferoninduktion fiihrt (hier nicht
gezeigt). Andererseits ist ebenso eine mogliche Anpassungsfahigkeit von Zellen an ein stabil veran-
dertes Expressionsniveau von TRIMY sowie eine mogliche Dosisabhingigkeit TRIMO9-vermittelter
Effekte als Erklarung fiir unterschiedliche Effekte einer vorriibergehenden oder stabil verdnderten
TRIM9-Expression denkbar. So ist es beispielsweise moglich, dass ein zu hohes Expressionsniveau
von TRIM9 zytostatische oder zytotoxische Effekte hat, die {iber eine Suppression des Wirtszell-
metabolismus ebenfalls inhibierend auf die Virusreplikation wirken. Mikroskopisch konnte dies-
beziiglich mittels live cell imaging gezeigt werden, dass sich transient TRIM9-iiberexprimierende
A549-Zellen nicht mehr teilen'. Auch die Beobachtung, dass im Rahmen der Etablierung stabil
TRIMO9-iiberexprimierender Zellklone auf mRNA-Ebene lediglich eine zweieinhalbfache Steigerung
der TRIM9-Expression gegeniiber dem Wildtyp erreicht wurde, wahrend die Mehrzahl der trans-
duzierten Zellen verstarb, ist ein weiterer Hinweis fiir eine moglicherweise zytopathische Wirkung
von zu hoch exprimiertem TRIMY (siehe Abb. [3.2.10)).

'Die zugehérigen Experimente mit entsprechenden konfokalmikroskopischen live-cell-imaging-Aufnahmen wurden
von Dr. Dharmendra Pandey durchgefithrt und sind nicht als Bestandteil dieser Arbeit aufgefiihrt.
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Abbildung 3.3.8: Die transiente Uberexpression der langen TRIM9-Isoform hat in der Zell-
linie A549 einen inhibitorischen Effekt auf die Virusreplikation von VSV und fiihrt zu
einer gesteigerten pri- und postinfektiosen Sekretion von IP-10. Es wurden 300.000 A549-WT-
Zellen pro well in 6-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 12 Stunden erfolgte die Transfektion von
Expressionsplasmiden (jeweils 1 pg pro well), die fir mCherry beziehungsweise fiir durch mCherry fluo-
reszenzmarkiertes TRIM9 oder MAVS kodierten. 24 Stunden nach der Transfektion folgte die Infektion
mit VSV-p-GFP (800.000 PFUs pro well entsprechend einer Mol von circa 1). Nach weiteren 24 Stun-
den wurden die Zellen abtrypsiniert, in vierprozentiger PFA-Lo6sung fixiert, verbliebene Viren wurden
mittels hochenergetischem UV-Licht inaktiviert und die Zellsuspension wurde zur durchflusszytometri-
schen Analyse verwendet. Die Konzentrationen von IP-10 in den Zelliiberstdnden wurden mittels ELISA
bestimmt. In (A1-A3) ist aus einem repréasentativen Experimentdurchlauf die Zellpopulation (Al), das
aufkommende Fluoreszenzsignal durch die Expression von mCherry (A2) sowie durch die Infektion mit
VSV-p-GFP (A3) illustriert. In (A4-A6) ist ebenfalls aus einem reprasentativen Experimentdurchlauf der
prozentuale Anteil infizierter Zellen in Abhéngigkeit von den transfizierten Expressionsplasmiden mit An-
gabe jeweiliger Transfektionseffizienzen dargestellt. In (B-C) ist der prozentuale Anteil infizierter Zellen als
Mittelwert +SEM aus drei unabhéngigen Experimentdurchlaufen (n=3 fiir B-C) dargestellt; die Signifi-
kanzanalyse erfolgte durch den Student t-Test mit Angabe der Signifikanzniveaus *=p<0.05, **=p<0.01,
*¥**=p<0.001. In (D) sind die IP-10-Konzentrationen der Zelliiberstande als Mittelwerte +SEM aus zwei
unabhingigen Experimentdurchldufen dargestellt. Eine Signifikanzanalyse erfolgte hier bei n=2 fiir D
nicht.
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3.3.1.3 Keine Kolokalisation von TRIMY9 und VSV

Weiterhin wurde tiberpriift, ob die intrazelluldre Lokalisation von TRIMY von einer Virusinfektion
beeinflusst wird, beziehungsweise ob TRIM9 wihrend einer Infektion méglicherweise mit den Orten

der Virusreplikation kolokalisiert vorliegt.

Hierfiir wurde in einem ersten Schritt ein fiir C-terminal mittels mCherry fluoreszenzmarkiertes
TRIMOII kodierendes Expressionsplasmid kloniert und die intrazellulire Lokalisation im Rahmen ei-
ner transienten Uberexpression mit der von N-terminal mittels GFP fluoreszenzmarkiertem TRIMOI
verglichen. Es zeigte sich dabei in den Zelllinien 1205Lu und HEK293, dass die C-terminale Fluores-
zenzmarkierung mittels mCherry ein vermehrt streifenférmig mikrotubuliassoziiertes Verteilungs-
muster bedingt, wahrend die N-terminale Fluoreszenzmarkierung mittels GFP zu einer vermehrt
punktférmigen Lokalisation in Form intrazellulérer Verdichtungen fithrte (siche Abb. .

N-GFP-TRIM9-C N-TRIM9-mCherry-C N-mCherry-C

1205Lu WT

HEK293 WT

Abbildung 3.3.9: Fluoreszenzmarkiertes TRIMSI hat bei transienter Uberexpression so-
wohl ein streifenférmiges, moglicherweise mikrotubuliassoziiertes Verteilungsmuster als
auch die Form intrazellular-punktformiger Verdichtungen. Dabei scheint die N-terminale
GFP-Markierung ein punktformiges und die C-terminale mCherry-Markierung ein strei-
fenformiges Verteilungsmuster zu begiinstigen. Nach Ausplattieren von 50.000 1205Lu-WT-Zellen
oder HEK293-WT-Zellen pro well auf Deckglisern im 24-well-Format wurden am néchsten Tag folgen-
de Expressionsplasmide (350 ng pro /well) transfiziert: ,N-GFP-TRIM9-C*, ,N-TRIM9-mCherry-C¢,
»2N-mCherry-C“. Es folgte die Fixation in vierprozentiger PFA-Losung, das Anfiarben von Nukleinsiu-
ren mittels ,,Hoechst33342¢ sowie das Aufbringen auf einen Objekttrager. Mittels konfokaler Mikroskopie
wurden intrazelluldre Verteilungsmuster analysiert.
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Des Weiteren wurde eine mogliche Kolokalisation von TRIMO9I und fluoreszenzmarkiertem VSV
(Fusion des viralen Phosphoproteins mit GFP) untersucht. In der Zelllinie HEK293 stellte sich
dabei heraus, dass TRIM9I auch wéhrend einer Infektion mit VSV weiterhin in streifenférmigen
Verteilungsmustern lokalisiert bleibt und intrazellular dabei nicht mit dem VSV-Phosphoprotein
kolokalisiert vorliegt (siehe Abb.

12 Stunden postinfektios 24 Stunden postinfektios

Abbildung 3.3.10: TRIMOYI ist im Rahmen einer Infektion mit VSV weiterhin in mikrotubu-
liassoziierten Verteilungsmustern lokalisiert. Es zeigt sich keine Kolokalisation von TRIM9
und dem VSV-Phosphoprotein in der Zelllinie HEK293. Nach Ausplattieren von 50.000 HEK293-
Zellen pro well auf Deckglasern im 24-well-Format wurden die Zellen am Folgetag mit dem Expressions-
plasmid ,,N-TRIM9-mCherry-C* (350 ng pro /well) transfiziert. 24 Stunden spéter erfolgte die Infektion
mit VSV-p-GFP (Mol 1). Zwolf Stunden und 24 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen in vier-
prozentiger PFA-Losung fixiert, Nukleinsduren mittels ,,Hoechst33342* angefarbt und die Deckglédser auf
Objekttrager aufgebracht. Mittels konfokaler Mikroskopie wurden intrazelluldre Verteilungsmuster ana-
lysiert.

3.3.2 Infektionen mit (+)ssRNA-Viren

Nachdem fiir (-)ssRNA-Virus-Infektionen (vor allem fiir VSV-Infektionen und hinsichtlich der virus-
induzierten Immunantwort fiir Sendai-Virus-Infektionen) eine mit der TRIM9-Defizienz assoziierte,
signifikante Inhibition der Virusreplikation demonstriert werden konnte, wurde im folgenden Ab-
schnitt ein moglicher Einfluss der Expression von TRIM9 auf die Replikation von (+)ssRNA-Viren

sowie auf die in diesem Rahmen induzierte Zytokinantwort untersucht.
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3.3.2.1 Virusreplikation und Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen

In der Zelllinie 1205Lu konnte auch fiir (+)ssRNA-Viren ein signifikanter Einfluss des TRIM9-
Expressionsniveaus auf die Virusreplikation sowie auf die virusinduzierte Immunantwort gemessen

werden.

Dabei zeigte sich zunéchst, dass sowohl das Enzephalomyokarditis-Virus (EMCV) als auch das
Semliki-forest-Virus (SFV) in allen verwendeten 1205Lu-Zellklonen replizieren kénnen, da eini-
ge Stunden nach Infektion im Uberstand der Zellen deutlich héhere Zahlen von Viruspartikeln
gefunden werden konnten, als fiir die Infektion verwendet wurden (siche Abb. [3.3.11). In TRIMY-
defizienten Zellen war im Vergleich zum Wildtyp dariiber hinaus eine signifikante Inhibition der
Virusreplikation beider Viren zu beobachten (siehe Abb. B/D). Wéhrend dieser Phénotyp
hinsichtlich der Virusreplikation demjenigen im Rahmen von Infektionen mit VSV glich, waren
hinsichtlich der virusinduzierten Immunantwort deutliche Unterschiede sichtbar: Wahrend TRIM9-
defiziente Zellen nach einer Infektion mit VSV eine verminderte Immunantwort zeigten, waren im
Rahmen der Infektion mit EMCV und SFV in TRIMO9-defizienten Zellen gesteigerte Sekretionen
von IP-10 nachweisbar (siche Abb. A/C).

Derselbe Effekt zeigte sich auch im Rahmen einer Infektion mit dem Gelbfieber-Impf-Virus (yel-
low fever virus, YFV). Es konnte auch fiir YFV eine Replikationskompetenz in den verwendeten
1205Lu-Zellklonen demonstriert werden: Wahrend die Virionenlast im Zelliiberstand 24 Stunden
postinfektios unter den Infektionstiter sank, ndherte sich innerhalb weiterer 48 Stunden die Vi-
rionenlast im Zelliiberstand TRIM9-defizienter Zellen wieder dem Infektionstiter an und {iberstieg
diesen im Uberstand der Wildtypzellen deutlich. Damit konnte auch im Rahmen der YFV-Infektion
fir TRIMO-defiziente Zellen im Wildtypvergleich eine signifikante Inhibition der Virusreplikation
demonstriert werden (siehe Abb. B/D). Weiter ist im Uberstand TRIM9-defizienter Zellen
nach einer YFV-Infektion eine im Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Sekretion von IP-10 nach-
weisbar gewesen, sodass dieser Phianotyp jenem nach Infektion mit EMCV und SFV gleicht (siehe

Abb. A/C).

Weiterhin wurde der Einfluss des TRIM9-Expressionsniveaus im Rahmen einer Infektion mit Mengo-
Virus untersucht. Dabei zeigte sich hierbei im Gegensatz zu SFV, EMCV und YFV jedoch keine
klare Replikationskompetenz des Mengo-Virus in 1205Lu-Zellen: Sowohl 24 Stunden als auch 48
Stunden postinfektits stagnierte die Virionenlast in den Zelliiberstdnden knapp unterhalb des Infek-
tionstiters (siehe Abb. A/C). Ob hierbei die Virusreplikation im engeren Sinne oder andere
Teile des viralen Lebenszyklus (entry, assembly, budding) gestort sind, wurde an dieser Stelle nicht
weiter geklart. Trotz insuffizienter Virusreplikation war im Rahmen der Infektion jedoch eine héhe-

re IP-10-Sekretion im Uberstand von TRIM9-defizienten Zellen nachweisbar als im Uberstand von
Wildtypzellen (siche Abb.|3.3.13] B/D).
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Abbildung 3.3.11: EMCV und SFV replizieren schlechter in TRIM9-defizienten 1205Lu-
Zellen und induzieren in ihnen mehr IP-10 als in 1205Lu-WT-Zellen. Drei verschiedene 1205Lu-
TRIM9-KO-Klone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden jeweils mit 100.000 Zellen pro well auf einer 24-well-
Flachbodenplatte ausplattiert. Dabei wurden als zusétzliche Wildtypkontrollen sowie als Kontrolle der im
Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung stattgefundenen Einzelzellklonierung zusétzlich zur 1205Lu-WT-
Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellverdiinnung und klonale Expansion etablierten Zelllinien 1205Lu-
WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 in einige Experimentdurchldufe miteinbezogen. 24 Stunden nach dem
Ausplattieren der Zellen erfolgte die Infektion mit SFV (Mol 0,1) oder EMCV (Mol 1). Nach weiteren
24 Stunden erfolgte die Abnahme der Zelliiberstinde, aus denen mittels ELISA die Konzentrationen von
IP-10 (A/C) sowie mittels TCID50-assays die Virustiter (B/D) bestimmt wurden. Die Daten sind als
Mittelwerte +SEM aus allen in der Grafik als ,n“ angegebenen, unabhéngigen Experimenten fir alle
Zelllinien einzeln angegeben. Zusatzlich ist der Mittelwert aus allen drei 1205Lu-WT-Zelllinien (1205Lu
WT MW) sowie aus allen drei TRIM9-defizienten Zelllinien (1205Lu TRIM9 KO MW) angegeben. Die
Signifikanzniveaus wurden mit dem Student t-Test fiir die markierten Vergleiche bestimmt und sind
angegeben als ¥*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, n.s.=nicht signifikant.
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Abbildung 3.3.12: Das YF-Impf-Virus (YFV) repliziert schlechter in TRIM9-defizienten
1205Lu-Zellen und induziert in ihnen mehr IP-10 als in 1205Lu-WT-Zellen. Drei verschiede-
ne 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden jeweils mit 100.000 Zellen pro well auf
einer 24-well-Flachbodenplatte ausplattiert. Dabei wurden als zusétzliche Wildtypkontrollen sowie als
Kontrolle der im Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung stattgefundenen Einzelzellklonierung zusétzlich
zur 1205Lu-WT-Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellverdiinnung und klonale Expansion etablierten
Zelllinien 1205Lu-WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 in einige Experimentdurchlédufe miteinbezogen. 24
Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen erfolgte die Infektion mit YFV (Mol 25). Nach weiteren 24
Stunden (A/B) sowie 72 Stunden (C/D) erfolgte die Abnahme der Zelliibersténde, aus denen mittels ELI-
SA die Konzentrationen von IP-10 (A/C) sowie mittels TCID50-assays die Virustiter (B/D) bestimmt
wurden. (A/B): Die Auswertung 24 Stunden postinfektios erfolgte in einem einmalig durchgefiithrten
Experiment (einzeln n=1). Auf Basis des in Triplikaten durchgefithrten ELISA sowie des in acht Re-
plikaten durchgefithrten TCID50-assays sind die Daten als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer
Fehler) dargestellt. Zusétzlich erfolgte ein pooling der Daten einzelner 1205Lu-TRIM9-KO-Klone, welches
als 1205Lu-TRIM9-KO-MW (MW n=3) dargestellt ist. (C/D): Die Daten sind als Mittelwerte +SEM
auf Basis zwei unabhéngig durchgefithrter Experimentdurchliufe (einzeln n=2) fir die 1205Lu-Zellklone
einzeln dargestellt sowie zusétzlich gepoolt als Mittelwert der verwendeten 1205Lu-WT-Zelllinien sowie
1205Lu-TRIM9-KO-Zelllinien (WT MW / KO MW n=6). Die Signifikanzniveaus wurden mit dem
Student t-Test fiir die markierten Vergleiche bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01,
*H*=p<0.001.
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Abbildung 3.3.13: Mengo-Virus kann in der Zelllinie 1205Lu nicht suffizient replizieren
(A/C). Trotzdem ist eine TRIM9-Defizienz-vermittelte Verstirkung der virusinduzierten
Sekretion von IP-10 zu beobachten (B/D). Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie
1205Lu-WT-Zellen wurden jeweils mit 100.000 Zellen pro well auf einer 24-well-Flachbodenplatte aus-
plattiert. 24 Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen erfolgte die Infektion mit Mengo-Virus (Mol
50). Nach weiteren 24 Stunden (A/B) sowie 48 Stunden (C/D) erfolgte die Abnahme der Zelliiberstande,
aus denen mittels ELISA die Konzentrationen von IP-10 (B/D, ND=unterhalb der Nachweisgrenze) so-
wie mittels TCID50-assays die Virustiter (A/C) bestimmt wurden. (A /B): Die Auswertung 24 Stunden
postinfektios erfolgte in einem einmalig durchgefithrten Experiment (einzeln n=1). Auf Basis des in
Triplikaten durchgefithrten ELISA sowie des in acht Replikaten durchgefiihrten TCID50-assays sind die
Daten als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) dargestellt. Zusétzlich erfolgte ein pooling
der Daten einzelner 1205Lu-TRIM9-KO-Klone, welches als 1205Lu-TRIM9-KO-MW (MW n=3) darge-
stellt ist. (C/D): Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus zwei unabhingigen Experimentdurchlaufen
fiir die 1205Lu-Zellklone einzeln (einzeln n=2) dargestellt sowie zusétzlich gepoolt als Mittelwert der
verwendeten 1205Lu-TRIM9-KO-Zelllinien (KO MW n=6).

Es konnte damit gegensétzlich zu Infektionen mit (-)ssRNA-Viren (VSV, SeV) fir Infektionen
mit (+)ssRNA-Viren (SFV, EMCV, YFV, Mengo-Virus) eine gesteigerte Sekretion von IP-10 fiir
TRIM9-defiziente Zellen im Wildtypvergleich gezeigt werden. Ebenso war fiir alle in der Zelllinie
1205Lu replikationskompetenten (+)ssRNA-Viren (SFV, EMCV, YFV) eine durch die TRIMO-
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Defizienz bedingte Inhibition der Virusreplikation nachweisbar. Damit bleibt die M&glichkeit offen,
dass gegensitzlich zu VSV wéihrend der Infektion aller getesteten (4)ssRNA-Viren primér die
Immunantwort durch die TRIM9-Defizienz beeinflusst wird und - bedingt durch deren Verstarkung

- die Virusreplikation sekundér inhibiert wird.
3.3.2.2 Stimulation mit RNNA-Isolaten HCV-infizierter Zellen

Da eine Assoziation eines SNPs der TRIM9-3’UTR mit dem Verlauf einer HCV-Infektion der Aus-
16ser fir dieses Projekt war, wurde insbesondere untersucht, ob TRIM9 einen Einfluss auf die

HCV-induzierte Immunantwort sowie auf die resultierende Virusreplikation hat.

Aus Sicherheitsgriinden konnte im Rahmen dieser Arbeit nur mit RNA-Isolaten aus Hepatitis-C-
infizierten Zellen gearbeitet werden, sodass auf dieser Grundlage im Wesentlichen die durch die
genomische RNA des Virus beziehungsweise durch auftretende Replikationsintermediate induzierte
Immunantwort in Abhéingigkeit von dem TRIM9-Expressionsniveau charakterisiert wurde!. So ist
nach Transfektion genomischer Hepatitis-C-RNA eine Virusreplikation aufgrund der positiven Po-
laritdt moglich, aufgrund des Hepatotropismus des Hepatitis-C-Virus ist jedoch davon auszugehen,
dass es durch gegebenenfalls sezernierte Virionen innerhalb der Melonomzelllinie 1205Lu nicht zur
Neuinfektion der Zellen kommt. Es zeigte sich nach Transfektion der RNA-Isolate in der Zellli-
nie 1205Lu im Wildtypvergleich eine signifikant gesteigerte IP-10-Sekretion in TRIM9-defizienten
Zellen. Damit gleicht dieser Phénotyp einer gesteigerten Immunantwort der bereits im Rahmen
der Infektion mit anderen (+)ssRNA-Viren demonstrierten Steigerung der Sekretion von IP-10 in
Abwesenheit von TRIMO.

[ 1205Luwr

] 1205Lu TRIM9 KO 1 Abbildung 3.3.14: Die Transfektion von RNA-
Isolaten aus HCV-infizierten Zellen induziert
in TRIMY9-defizienten 1205Lu-Zellen hohere
I 1205Lu TRIM KO 5 Mengen an IP-10 als in 1205Lu-Wildtypzellen.
EE3 1205Lu TRIM9 KO MW Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie
1205Lu-WT-Zellen wurden jeweils mit 100.000 Zel-
len pro well auf einer 24-well-Flachbodenplatte aus-
plattiert. Am néchsten Tag erfolgte die Transfekti-
300- * on von RNA-Isolaten Hepatitis-C-infizierter Huh7.5-
I Zellen® (1 pg pro well) sowie als Kontrolle die Trans-

1 1205Lu TRIM9 KO 3

fektion von nicht immunstimulatorischer Co4-RNA.
18 Stunden nach der Transfektion wurden die Kon-
zentrationen von IP-10 in den Zelliiberstdnden mittels
eines fiur jeden Experimentdurchlauf in Triplikaten
durchgefithrten ELISA (ND = unterhalb der Nach-
weisgrenze) gemessen. Die Daten sind als Mittelwerte
+SEM aus fiinf unabhéngigen Experimentwiederho-
lungen fiir alle Zelllinien einzeln (einzeln n=>5) sowie
als Mittelwert aller 1205Lu-TRIM9-KO-Klone (KO
MW n=15) dargestellt. Die Signifikanzniveaus wur-
den mit dem Student t-Test fiir die markierten Ver-
gleiche bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05,
**=p<0.01, ¥*=p<0.001, n.s.=nicht signifikant.
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'Die RNA-Isolate Hepatitis-C-infizierter Huh7.5-Zellen wurden von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Protzer
(Institut fiir Virologie der Technischen Universitdt Miinchen) bereitgestellt.
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3.4 Modulation der Signalwege des angeboren antiviralen Immun-
systems durch TRIM9

Abschnittsiiberblick Seite
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[3.4.3  Kein Einfluss der TRIM9-Expression auf die Interferon-5-induzierte Sekre- |
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13.4.4  Gesteigerte TLR3-induzierte Zytokinantwort in TRIM9-defizienten Zellen| 92

13.4.5  Gesteigerte Induktion von ISG-15 in TRIM9-defizienten Zellen|. . . . . . . 95

3.4.1 TRIM9 als Inhibitor der Aktivierung von NF-xB

Kiirzlich wurde durch Shi et al. ein molekularer Mechanismus beschrieben, iiber den TRIM9 eine
inhibitorisch regulative Wirkung auf die Aktivierung von NF-xB ausiibt, siehe Abschnitt [1.2.3.2]
. Vor dem Hintergrund eines moéglichen Zusammenhanges mit dem in Abschnitt
gezeigten Phanotyp einer von dem TRIM9-Expressionsniveau abhéngigen Virusreplikation sowie
virusinduzierten Immunantwort wurde der Einfluss von TRIM9 auf die Aktivierung von NF-xB

mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten Zelllinien experimentell untersucht.

Dagzu erfolgte die Stimulation der verschiedenen TRIM9-defizienten sowie TRIM9-{iberexprimieren-
den Zellen durch TNF-« beziehungsweise Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA). Die dadurch in-
duzierte Aktivierung von NF-xB im Vergleich zu Wildtypzellen wurde mit NF-xB-Reporterkonstruk-
ten basierend auf dem Prinzip dualer Luciferase-assays (siche Abschnitt quantifiziert. Dabei
basiert die TNF-a-induzierte NF-xB-Aktivierung auf der IxB-Enzymkomplex-vermittelten Phos-
phorylierung und dem folgenden, proteasomalen Abbau von IkBa. Die PMA-induzierte NF-xB-
Aktivierung basiert auf der PMA-vermittelten Aktivierung mehrerer Isoformen der Proteinkinase
C, welche iiber eine Aktvierung von IKK/ ebenfalls den proteasomalen Abbau von IxkBa induzie-
ren. Sowohl TNF-« als auch PMA aktivieren damit den kanonischen NF-xB-Signalweg. Wahrend
die Zelllinie HEK293 sensitiv gegeniiber TNF-« ist, sind die Zelllinien A549 und 1205Lu als weniger
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sensitiv gegeniiber TNF-« beschrieben worden [Manna and Aggarwal, 2000]. Die Aktivierung von
NF-kB erfolgte hier ausschliellich durch Stimulation mit PMA.

HEK293* WT HEK293* WT
Renilla Reporter: pRL SV-40 Renilla Reporter: pRL SV-40
Firefly Reporter: NF-kB (3x) Firefly Reporter: NF-kB (3x)
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Abbildung 3.4.1: Die transiente Uberexpression von TRIMS9I inhibiert die TNF-o- und
PMA-induzierte NF-xB-Aktivierung in der Zelllinie HEK293. 25.000 HEK293*-WT-Zellen' wur-
den pro well in 96-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Am nédchsten Tag erfolgte die Transfektion von
je 40 ng des ,,3x-NF-xB-Firefly-Reporterplasmids“ und ,, Renilla-Kontrollplasmids“ sowie zeitgleich die
Transfektion der angegebenen Mengen eines TRIM9-Expressionsplasmids. Die Menge eines zugesetzten
Leervektors wurde in jeder Stimulationsbedingung vor dem Hintergrund einer konstanten, transfizier-
ten Gesamtmenge an Plasmiden von 140 ng pro well gewéhlt. Sechs Stunden spéter wurden die Zellen
unter Austausch des Mediums mit den angegebenen Mengen PMA beziehungsweise TNF-« stimuliert.
Nach weiteren 18 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen wurde nach
Substratzugabe mittels Lumineszenz ausgelesen. Das Experiment wurde hinsichtlich aller Messwerte in
Triplikaten durchgefiihrt, jedoch nicht zu unabhéngigen Zeitpunkten wiederholt (n=1). Die Daten sind
als Mittelwerte +SEM auf Basis der Triplikate (hier als methodischer Fehler) als Verhéltnis von Firefly-
zu Renilla-Luciferaseaktivitit angegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.

In der Zelllinie HEK293*! wurde zunéchst der Effekt einer transienten Uberexpression von TRIM91
auf die NF-kB-Aktivierung nach Stimulation mit TNF-a und PMA tberprift. Es zeigte sich der
nach Shi et al. erwartete, dosisabhéngig inhibitorische Effekt von TRIMOI auf die durch TNF-«

sowie PMA induzierte NF-xB-Aktivierung unabhéngig von der Stimulationsintensitat, siche Abb.

[Shi et al., 2014].

Auch in der Zelllinie 1205Lu konnte ein dosisabhéngig inhibitorischer Effekt von TRIMOI auf die
PMA-induzierte Aktivierung von NF-xB mittels transienter TRIM9-Uberexpression nachgewiesen
werden (sieche Abb. A). Damit konsistent zeigten TRIMO9-defiziente 1205Lu-Zellen eine im
Vergleich zu 1205Lu-WT-Zellen erwartungsgeméfl gesteigerte NF-xB-Aktivitdt nach Stimulation
mit PMA. In Abbildung B ist diesbeziiglich ein repréisentatives aus mehreren Experimenten
dargestellt. Der Effekt einer durch die TRIM9-Defizienz gesteigerten PMA-induzierten Aktivierung
von NF-xB konnte unter Verwendung eines zweiten NF-xB-Reporterplasmids reproduziert werden

(Daten nicht gezeigt).

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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Abbildung 3.4.2: Die transiente Uberexpression von TRIM9I inhibiert die PMA-induzierte
NF-xB-Aktivierung in der Zelllinie 1205Lu (A). Der knock-out beider TRIM9-Isoformen
wirkt sich gegensétzlich fordernd auf die Aktivierung von NF-xB aus (B). 1205Lu-WT-
Zellen (A/B) sowie 1205Lu-TRIM9-KO-Zellen (B) wurden mit 30.000 Zellen pro well in 96-well-
Flachbodenplatten ausplattiert. Am néchsten Tag erfolgte die Transfektion von je 40 ng eines Firef-
ly-Reporterplasmids (A: ,,3x-NF-xB- Firefly-Reporterplasmid®, B: ,,6x-NF-xB- Firefly-Reporterplasmid“)
und eines Renilla-Kontrollplasmids. Zusétzlich wurde im Rahmen der transienten TRIM9-Uberexpression
in (A) eine Plasmidmenge von 60 ng kotransfiziert, die neben einem Leervektor die in (A) angegebenen
Mengen eines TRIM9-Expressionsplasmids beinhaltete. Sechs Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen unter Austausch des Mediums mit den angegebenen Mengen PMA stimuliert. Nach weiteren
18 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen wurde nach Substratzugabe
mittels Lumineszenz ausgelesen. Das Experiment wurde hinsichtlich aller Messwerte in Triplikaten durch-
gefithrt, jedoch nicht zu unabhéngigen Zeitpunkten wiederholt (n=1). Die Daten sind als Mittelwerte
+SEM auf Basis der Triplikate (hier als methodischer Fehler) als Verhéltnis von Firefly- zu Renilla-
Luciferaseaktivitdt angegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.

Auch in der Zelllinie A549 konnte im Rahmen aller applizierten Dosierungen von PMA der dosisab-
héngig inhibitorische Effekt einer transienten Uberexpression von TRIMII auf die PMA-induzierte
Aktivierung von NF-xB nachgewiesen werden (siehe Abb. , A). Zu dem Effekt einer transi-
enten Uberexpression von TRIMOI] konsistent war der Unterschied zwischen der stabil TRIMO9I-
iiberexprimierenden A549-Zelllinie und dem korrespondieren Wildtyp: Auch die stabile Uberex-
pression reduzierte die PMA-induzierte NF-xB-Aktivierung im Wildtypvergleich (siehe Abb.
C). Dabei entsprach die Stiirke des Effektes der stabilen Uberexpression in etwa dem transienten
Uberexpressionseffekt unter der Verwendung von 20 ng TRIM9-HA-Plasmid. Konsistent zu dem
Effekt der TRIM9-Uberexpression zeigten beide TRIM9-defizienten A549-Klone erwartungsgemisf
eine gesteigerte NF-xB-Aktivierung nach Stimulation mit PMA im Vergleich zum korrespondieren-
den Wildtyp (siehe Abb. B). Abbildung stellt dabei drei repriasentative Experimente
dar, welche jeweils auch unter Verwendung eines zweiten NF-xB-Reporterplasmids (Daten nicht

gezeigt) reproduzierbar gewesen sind.
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Zusammenfassend konnte damit ein inhibitorischer Effekt von TRIM9 auf die NF-xB-Aktivierung
fiir die Zelllinien HEK293*!, A549 sowie 1205Lu gezeigt werden. Dabei zeigte sich, dass nicht nur
die Uberexpression von TRIMII die NF-xB-Aktivierung beeinflusst, sondern auch der Wegfall der
endogenen TRIM9-Expression einen gegenlaufigen Effekt auf die NF-xB-Aktivierung hat.
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Abbildung 3.4.3: Die transiente Uberexpression von TRIM9I1 (A) inhibiert ebenso wie die
stabile Uberexpression von TRIM9I (C) die PMA-induzierte NF-xB-Aktivierung in der
Zelllinie A549. Der knock-out beider TRIM9-Isoformen wirkt sich gegensétzlich férdernd
auf die Aktivierung von NF-xB aus (B). A549-WT-Zellen (A) sowie A549-TRIM9-KO-Zellen (B)
beziehungsweise Zellen des A549-TRIM9-OE-Klons 1 (C) wurden mit jeweils 20.000 Zellen pro well in
96-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Am néchsten Tag erfolgte die Transfektion von je 40 ng des
,,3x-NF-kB- Firefly-Reporterplasmids“ und ,, Renilla-Kontrollplasmids*. Zuséatzlich wurde im Rahmen der
transienten TRIM9-Uberexpression in (A) eine Plasmidmenge von 60 ng transfiziert, die neben einem
Leervektor die in (A) angegebenen Mengen eines TRIM9-Expressionsplasmids beinhaltete. Sechs Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen unter Austausch des Mediums mit den angegebenen Mengen PMA
stimuliert. Nach weiteren 18 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen wurde
nach Substratzugabe mittels Lumineszenz ausgelesen. Das Experiment wurde hinsichtlich aller Messwerte
in Triplikaten durchgefiihrt, jedoch nicht zu unabhéngigen Zeitpunkten wiederholt (n=1). Die Daten sind
als Mittelwerte +SEM auf Basis der Triplikate (hier als methodischer Fehler) als Verhéltnis von Firefly-
zu Renilla-Luciferaseaktivitdt angegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.

3.4.2 Der Einfluss von TRIM9 auf die RLR-induzierte Immunantwort

Um mogliche Einfliisse der TRIM9-Expression auf das downstream-signaling RIG-I-dhnlicher-Rezep-
toren (RLRs) sowie Einfliisse auf die Induktion von interferon stimulated genes (ISGs) zu unter-
suchen, wurden im Folgenden nicht virale Stimulantien getestet. Dadurch kann die konstante und
reproduzierbare Stimulation definierter Mustererkennungsrezeptoren in einer von der Virusreplika-

tion unabhéingigen Art sichergestellt werden.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HEK293-WT-Zelllinien verwendet, siche Abschnitt und Tab.
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3.4.2.1 Der Einfluss des TRIM9-knock-outs auf die RLR-induzierte Immunantwort

Nach Aktivierung von RIG-I und MDAS durch synthetische Liganden wurde der Einfluss des
TRIM9-Expressionsniveaus auf die resultierende Induktion verschiedener Zytokine charakterisiert.
Dabei wurde die Genexpression verschiedener Zytokine zu spezifischen Zeitpunkten mittels qRT-
PCR und die zeitlich kumulative Sekretion von IP-10 sowie IL-6 mittels ELISA quantifiziert.

Um eine RLR-vermittelte Immunantwort auszulésen, erfolgte die Stimulation von MDAS5 durch
Transfektion hochmolekularer Polyinosin-Polycytosin-Saure (pl:C) sowie die Stimulation von RIG-
I durch Transfektion von mittels In-vitro-Transkription hergestellter Triphosphat-RNA (3pRNA).
Um zeitgleich eine potentielle Aktivierung von TLR3 durch nicht transfizierte Anteile des zuge-
gebenen pl:C zu reduzieren, erfolgte in einigen Experimenten vorab die Zugabe von Chloroquin.
In Abschnitt konnte eine Steigerung der MDAB-Spezifitdt durch Zugabe von Chloroquin de-
monstriert werden (siehe Abb. [3.1.3)).

In der Zelllinie 1205Lu konnte kein signifikanter Einfluss der TRIM9-Expression auf die kumulative
Sekretion von IP-10 innerhalb von 24 Stunden nach Aktivierung von RIG-I nachgewiesen wer-
den (siehe Abb. . Ebenso hinsichtlich der MDAb5-induzierten Sekretion von IP-10 innerhalb
von 24 Stunden nach Transfektion von pl:C und vorheriger Applikation von Chloroquin konnte
kein signifikanter Effekt der TRIM9-Expression gezeigt werden (siehe Abb. . Dabei wurden
durch Miteinbeziehung der aus der Wildtypzelllinie entstandenen Einzelzellklone 1205Lu-WT-SSC-
1 und 1205Lu-WT-SSC-2 zusitzlich potentielle Nebeneffekte der im Rahmen der CRISPR/Cas9-

Geneditierung stattgefundenen Einzelzellklonierung kontrolliert.
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Abbildung 3.4.4: Die TRIM9-Defizienz hat keinen signifikanten Einfluss auf die RIG-I-
induzierte Sekretion von IP-10. Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie 1205Lu-WT-
Zellen wurden mit 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Dabei wurden als
zusétzliche Wildtypkontrollen sowie als Kontrolle der im Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung stattgefun-
denen Einzelzellklonierung zuséatzlich zur 1205Lu-WT-Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellverdiinnung
und klonale Expansion etablierten Zelllinien 1205Lu-WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 in einige Ex-
perimentdurchlidufe miteinbezogen. Am folgenden Tag wurden 1000 ng/ml 3pRNA sowie als Kontrolle
nicht immunstimulatorische Co4-RNA transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die Messung von IP-10 in
den Zelliiberstdnden mittels eines in Triplikaten durchgefithrten ELISA. Die Daten sind als Mittelwer-
te +SEM aus der in der Grafik als ,n“ angegebenen Anzahl unabhéngiger Experimentwiederholungen
angegeben. Als ,,1205Lu WT MW sowie ,,1205Lu KO MW* ist das pooling aller WT-Messwerte bezie-
hungsweise TRIM9-KO-Messwerte dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde mit dem Student t-Test fiir
den markierten Vergleich bestimmt und ist angegeben als *=p<0.05, n.s.=nicht signifikant bei p>0.5.
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Abbildung 3.4.5: Die TRIM9-Defizienz hat keinen signifikanten Einfluss auf die MDAS5-
induzierte Sekretion von IP-10. Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie 1205Lu-WT-
Zellen wurden mit 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Dabei wurden als
zusétzliche Wildtypkontrollen sowie als Kontrolle der im Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung stattgefun-
denen Einzelzellklonierung zusétzlich zur 1205Lu-WT-Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellverdiinnung
und klonale Expansion etablierten Zelllinien 1205Lu-WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 miteinbezogen.
Am folgenden Tag wurden 20 ng/ml HMW pl:C sowie als Kontrolle nicht immunstimulatorische Co4-
RNA transfiziert, nachdem zwei Stunden zuvor das Zellmedium mit 25 pM Chloroquin versetzt wurde.
Nach 24 Stunden erfolgte die Messung von IP-10 in den Zelliiberstdnden mittels eines in Triplikaten
durchgefithrten ELISA. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM fir alle Messwerte einzeln aus zwei unab-
héngigien Experimentdurchlaufen (einzeln n=2) sowie als ,,1205Lu WT MW* und ,,1205Lu KO MW*
als pooling aller WT-Messwerte beziehungsweise TRIM9-KO-Messwerte (MW n=6) dargestellt. Das Si-
gnifikanzniveau wurde mit dem Student t-Test fiir den markierten Vergleich bestimmt und ist angegeben
als *=p<0.05, n.s.=nicht signifikant bei p>0.5.

Zusammenfassend war die kumulative Sekretion von IP-10 (hier als Maf fiir die Typ-I-Interferon-
basierte Immunantwort) innerhalb von 24 Stunden nach Aktivierung von RIG-I und MDAS5 zwi-
schen TRIM9-defizienten Zellen und Wildtypzellen nicht als signifikant verschieden zu messen gewe-
sen. Weiterhin wurden die kumulativen Sekretionen von IP-10 und Interleukin-6 zu einem fritheren
Zeitpunkt nach RLR-Stimulation (nach 18 Stunden) sowie die zu diesem Zeitpunkt hochregu-
lierten Gene Interferon-3, ISG-15, ISG-54 und IP-10 mittels qRT-PCR quantifiziert (siehe Abb.
. Dabei zeigte sich nach vier unabhéngigen Wiederholungen erneut hinsichtlich der Sekreti-
on von IP-10 kein Unterschied zwischen TRIM9-defizienten Zellen und dem korrespondierenden
Wildtyp unter separater Betrachtung dreier TRIMO9-defizienter Einzelzellklone (siehe Abb.
A). Auch hinsichtlich der Sekretion von Interleukin-6 zeigte sich kein eindeutiger Phénotyp, der
von der TRIM9-Expression abhéngig wére, wobei die verminderte Sekretion nur eines der TRIM9-
defizienten Zellklone eher als Nebeneffekt der Einzelzellklonierung interpretiert wird (siehe Abb.
3.4.7, B). Hinsichtlich der mittels qRT-PCR quantifizierten Induktion von Interferon-3, ISG-15,
ISG-54 und IP-10 waren mit Ausnahme von ISG-15 ebenso keine signifikanten Unterschiede in Ab-
héangigkeit von der TRIM9-Expression messbar (sieche Abb. C-F). Der Effekt einer verstéarkten
Induktion von ISG-15 in TRIM9-defizienten Zellen ist vor dem Hintergrund deren gesteigerter NF-
kB-Aktivitit (siehe Abb. moglicherweise auf eine verstarkte NF-xB-Abhéngigkeit von ISG-15

zurtickzufiithren [Desai et al., |2006].

Um in einem letzten Schritt die zeitlich kumulative Induktion und Sekretion von Interferon-£

auf direkterem Weg als nur riickschliefend iiber eine Quantifizierung von durch Typ-I-Interferon
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induzierbaren Genen zu messen, wurde die Aktivitidt des Interferon-3-Promotors mittels eines dua-
len Luciferase-Reporter-assays quantifiziert. Es zeigte sich, dass auch hier die zeitlich kumulative
Promotoraktivierung innerhalb von 20 bis 24 Stunden nach Aktivierung der RLRs durch ein unter-
schiedliches TRIM9-Expressionsniveau nicht signifikant beeinflusst wird (siehe Abb. [3.4.6]. Dabei
wurde sowohl endogenes RIG-I durch 3pRNA als auch das RLR-downstream-signaling direkt mittels
Kotransfektion der signalweitergebenden CARD-Doménen von RIG-I und MDAS5 aktiviert.

Zusammenfassend konnte im Rahmen der Aktivierung von RIG-I und MDAS kein signifikanter Ein-
fluss des TRIM9-Expressionsniveaus auf die resultierende Immunantwort gemessen werden. Auch
wenn die Promotorregion des Interferon-5-Gens eine NF-xB-Bindungsstelle enthélt, aufgrund de-
ren Existenz eine gesteigerte Immunantwort TRIM9-defizienter Zellen vor dem Hintergrund einer
gesteigerten NF-xB-Aktivitat (sieche Abb. nahe ldge, konnte ein solcher Effekt nicht gemessen
werden. Lediglich die Induktion von ISG-15 nach Aktivierung von RIG-I oder MDAS war fiir die
TRIM9-defizienten Zelllinien signifikant gegeniiber dem Wildtyp gesteigert.
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Abbildung 3.4.6: Die TRIM9-Defizienz hat keinen signifikanten Einfluss auf die RIG-I- oder
MDAS5-induzierte Aktivierung des Interferon-p-Promotors. Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-
KO-Klone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit 30.000 Zellen pro well in 96-well-Flachbodenplatten aus-
plattiert. Am nachsten Tag erfolgte die Transfektion von je 40 ng des ,Interferon-S-Reporterplasmids®
und ,, Renilla-Kontrollplasmids®. Zusétzlich wurde eine Plasmidmenge von 60 ng transfiziert, die entwe-
der einem Leervektor oder Expressionsplasmide kodierend fiir die RIG-I- oder MDA5-CARD-Doménen
enthielt. Vier Stunden nach der Plasmidtransfektion erfolgte die Transfektion von 100 ng/ml 3pRNA in
den zugehorigen Stimulationsbedingungen. Nach weiteren 20 Stunden (entsprechend 24 Stunden nach
Plamsmidtransfektion) wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen wurde nach Sub-
stratzugabe mittels Lumineszenz ausgelesen. Das Experiment wurde hinsichtlich aller Messwerte in Tri-
plikaten durchgefiihrt, jedoch nicht zu unabhéngigen Zeitpunkten wiederholt (n=1). Die Daten sind als
Mittelwerte +SEM auf Basis der Triplikate (hier als methodischer Fehler) als Verhaltnis von Firefly- zu
Renilla-Luciferaseaktivitat angegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Abbildung 3.4.7: Die TRIM9-Defizienz zeigt abgesehen von einer verstiarkten Induktion von
ISG-15 keinen signifikanten Einfluss auf die RIG-I- oder MDA 5-induzierte Immunantwort.
Drei verschiedene 1205Lu-TRIM9-KO-Klone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit 100.000 Zellen pro well
in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion von 20 ng/ml HMW
pL:C oder 1000 ng/ul 3pRNA sowie als Kontrolle die Transfektion von 20 ng/ml nicht immunstimulatori-
scher Co4-RNA. Nach einer Stimulationsdauer von 18 Stunden erfolgte die Abnahme der Zelliiberstiande
sowie die RN A-Isolation aus den Zellpellets. Die Konzentrationen von IP-10 und I1.-6 in den Zelliiberstéan-
den wurden mittels ELISA gemessen (A-B). Die Transkriptquantifizierung von IFN-3, ISG-15, ISG-54
und IP-10 erfolgte mittels qRT-PCR und ist relativ zum Housekeeping-Gen 3-Aktin angegeben (C-F).
(A): Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus vier (n=4) unabhéingigen Experimenten angegeben.
(B): Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus drei beziehungsweise zwei unabhéngigen Experimenten
fiir 1205Lu-WT-Zellen beziehungsweise 1205Lu-KO-Zellen (WT: n=3, KO: n=2) angegeben. (C-F):
Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus drei unabhéngigen Experimenten fiir den 1205Lu-W'T sowie als
Mittelwert aus allen drei TRIM9-KO-Klonen, die jeweils in zwei unabhingige Experimente miteinbezo-
gen wurden, dargestellt (WT: n=3, KO MW: n=6 bei 3x2). Die Signifikanzniveaus wurden mit dem
Student t-Test fir die markierten Vergleiche bestimmt und sind angegeben als *=p<0.05, **=p<0.01,
n.s.=nicht signifikant.
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3.4.2.2 Die Hemmung der RLR-induzierten Zytokinantwort nach siRNA-knock-down
von TRIMY beruht auf einem TRIM9-unabhingigem Nebeneffekt der siRNA

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben in der Zelllinie 1205Lu gezeigt, dass der siRNA-vermittelte
knock-down von TRIM9 zu einer deutlichen Reduktion der Immunantwort nach stimulationsbeding-
ter Aktivierung RIG-I-adhnlicher-Helikasen fiihrt (siche Abschnitt 1. Ein solcher Effekt konnte
im Rahmen des vorherigen Abschnitts auf Basis des stabilen knock-outs von TRIM9 nicht nach-
vollzogen werden. Um diesen Widerspruch aufzukléren, wurde im Folgenden der siRNA-vermittelte
Effekt reproduziert sowie die Kausalitit zwischen dem knock-down von TRIM9 und der in diesem

Rahmen reduzierten Immunantwort ndher betrachtet.

In einem ersten Schritt wurde tiberpriift, ob der beschriebene siRNA-vermittelte Effekt in der
Zelllinie 1205Lu reproduzierbar und auf die Zelllinien HEK293 und A549 tbertragbar ist. Es zeigte
sich zunéchst eine Reproduzierbarkeit des bereits bekannten Effektes in der Zelllinie 1205Lu: Die
Behandlung mit beiden gegen TRIM9 gerichteten siRNAs fiihrte zu einer Reduktion der Expression
von TRIM9 (mRNA-Ebene) auf 25-75 Prozent des Co4-Kontrollniveaus (siehe Abb. Al).
Dabei war die Induktion von Interferon-5 und die kumulative Sekretion von IP-10 {ber einen
Zeitraum von 24 Stunden nach Aktivierung von RIG-T oder MDA5 durch den siRNA-vermittelten
knock-down von TRIM9 deutlich reduziert (siehe Abb. A2/A3).

Unter Verwendung desselben experimentellen Protokolls wurde die Reproduzierbarkeit in den Zell-
linien HEK293 und A549 getestet: Wahrend in HEK293-Zellen die Effizienz des knock-downs von
TRIM9 gegeniiber jener in 1205Lu-Zellen gesteigert gewesen ist (Reduktion des TRIM9-mRNA-
Levels auf circa 25 Prozent des Co4-Kontrollniveaus), zeigte sich in der Zelllinie A549 keine effekti-
ve Reduktion des TRIM9-Expressionsniveaus auf mRNA-Ebene (siehe Abb. B1/C1). Jedoch
stellte sich trotz des effektiven knock-downs von TRIMY in der Zelllinie HEK293 keine reduzierte
Induktion von Interferon-5 dar, wihrend die kumulative Sekretion von IP-10 im Zuge des knock-
downs weiterhin deutlich reduziert war (siehe Abb. B2/B3). In der Zelllinie A549 zeigte sich,
dass trotz der ausbleibenden Reduktion von TRIM9 durch die gerichteten siRNAs der Effekt einer
reduzierten Sekretion von IP-10 bestehen blieb (siehe Abb. C1/C3). Damit stellt sich die
Frage, ob der knock-down von TRIM9 ursichlich fiir die beobachtete Reduktion der Sekretion von
IP-10 ist, oder ob dafiir ein Nebeneffekt der transfizierten siRNA verantwortlich ist.

'Das urspriingliche Experiment ist unter Verwendung von 1205Lu-WT-Zellen Teil der Promotion von Soffa Antén
und wurde im Rahmen dieser Arbeit geméafl desselben Protokolls reproduziert sowie auf die Zelllinien A549 und
HEK293 iibertragen (siche Abb. [3.4.8).
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Abbildung 3.4.8: Die Transfektion von gegen TRIM9 gerichteten siRNAs reduziert die pI:C-
und 3pRNA-vermittelte Sekretion von IP-10 in den Zelllinien HEK293, 1205Lu und A549.
Nach Ausplattieren der Zellen (50.000 A549-WT-Zellen pro well, 70.000 HEK293-WT-Zellen pro well,
90.000 1205Lu-WT-Zellen pro well) im 24-well-Format folgte direkt sowie ein zweites Mal nach 24 Stunden
die Transfektion von zwei verschiedenen gegen TRIMY gerichteten siRNAs (si-TRIM9-58 und si-TRIM9-
95) beziehungsweise die Transfektion einer nicht gerichteten Kontroll-RNA (Co4) (jeweils 50 nM). Nach
weiteren 24 Stunden erfolgte die Stimulation mit transfiziertem pl:C, transfizierter 3pRNA sowie als Kon-
trolle die Transfektion von Co4 in den angegebenen Mengen. 24 Stunden spéter wurde der Zelliiberstand
abgenommen und aus dem Zelllysat die RNA isoliert. Mittels qRT-PCR wurde in der RNA die Expression
von TRIM9 (A1/B1/C1) und IFN-3 (A2/B2/C2) relativ zum Housekeeping-Gen [-Aktin gemessen. In
(A1/B1/C1) wurde die Expression von TRIM9 in der Bedingung mit der nicht gerichteten Kontroll-RNA
(Co4) auf 100 Prozent gesetzt und die TRIM9-Expression in Anwesenheit der gegen TRIM9 gerichteten
siRNAs darauf bezogen. In (A3/B3/C3) wurde die Konzentration von IP-10 im Zelliiberstand mittels
ELISA bestimmt. Alle Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) auf Basis der in
Triplikaten durchgefiihrten qRT-PCR sowie des in Triplikaten durchgefithrten ELISA angegeben. Eine
Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Abbildung 3.4.9: Die Hemmung der RLR-induzierten Zytokinantwort nach siRNA-
vermitteltem knock-down von TRIM9 beruht auf einem TRIM9-unabhingigen Nebenef-
fekt der siRNAs. Nach dem Ausplattieren von drei verschiedenen TRIMO9-defizienten 1205Lu-Klonen
(TRIM9 KO1, KO3, KO5) sowie 1205Lu-WT-Zellen mit je 90.000 Zellen pro well im 24-well-Format folg-
te in (B/C) direkt sowie ein zweites Mal nach 24 Stunden die Transfektion von zwei verschiedenen gegen
TRIMY gerichteten siRNAs (si-TRIM9-58 und si-TRIM9-95) beziehungsweise die Transfektion einer nicht
gerichteten Kontroll-RNA (Co4) (jeweils 50 nM). Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Stimulation mit
transfiziertem pI:C (10 ng/ml), transfizierter 3pRNA (300 ng/ml) sowie als Kontrolle die Transfektion von
Co4 (10 ng/ml). 24 Stunden spéter wurde der Zelliiberstand abgenommen und aus dem Zelllysat die RNA
isoliert. Mittels qRT-PCR wurde in der RNA die Expression von TRIM9 (A/B) relativ zum Housekee-
ping-Gen (3-Aktin gemessen. In (A) wurde die Expression von TRIM9 in der Zelllinie 1205Lu-Wildtyp auf
100 Prozent gesetzt und die TRIM9-Expression der TRIM9-defizienten 1205Lu-Klone darauf bezogen. In
(B) wurde die TRIM9-Expresssion der Bedingung mit der nicht gerichteten Kontroll-RNA (Co4) auf 100
Prozent gesetzt und die TRIM9-Expression in Anwesenheit der gegen TRIM9 gerichteten siRNAs darauf
bezogen. In (C) wurde die sezernierte Menge von IP-10 im Zelliiberstand mittels ELISA bestimmt. Alle
Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) auf Basis der in Triplikaten durchgefiihr-
ten qRT-PCR sowie des in Triplikaten durchgefithrten ELISA angegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolge
bei n=1 nicht.
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Um dies zu tiberpriifen wurden TRIM9-defiziente 1205Lu-Klone dem gleichen experimentellen Pro-
tokoll unterzogen. Im Rahmen dieses Kontrollexperimentes wire bei gegebener TRIM9-Spezifitit
des siRNA-vermittelten Effekts kein Einfluss der applizierten siRNAs auf die pl:C- und 3pRNA-
induzierte Sekretion von IP-10 zu erwarten, da TRIM9 zum einen bereits deletiert ist und in den
verwendeten 1205Lu-TRIM9-KO-Klonen ebenso die TRIM9-mRNA-Expression bereits auf zwei
bis fiinf Prozent des Wildtypniveaus reduziert ist (siehe Abb. A und Abb. B.2.2). Es zeig-
te sich erwartungsgeméafl, dass die Behandlung der 1205Lu-TRIM9-KO-Klone mit den gegen die
TRIM9-mRNA gerichteten siRNAs das bereits reduzierte mRNA-Expressionsniveau von TRIM9
nicht weiter effektiv reduziert (siehe Abb. B). Nichtsdestotrotz blieb unerwarteterweise der Ef-
fekt einer reduzierten, zeitlich kumulativen Sekretion von IP-10 im Rahmen der siRNA-Applikation
fiir alle TRIM9-defizienten 1205Lu-Klone weiterhin bestehen (siehe Abb. C).

Damit konnte in den Zelllinien 1205Lu, HEK293 und A549 zusammenfassend gezeigt werden,
dass die Tranfektion der TRIM9-siRNAs zu einer deutlichen Reduktion der pl:C- und 3pRNA-
vermittelten Sekretion von IP-10 fithrt, dieser Effekt jedoch nicht urséchlich durch den knock-down
von TRIM9, sondern mutmafllich durch einen unspezifischen Nebeneffekt der verwendeten siRNAs
bedingt ist.

3.4.3 Kein Einfluss der TRIM9-Expression auf die Interferon-s-induzierte Se-
kretion von IP-10

Nach Versteeg et al. wurde der Effekt einer gesteigerten ISRE-Promotoraktivitdt im Rahmen einer
transienten Uberexpression von TRIM9 beschrieben [Versteeg et al., [2013]. Dieser Effekt konnte im
Rahmen dieser Arbeit in der Zelllinie HEK293 reproduziert werden: Die transiente Uberexpression
von TRIMY fiihrte ohne weiteren Stimulus zu einer Aktivierung des ISRE-Promotors, wihrend
die Aktivitit des Interferon-S-Promotors von der transienten Uberexpression unbeeinflusst blieb
(siehe Abb. A). Dartber hinaus konnte in der Zelllinie A549 demonstriert werden, dass auch
Zellen mit stabiler TRIM9-Uberexpression sowie TRIM9-defiziente Zellen einen damit konsistenten
Effekt auf die Interferon-S-induzierte ISRE-Aktivitdt haben: Die Expression von TRIM9 scheint
innerhalb des Reporterassays - wenn auch unter der angegebenen Anzahl von Wiederholungen noch
nicht signifikant - die Aktivierung des ISRE-Promotors zu férdern (siehe Abb. B).

Daraufthin wurde untersucht, ob dieses ein artifizieller Effekt des Reporter-assays ist oder ebenso
die Induktion endogener ISGs durch das Expressionsniveau von TRIM9 beeinflusst wird. Vor die-
sem Hintergrund wurde der JAK-/STAT-Signalweg erneut durch Stimulation mit rekombinantem
Interferon-g aktiviert und die kumulative Sekretion von IP-10 innerhalb von 24 Stunden mittels
ELISA quantifiziert. Dabei war in der Zelllinie 1205Lu kein signifikanter Unterschied zwischen
TRIM9-defizienten Zellen und den korrespondierenden Wildtypzellen bei deutlichen Einzelklon-
schwankungen zu messen (siehe Abb. . Ebenso die im Zeitverlauf quantifizierten Interferon-
p-induzierten Hochregulationen von ISG-15 (siehe Abb. D) sowie ISG-54 (hier nicht dar-
gestellt) stellten sich von der TRIMO9-Defizienz als nicht wesentlich beeinflusst dar und waren
nicht konsistent mit einer gemafl Abb. zu erwartenden, verminderten ISG-Induktion TRIMY-

defizienter Zellen.
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Zusammenfassend konnte im Rahmen von Reporter-assays demonstriert werden, dass TRIM9 -
dabei vor allem im Rahmen einer transienten Uberexpression - die Aktivitit des ISRE-Promotors
fordert. Jedoch zeigte sich dieser Effekt nicht im Experiment, das den Einfluss von TRIM9 auf durch
Interferon-3 induzierte, endogene ISGs untersuchte: Die Sekretion von IP-10 sowie die Hochregula-
tion von ISG-15 und ISG-54 stellten sich als von der TRIM9-Defizienz nicht signifikant beeinflusst

dar.
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Abbildung 3.4.10: TRIMY fordert die Aktivierung des ISRE-Promotors. Nach Ausplattieren
von 25.000 HEK293-WT-Zellen pro well (A) beziehungsweise von 20.000 A549-WT-Zellen pro well, von
20.000 Zellen zweier TRIM9-defizienter A549-Klone pro well sowie von 20.000 Zellen eines stabil TRIM9-
iiberexprimierenden A549-Klons pro well (B) im 96-well-Format erfolgte am néchsten Tag die Transfek-
tion der Reporter- und Expressionsplasmide (40 ng pro well eines ISRE- Firefly-Reporterplasmids (A/B)
oder IFN-g- Firefly-Reporterplasmids (A) in Kombination mit 40 ng eines Renilla-Kontrollplasmids, auf-
gefiillt mit einem Leervektor beziehungsweise TRIM9-Expressionsplasmid (A) auf insgesamt 140 ng Plas-
midmenge). Die Zugabe von Interferon-3 zum Zellmedium in (B) erfolgte 6 Stunden nach der Transfektion.
Nach weiteren 12 Stunden - der Zeitpunkt entspricht 18 Stunden nach der Plasmidtransfektion - wurden
die Zellen lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen mittels Lumineszenz ausgelesen. Die Darstellung
der Daten erfolgte als Verhéltnis von Firefly- zu Renilla-Luciferase-Aktivitat (RLU). (A): Die Daten sind
als Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) auf Basis des in Triplikaten durchgefiihrten Experi-
mentes angegeben, n=1. (B): Die Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als biologischer Fehler) aus der
in (B) grafisch angegebenen Anzahl unabhéngiger Experimente fiir die Klone einzeln sowie zusétzlich als
pooling beider TRIM9-defizienter Klone als ,,A549 TRIM9 KO MW¢* dargestellt. Die Signifikanzanalyse
erfolge mit dem Student t-Test und ist fiir den markierten Vergleich angegeben mit *=p<0.05, n.s.=nicht
signifikant bei p>0.05.

3.4.4 Gesteigerte TLR3-induzierte Zytokinantwort in TRIM9-defizienten Zellen

Um neben den Signalwegen RIG-I-dhnlicher-Rezeptoren und neben dem JAK-/STAT-Signalweg
im Rahmen von Interferonstimulationen mdogliche Einfliisse des TRIM9-Expressionsniveaus auf
den TLR3-Signalweg zu priifen, erfolgte die Aktivierung von TLR3 mittels nicht transfiziertem
HMW pl:C. In Vorexperimenten konnte bereits demonstriert werden, dass die so resultierende Im-
munantwort durch vorherige Zugabe von Chloroquin zum Zellmedium vollstdndig geblockt werden
kann (siehe Abb. . Dies argumentiert fiir eine weitgehende TLR3-Spezifitéit der verwendeten

Stimulationskondition.
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Abbildung 3.4.11: Die TRIM9-Defizienz hat keinen signifikanten Einfluss auf die Interferon-
[-induzierte Sekretion von IP-10. Drei verschiedene TRIM9-defiziente 1205Lu-Klone sowie 1205Lu-
WT-Zellen wurden mit 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Dabei wurden
als zusétzliche Wildtypkontrollen sowie als Kontrolle der im Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung statt-
gefundenen Einzelzellklonierung ergédnzend zur 1205Lu-W'T-Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellver-
diinnung und klonale Expansion etablierten Zelllinien 1205Lu-WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 mit-
einbezogen. Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium mit rekombinantem Interferon-3 (5000 iU/ml)
versetzt. Nach 24 Stunden erfolgte die Messung von IP-10 in den Zelliiberstdnden mittels eines in Triplika-
ten durchgefithrten ELISA. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus zwei unabhingigen Experimenten
fir die Zelllinien einzeln (einzeln n=2) sowie als ,1205Lu WT MW und ,,1205Lu TRIM9 KO MW*
als pooling aller WT-Messwerte bezichungsweise TRIM9-KO-Messwerte (MW n=6) dargestellt. Die Si-
gnifikanzanalyse erfolge mit dem Student t-Test und ist fiir den markierten Vergleich angegeben mit
*=p<0.05, n.s.=nicht signifikant bei p>0.05.

Hinsichtlich der kumulativen IP-10-Sekretion iiber 24 Stunden nach Aktivierung von TLR3 liefl
sich ein Effekt der TRIM9-Defizienz in der Zelllinie 1205Lu feststellen: Der Verlust von TRIM9
scheint die TLR3-induzierte Sekretion von IP-10 signifikant zu steigern (siehe Abb. [3.4.12). Ebenso
konnte im Zeitverlauf nach Aktivierung von TLR3 eine im Rahmen der TRIM9-Defizienz gesteiger-
te Induktion von Interferon-3 sowie ISG-54 demonstriert werden (siehe Abb. [3.4.13)). Ein dhnlicher
Effekt beziiglich der Induktion von ISG-15 ist in Abb. dargestellt. Zwar konnten einerseits
signifikante Effekte beziiglich der Sekretion von IP-10 demonstriert werden, es ist jedoch anderer-
seits kritisch auf die Einzelklonschwankungen sowohl innerhalb der Wildtypgruppe als auch der
Gruppe TRIM9-defizienter Zelllinien hinzuweisen. Ein Grofiteil der im Zeitverlauf gesteigerten In-
duktion von ISGs in TRIMO9-defizienten Zellen (hier auf Basis eines Zellgemisches verschiedener
TRIM9-KO-Klone) kénnte daher ebenso durch einen einzelnen Zellklon bedingt sein. Des Weite-
ren ist es nicht gelungen, dem Verlust von TRIM9 entgegengesetzte Effekte durch eine transiente

Uberexpression von TRIM9 zu erzielen.

Zusammenfassend war nach Aktivierung von TLR3 eine im Rahmen der TRIM9-Defizienz gestei-
gerte Immunantwort zu beobachten. Dabei konnte sowohl eine Steigerung der Sekretion von IP-10

als auch eine verstarkte Induktion von Interferon-g, ISG-54 sowie ISG-15 gemessen werden.
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Abbildung 3.4.12: Die TLR3-vermittelte Sekretion von IP-10 ist in TRIMY9-defizienten Zel-
len verstarkt. Drei verschiedene TRIM9-defiziente 1205Lu-Klone sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit
100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Dabei wurden als zusétzliche Wild-
typkontrollen sowie als Kontrolle der im Rahmen der CRISPR/Cas-Editierung stattgefundenen Einzel-
zellklonierung zusétzlich zur 1205Lu-WT-Zelllinie die aus dieser durch Einzelzellverdiinnung und klonale
Expansion etablierten Zelllinien 1205Lu-WT-SSC-1 und 1205Lu-WT-SSC-2 in einige Experimentdurch-
laufe miteinbezogen. Am folgenden Tag wurde das Zellmedium mit 3 pg/ml HMW pl:C versetzt. Nach
24 Stunden erfolgte die Messung von IP-10 in den Zelliiberstdnden mittels eines in Triplikaten durchge-
fihrten ELISA. Die Daten sind als Mittelwerte +SEM aus der in der Grafik als ,n“ angegebenen Anzahl
unabhéngiger Experimentwiederholungen angegeben. Als ,,1205Lu WT MW* sowie ,,1205Lu TRIM9 KO
MW ist das pooling aller WT-Messwerte beziehungsweise TRIM9-KO-Messwerte dargestellt. Das Signi-
fikanzniveau wurde mit dem Student t-Test fiir den markierten Vergleich bestimmt und ist angegeben als
*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001.
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Abbildung 3.4.13: Die TRIM9-Defizienz steigert die TLR3-vermittelte Induktion von
Interferon-f sowie ISG-54 nach Stimulation mit HMW pl:C. Ein Zellgemisch bestehend aus glei-
chen Anteilen dreier TRIM9-defizienter 1205Lu-Klone (1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5) sowie 1205Lu-
WT-Zellen wurden mit je 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Am néachsten
Tag erfolgte die Zugabe von 3 pg/ml HMW pl:C zum vorbestehenden Medium. Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Zellen lysiert und die Expression von Interferon- sowie ISG-54 wurde nach RNA-
Isolation mittels qRT-PCR relativ zum Housekeeping-Gen (-Aktin quantifiziert. Die qRT-PCR wurde in
Triplikaten durchgefiihrt; angegeben sind Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler). Eine Signi-
fikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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3.4.5 Gesteigerte Induktion von ISG-15 in TRIM9-defizienten Zellen

In Abschnitt [3.4.2.2] stellte sich der in Vorarbeiten beschriebene Effekt einer generell verminderten
RLR-induzierten Immunantwort durch den knock-down von TRIM9 als unspezifisch heraus. Fiir den
stabilen knock-out von TRIM9 konnte dariiber hinaus kein genereller Effekt auf die Immunantwort
demonstriert werden - lediglich die RLR-vermittelte Induktion von ISG-15 stellte sich in TRIM9-
defizienten Zellen als signifikant gesteigert heraus (siehe Abb. . Um diesen Effekt weiter zu
untersuchen, erfolgte die Messung der Induktion von ISG-15 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ak-
tivierung des RLR~, JAK-STAT- oder TLR-Signalweges: Neben der RIG-I- und MDA5-vermittelten
Induktion von ISG-15 wurde diese auch nach Aktivierung von TLR3 sowie nach Stimulation mit

rekombinantem Interferon-g in An- und Abwesenheit von TRIM9 charakterisiert.

Unter allen Stimulationskonditionen war eine deutliche Hochregulation von ISG-15 zu beobachten,
die nach Applikation von rekombinantem Interferon-5 erwartungsgeméfl frither einsetzte als nach
Aktivierung der vorgeschalteten Signalwege von RIG-I, MDAS5 sowie TLR3. Dariiber hinaus zeigte
sich nach Aktivierung von RIG-I, MDA5 sowie TLR3 der Effekt einer verstirkten Induktion von
ISG-15 in TRIM9-defizienten Zellen, wie dies bereits in Abbildung fiir einen singuléren Zeit-
punkt gezeigt werden konnte (siehe Abb. A-C). Die Induktion von ISG-15 im Rahmen der
Stimulation mit rekombinantem Interferon-3 zeigte in Abhéngigkeit der TRIM9-Expression keine
deutlichen Unterschiede (siehe Abb. D).

Die Abhéngigkeit der Induktion von ISG-15 von der TRIM9-Expression fiel nach Aktivierung von
TLR3 am deutlichsten aus (siehe Abb. C). Dies ist konsistent mit vorherigen Experimenten,
in denen die Aktivierung von TLR3 die ausgepragtesten Effekte der TRIM9-Defizienz auf die re-
sultierende Immunantwort hervorbrachte. Denkbar ist, dass sich Effekte umso stérker darstellen je
ausgeprigter die Aktivierung von NF-xB in das jeweilige downstream-signaling des Rezeptors ein-
gebunden ist: Der Wegfall der inhibitorischen Wirkung von TRIM9 auf die Aktivierung von NF-xB
- wie nach Shi et al. publiziert und in Abschnitt fiir die hier verwendeten Expressionsmodel-
le validiert - wére konsistent mit einer hoheren Induktion entsprechend regulierter Zytokine [Shi
et al. 2014]. Inwieweit die verstdrkte Induktion von ISG-15 als Sekundéreffekt eines beeinflussten

Aktivitdtsniveaus von NF-xB zu betrachten ist, muss in weiteren Studien untersucht werden.
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Abbildung 3.4.14: Die TRIM9-Defizienz steigert die Induktion von ISG-15 nach Stimulation
von RIG-I, MDAS5 sowie TLR3 in den ersten Stunden nach Stimulation. Ein Zellgemisch be-
stehend aus gleichen Anteilen dreier TRIM9-defizienter 1205Lu-Klone (1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5)
sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit je 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplat-
tiert. Am néchsten Tag erfolgte die Aktivierung von RIG-I (A: Transfektion von 1000 ng/ml 3pRNA),
MDAS5 (B: Transfektion von 20 ng/ml pl:C zwei Stunden nach Zugabe von 25 pM Chloroquin ins Zell-
medium), TLR3 (C: Zugabe von 3 pg/ml pI:C ins Zellmedium) sowie die Stimulation mit rekombinantem
Interferon-S (D: 5000 iU/ml IFN-8). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und die
Expression von ISG-15 wurde nach RNA-Isolation mittels qRT-PCR relativ zum Housekeeping-Gen [-
Aktin quantifiziert. Die qRT-PCR wurde in Triplikaten durchgefithrt; angegeben sind Mittelwerte +SEM
(hier als methodischer Fehler). Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.



3 ERGEBNISSE

3.5 Rekonstitutionsversuche der durch die TRIM9-Defizienz sup-

primierten Virusreplikation

Abschnittsiiberblick Seite
(3.0.1 Inhibition von NF-xB durch ACHP . . . . . ... ... ... ... ..... 97
[3.5.2  Inhibition von TLRs durch Chloroquin| . . . . . . . ... ... ... .... 99
[3.5.3 Inhibition des Golgi-Apparates durch Monensin| . . . . . . . .. ... ... 101

In den vorherigen Kapiteln konnte fiir alle getesteten, replikationskompetenten Viren eine durch
den Verlust von TRIM9 bedingte Inhibition der Virusreplikation demonstriert werden, die fur alle
(4+)ssRNA-Viren mit einer gesteigerten Sekretion von IP-10 sowie fir VSV mit einer generalisiert
verminderten Immunantwort einherging. In diesem Kapitel werden als Anndherung an den urséch-
lichen Molekularmechanismus Inhibitoren getestet, mit der Frage, ob sie den Effekt der durch die

TRIM9-Defizienz supprimierten Virusreplikation (hier fokussierend auf VSV) revertieren kénnen.
3.5.1 Inhibition von NF-xB durch ACHP

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob die mit der TRIM9-Defizienz verbundene, gesteigerte
Aktivierung von NF-xB und die supprimierte Virusreplikation zusammenhéngen. Zu diesem Zweck
wurde wéhrend einer Infektion mit VSV-M51R durch den Inhibitor ACHP die Aktivierung von NF-
kB blockiert und es wurde der Effekt der NF-xB-Blockade auf die TRIM9-Defizienz-vermittelte
Replikationsinhibition gemessen. Dabei wirkt ACHP als IxB-Kinase-Inhibitor (im Speziellen als
Inhibitor von IKKa und IKK/) sowie als Inhibitor der DNA-Bindung von NF-xB [Sanda et al.|
2005).

Es konnte zunéchst mittels dualer Luciferase-assays gezeigt werden, dass ACHP ab einer Konzen-
tration von 10 ng/ml die Aktivierung von NF-xB vermindert und ab einer Konzentration von 1
ng/ml die PMA-, TNF-a- sowie VSV-M51R-induzierte Aktivierung von NF-xB nahezu vollstandig
unterdriickt (siehe Abb. B). Die Erhéhung der Dosierung von ACHP auf 10 pg/ml hatte
dariiber hinaus zytopathische Effekte, was sich in einer verminderten Expression der transfizierten
Kontroll-Luciferase (Renilla) widerspiegelt (sieche Abb. A).

Unter ACHP in aufsteigenden Konzentrationen im Zellmedium war eine partielle Rekonstitution
der durch den Verlust von TRIM9 vermittelten Replikationshemmung zu messen: Der Unterschied
zwischen 1205Lu-WT-Zellen und TRIM9-defizienten 1205Lu-Zellen hinsichtlich der Replikation von
VSV-M51R nahm mit aufsteigenden Konzentrationen von ACHP ab (siehe Abb. D). Dartiber
hinaus wurde die Sekretion von IP-10 in den Zelliiberstand durch ACHP supprimiert (sieche Abb.
3.5.1 C).
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Abbildung 3.5.1: Die Blockade von NF-xB durch ACHP fiihrt zur partiellen Rekonstituti-
on der durch die TRIM9-Defizienz verursachten Replikationshemmung von VSV. (A/B):
25.000 HEK293*-WT-Zellen' wurden pro well in 96-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Am néichsten
Tag erfolgte pro well die Transfektion von je 40 ng des ,,3x-NF-xB-Firefly-Reporterplasmids® und ,,Re-
nilla-Kontrollplasmids®. Sechs Stunden spéter erfolge die Zugabe von TNF-a (10 ng/ml) oder PMA (100
ng/ml) oder VSV-M51R (Mol 1) jeweils in Kombination mit den angegebenen, aufsteigenden Mengen von
ACHP zum Zellmedium. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitit beider Lu-
ciferasen wurde nach Substratzugabe mittels Lumineszenz ausgelesen. Das Experiment wurde hinsichtlich
aller Messwerte in Triplikaten durchgefiihrt, jedoch nicht zu unabhéngigen Zeitpunkten wiederholt (n=1).
Die Daten sind als Mittelwerte +SEM auf Basis der Triplikate (hier als methodischer Fehler) als Verhéltnis
von Firefly- zu Renilla-Luciferaseaktivitat (B) sowie separat als Aktivitat der Renilla-Luciferase (A) an-
gegeben. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht. (C/D): Ein Zellgemisch bestehend aus gleichen
Anteilen dreier TRIM9-defizienter 1205Lu-Klone (1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5) sowie 1205Lu-WT-
Zellen wurden mit je 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden
wurde das Zellmedium mit den angegebenen Mengen von ACHP sowie im Rahmen der Virusinfektion
mit VSV-M51R (Mol 0,1) versetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zelliiberstinde abgenommen
und die Konzentrationen von IP-10 wurden mittels ELISA (C) gemessen. Die Virustiter in den Zelliiber-
standen wurden mittels TCID50-assays gemessen (D). Die Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als
methodischer Fehler) auf Basis des in Triplikaten durchgefiihrten ELISA (C) sowie des in acht Replikaten
durchgefiithrten TCID50-assays (D) dargestellt. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Es kann damit zusammenfassend zwar keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich bei
der durch die TRIM9-Defizienz vermittelten Inhibition der Virusreplikation ausschliefllich um ei-
ne Folge der TRIM9-vermittelten Suppression von NF-xB handelt. Jedoch konnte zumindest ein

Zusammenhang zwischen diesen beiden Phanomenen gezeigt werden.

3.5.2 Inhibition von TLRs durch Chloroquin

Weiterhin kommt die Moglichkeit in Betracht, dass der Einfluss von TRIM9 auf die Virusreplikation
mit affektierten Signalwegen von endosomal lokalisierten TLRs zusammenhéngt. Dabei kommen
neben TLR13 und TLR9 in erster Linie TLR3, TLR7 und TLRS8 in Betracht, deren Liganden
RNA-Molekiile sind. Endosomale TLRs kénnen durch Chloroquin, welches in Endo- und Lysosomen
akkumuliert und das dortige Milieu alkalisiert, effektiv inhibiert werden. In diesem Abschnitt wurde
untersucht, ob die Applikation von Chloroquin den Einfluss des TRIM9-Expressionsniveaus auf die

Virusreplikation aufhebt.

Es zeigte sich zunéchst, dass Chloroquin-Konzentrationen bis zu 10 pM in den verwendeten Zellen
grundsétzlich eine Replikation der Viren VSV-M51R und EMCV zulassen, wiahrend unter einer
Chloroquin-Konzentration von 100 pM sowohl lichtmikroskopisch Zytotoxizitdt als auch mittels
TCID50-assay ein Verlust der Replikationskompetenz zu beobachten war (siche Abb. A/B).
Dass die Blockade von TLR3 funktionell war, zeigte sich daran, dass die Zugabe von Chloroquin die
TLR3-vermittelte Sekretion von IP-10 deutlich reduzierte. Dabei waren TRIM9-defiziente Zellen
weniger empfindlich gegeniiber Chloroquin als Wildtypzellen (Daten nicht gezeigt). Im Bereich von
Chloroquin-Konzentrationen bis zu 10 pM zeigte sich weiterhin, insbesondere fiir VSV-M51R, ein
antiviraler Effekt von Chloroquin, der konsistent zur publizierten Literatur ist und mutmaflich
auf pH-abhéngige Teile der Virusreplikation sowie immunmodulatorische Effekte zuriickzufithren
ist [Savarino et al., [2003} [Vincent et al.l 2005]. So ist grundsétzlich jede Interaktion von Viren mit
Wirtszellproteinen als potentiell ph-abhingig anzusehen, wovon unter anderem die endozytotische
Aufnahme von Viren sowie im Fall von Chloroquin unter anderem die Interaktion von Viren mit
endolysosomalen Membranen im Rahmen des buddings oder des release aus Endozytosevesikeln
affektiert sein kénnen [Savarino et al., 2003; Yang et al., [2004]. Mit der Chloroquin-vermittelten
Replikationssuppression ging insbesondere fiir Konzentrationen von 10 pM bei noch stattfindender
Virusreplikation ein nahezu kompletter Verlust der Sekretion von IP-10 einher (siehe Abb.
C). Es ist vor diesem Hintergrund davon auszugehen, dass ein Grofteil der VSV-M51R-induzierten

Sekretion von IP-10 iiber endosomale TLRs vermittelt wird.

Es konnten zusammenfassend zwar antivirale Effekte von Chloroquin demonstriert werden, jedoch
war der Einfluss von TRIM9 auf die Replikation von VSV-M51R sowie EMCV durch Chloroquin
nicht aufzuheben gewesen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der zugrunde liegende
Wirkmechanismus von TRIM9, der die Virusreplikation messbar beeinflusst, nicht iiber die Signal-

wege von endosomal lokalisierten TLRs vermittelt wird.
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Abbildung 3.5.2: Die Inhibition von TLRs durch Chloroquin zeigt antivirale Effekte, hebt
jedoch den Effekt der TRIM9-Defizienz auf die Virusreplikation nicht auf. Ein Zellgemisch be-
stehend aus gleichen Anteilen dreier TRIM9-defizienter 1205Lu-Klone (1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5)
sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit je 100.000 Zellen pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplat-
tiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Zugabe von VSV-M51R (Mol 0,1) oder EMCV (Mol 1) jeweils in
Kombination mit den angegebenen, aufsteigenden Mengen von Chloroquin zum Zellmedium. Nach wei-
teren 24 Stunden wurden die Zelliiberstdnde abgenommen und die Konzentrationen von IP-10 wurden
mittels ELISA (C) gemessen (ND=unterhalb der Nachweisgrenze). Die Virustiter in den Zelliibersténden
wurden mittels TCID50-assays gemessen (A/B). In (A/B) sind mit gestrichelten Linien die zur Infektion
verwendeten Virustiter sowie die Konzentrationen von Chloroquin dargestellt, ab der lichtmikroskopisch
zytopathische Effekte durch das vermehrte Absterben von Zellen zu beobachten waren. Die Daten sind als
Mittelwerte +SEM (hier als methodischer Fehler) auf Basis des in Triplikaten durchgefiihrten ELISA (C)
sowie der in acht Replikaten durchgefithrten TCID50-assays (A/B) dargestellt. Eine Signifikanzanalyse
erfolgte bei n=1 nicht.
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3.5.3 Inhibition des Golgi-Apparates durch Monensin

In einem weiteren Versuch die durch die TRIM9-Defizienz vermittelte Replikationsinhibition auf-

zuheben wurde der Golgi-Apparat durch Monensin blockiert. Dabei blockiert Monensin den Pro-

teintransport durch den Golgi-Apparat sowie die Glykosilierung von Proteinseitenketten [Rosa

et all |1992; Tartakoff et al., [1978; Tartakoff] 1983]. Im Zusammenhang mit Virusreplikation ist

beschrieben, dass Monensin den intrazelluliren Transport viraler Glykoproteine (Semliki-forest-

Virus, Sindbis-Virus, VSV) zur Zellmembran inhibiert |Alonso and Compans, [1981; Kééaridinen|
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Abbildung 3.5.3: Monensin inhibiert die VSV-Replikation im Wildtyp, nicht jedoch in
TRIM9-defizienten Zellen. Ein Zellgemisch bestehend aus gleichen Anteilen dreier TRIMO9-defizienter
1205Lu-Klone (1205Lu-TRIM9-KO-Klone 1/3/5) sowie 1205Lu-WT-Zellen wurden mit je 100.000 Zellen
pro well in 24-well-Flachbodenplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden erfolge die Zugabe von VSV-M51R
(Mol 0,1) in Kombination mit den angegebenen, aufsteigenden Mengen von Monensin zum Zellmedium.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zelliiberstdnde abgenommen und die Konzentrationen von IP-10
wurden mittels ELISA (A) gemessen. Die Virustiter in den Zelliiberstinden wurden mittels TCID50-
assays gemessen (B). Mit gestrichelten Linien sind der zur Infektion verwendete Virustiter (B) und die
Monensin-Konzentration, ab der lichtmikroskopisch zytopathische Effekte durch das vermehrte Abster-
ben von Zellen zu beobachten waren, dargestellt (A/B). Die Daten sind als Mittelwerte +SEM (hier als
methodischer Fehler) auf Basis des in Triplikaten durchgefithrten ELISA (A) sowie der in acht Replikaten
durchgefiithrten TCID50-assays (B) dargestellt. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht.
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Die Applikation von Monensin bis zu einer Dosierung von 100 ng/ml zeigte lichtmikroskopisch bei
grundsétzlich erhaltener Virusreplikation keine zytotoxischen Effekte. Bis zu einer Konzentration
von 100 ng/ml wirkte sich Monensin inhibierend auf die Replikation von VSV-M51R in 1205Lu-
WT-Zellen aus, wihrend VSV-M51R in TRIM9-defizienten 1205Lu-Zellen bis zu einer Monensin-
Konzentration von 100 ng/ml unbeeintréchtigt replizierte (sieche Abb. B). Die durch das
Fehlen von TRIM9 vermittelte Replikationshemmung konnte damit durch die Blockade des Golgi-
Apparates innerhalb dieser Monensin-Konzentration weitestgehend aufgehoben werden (siehe Abb.
B). Eine weitere Steigerung der Monensin-Konzentration auf 1 pg/ml bedingte hingegen
zytotoxische Effekte, sodass hier die wirtsabhdngige Virusreplikation und auch die Sekretion von

IP-10 sowohl in TRIM9-defizienten als auch in Wildtypzellen vollstandig supprimiert waren (siehe

Abb. B53).

Damit ist denkbar, dass durch die TRIM9-Defizienz bereits eine Phase des viralen Replikationszyk-
lus beeintrachtigt ist, die im Wildtyp durch eine Monensin-vermittelte Inhibition der Glykosilierung
von Proteinseitenketten oder eine Inhibition des Transports viraler Proteine ebenso affektiert wird.
So wére zu erkldren, dass die Applikation von Monensin in TRIM9-defizienten Zellmodellen kei-
nen zusétzlichen Effekt hervorruft, wihrend im Wildtyp eine Suppression der Virusreplikation zu

beobachten ist.
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4.1 Ergebnisiiberblick

Grundlage dieser Arbeit stellte ein Einzelnukleotidpolymorphismus der TRIM9-3'UTR dar, des-
sen Allele durch eine Kooperationsgruppe mit differentiellen Ausheilungswahrscheinlichkeiten einer
Hepatitis-C-Virus-Infektion (HCV-Infektion) assoziiert werden konnten (siehe Abschnitt [1.3.1]).

Darauf aufbauend konnte durch Reporter-assays gezeigt werden, dass dieser Einzelnukleotidpo-
lymorphismus an Basenposition 1379 der TRIM9-3’UTR das Expressionsniveau des 5’-gelegenen
Gens affektiert. Das SNP-Allel, das nach diesem Ergebnis das TRIM9-Expressionsniveau steigert,

ist dabei klinisch mit einer hoheren Ausheilungschance einer HCV-Infektion assoziiert (siche Abb.

und Abb. .

Dartber hinaus konnte demonstriert werden, dass ebenso die Expression des endogenen TRIM9 im
Rahmen einer Immunantwort reguliert wird: Nach Aktivierung von TLR3 sowie nach Stimulation
mit rekombinantem Interferon-5 stellte sich das TRIM9-Expressionsniveau auf mRNA-Ebene als
supprimiert dar (siche Abb. . FEine geringfligigere Suppression von TRIM9 konnte auch nach
Stimulation mit rekombinanten Interferon-vy gezeigt werden (siche Abb. . Im Reporter-assay
konnte eine durch die TRIM9-3’UTR vermittelte Suppression des 5’-gelegenen Reporters nach
Stimulation mit rekombinantem Interferon-y, nicht jedoch nach Stimulation mit rekombinantem
Interferon-3 gezeigt werden (siehe Abb. . Moglicherweise wird daher die TRIM9-Expression
durch Interferon-g auf Transkriptionsebene reguliert, wihrend die Regulation durch Interferon-

auf posttranskriptioneller Ebene iiber die 3’"UTR erfolgt.

Um den Einfluss einer stabil verdnderten TRIM9-Expression auf Virusinfektionen zu untersuchen,
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konnten mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung TRIM9-defiziente Zellmodelle sowie mittels retrovi-
raler Transduktion stabil TRIM9-iiberexprimierende Zellmodelle etabliert werden (siehe Abschnitt

3-2).

Im Rahmen von Virusinfektionen stellte sich in der Zelllinie 1205Lu sowohl fiir (-)ssRNA- als auch
fiir (+)ssRNA-Viren eine durch die TRIM9-Defizienz vermittelte, signifikante Inhibition der Vi-
rusreplikation dar (siche Abb. Abb. Abb. Abb. 3.3.12). Dabei scheint TRIM9
wahrend einer Infektion mit Viren (hier: VSV-p-GFP) nicht kolokalisiert vorzuliegen (siche Abb.
. Der in der 1205Lu-Zelllinie demonstrierte Effekt einer durch die TRIM9-Defizienz inhibier-

ten Virusreplikation konnte in den Zelllinien A549 sowie Huh7.5 im Rahmen von Infektionen mit

VSV bestétigt werden (siehe Abb. und Abb. |3.3.6).

Die virusinduzierten Zytokinantworten zeigten in Abhéngigkeit von der TRIM9-Expression we-
sentliche Unterschiede fiir Positiv- oder Negativ-Strang-ssRNA-Viren: So scheint die durch ssRNA-
Viren negativer Polaritiat (VSV, SeV) induzierte Immunantwort durch die TRIM9-Defizienz signifi-
kant vermindert zu sein und geht hier mit einer inhibierten Virusreplikation einher (siehe Abb.
und Abb. und Abb. . Dies ist konsistent mit dem publizierten Effekt einer verminderten
SeV-induzierten Hochregulation von Interferon-5 und ISG-54 im Zuge des knock-downs (shRNA)
von TRIM9 (siehe Abschnitt [Versteeg et al., 2013]. Weiterhin war nach Transfektion von
RNA-Extrakten VSV-infizierter Zellen, welche keine viralen Proteine enthalten und somit keine
Replikation negativ polarisierter Viren ermdoglichen, kein Unterschied mehr hinsichtlich der indu-
zierten Sekretion von IP-10 in Abhéngigkeit von der TRIM9-Expression zu beobachten (siehe Abb.
. Vor diesem Hintergrund liegt die Vermutung nahe, dass im Fall von VSV primér die Replika-
tion durch TRIM9 affektiert wird und dariiber sekundér Effekte hinsichtlich der Immunantwort zu
erkldren sind. Im Gegensatz zu (-)ssRNA-Viren war im Rahmen von (4)ssRNA-Virus-Infektionen
eine durch den Verlust von TRIM9 bedingte Steigerung der Zytokinantwort zu beobachten. Dies
konnte hinsichtlich der Sekretion von IP-10 fiir die Viren SFV, EMCV, Mengo-Virus sowie YFV als
auch im Rahmen der Transfektion von RNA-Extrakten HCV-infizierter Zellen demonstriert werden
(siehe Abb. Abb. Abb. und Abb. . Mit einer gesteigerten Zytokinant-
wort, ging hierbei eine supprimierte Virusreplikation einher. Somit bleibt fiir (+)ssRNA-Viren die
Moglichkeit einer durch den Verlust von TRIM9 primér gesteigerten Immunantwort offen, welche

sekundar die Virusreplikation in wvitro inhibiert.

Weiterhin wurde nach Einfliissen der TRIM9-Defizienz auf Signalwege von Mustererkennungsrezep-
toren der angeboren antiviralen Immunabwehr gesucht. So haben Vorarbeiten der Arbeitsgruppe!
gezeigt, dass der siRNA-vermittelte knock-down von TRIM9 die von RLRs und Viren induzierte
Sekretion von IP-10 signifikant supprimiert. Dieser Effekt stellte sich im Rahmen dieser Arbeit
hinsichtlich der RLR-induzierten IP-10-Sekretion als unspezifischer Off-target-Effekt heraus (siehe
Abb. und Abb. . Auf Basis stabil verdnderter TRIM9-Expressionsniveaus konnte kein
signifikanter Einfluss von TRIM9 auf die Immunantwort nach Aktivierung von RIG-I, MDAJ5 sowie
nach Stimulation mit Interferon-3 gemessen werden (siche Abschnitt [3.4.2.1)). Lediglich die Induk-
tion von ISG-15 nach Aktivierung von RIG-I sowie MDAS5 war im Rahmen der TRIM9-Defizienz

!Die urspriinglichen Experimente im Zuammenhang des siRNA-vermittelten knock-downs von TRIM9 sind Teil der
Promotion von Soffa Antén.
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gesteigert (siche Abb. . Die TLR3-induzierte Immunantwort war jedoch hinsichtlich der In-
duktion von ISG-15, ISG-54, Interferon-/3 sowie der Sekretion von IP-10 in Abwesenheit von TRIM9
gesteigert (siehe Abb. und Abb. . Hinsichtlich der Induktion von ISG-15 waren nach
Aktivierung von TLR3 dabei die deutlichsten Unterschiede zu messen (siehe Abb. [3.4.14).

Dariiber hinaus wurde der kiirzlich durch Shi et al. beschriebene Einfluss von TRIM9 auf die
Aktivierung von NF-xB mit Hilfe der in dieser Arbeit etablierten Zelllinien untersucht [Shi et al.,
2014]. Dabei zeigte sich in den Zelllinien HEK293, 1205Lu und A549 ein inhibitorischer Einfluss
von iiberexprimiertem TRIMOI sowie ein férdernder Effekt der Defizienz beider Isoformen auf die
Aktivierung von NF-xB (siehe Abschnitt [3.4.1)).

Um sich dem Molekularmechanismus zu nahern, iiber den die TRIM9-Defizienz eine inhibitori-
sche Wirkung auf die Virusreplikation ausiibt, wurde versucht, diesen Effekt durch Inhibitoren
aufzuheben. So konnte die inhibierte VSV-Replikation in TRIM9-defizienten Zellen durch einen
NF-£B-Inhibitor wieder gesteigert und dem Wildtyp angendhert werden (siehe Abb. . Da-
durch liegt nahe, dass die Phdnomene einer durch die TRIM9-Defizienz gesteigerten Aktivierung

von NF-£B und einer inhibierten VSV-Replikation nicht génzlich voneinander unabhéngig sind.

Dariiber hinaus bewirkte eine Blockade des Golgi-Apparates durch Monensin eine Effektschméle-
rung hinsichtlich der von TRIM9 affektierten VSV-Replikation: Die Virusreplikation im Wildtyp
wurde durch Zugabe von Monensin dosisabhéngig inhibiert, wihrend die TRIM9-defizienten Zellen
eine von Monensin unbeeinflusste Replikationskompetenz aufwiesen (siehe Abb. . So ist zu
diskutieren, ob durch Monensin ein bereits durch die TRIM9-Defizienz affektierter Schritt in der
Virusreplikation im Wildtyp beeinflusst wird.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Inhibition endosomal lokalisierter TLRs durch Chlo-
roquin eine supprimierende Wirkung auf die Replikation von VSV und EMCV hat, jedoch den
TRIMO-vermittelten Effekt auf die Replikation nicht aufhebt (siehe Abb.[3.5.2). Es kann vor dem
Hintergrund davon ausgegangen werden, dass der molekulare Wirkmechanismus von TRIM9, der
die Virusreplikation affektiert, nicht durch einen Effekt auf die Signalwege der endosomalen TLRs

zu erkliren ist.

4.2 Ergebnisdiskussion
4.2.1 TRIM9: Ein provirales oder antivirales Protein?

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Fehlen beider TRIM9-Isoformen (TRIM91 und TRIM9s)
zu einer inhibierten Virusreplikation in den verwendeten Zellmodellen fithrt. Um die Hypothe-
se eines ursidchlichen Zusammenhanges beziehungsweise einer proviralen Funktion von TRIM9 zu
erhérten, wurden transiente Rekonstitutionsexperimente durchgefiihrt. Diese stellten sich jedoch
bisher als nicht zielfiihrend heraus, da bereits die Transfektion eines Leervektors die Virusrepli-
kation stark beeinflusste - entweder alleinig durch Zugabe lipophiler Transfektionsreagenzien oder
durch préinfektiose Einbringung von Fremd-DNA. Dariiber hinaus haben Daten dieser Arbeit ge-

zeigt, dass Effekte einer vorriibergehend verinderten TRIM9-Expression (transiente Uberexpres-

105



4 DISKUSSION

sion, siRNA-knock-down) mit denen eines stabil affektierten Expressionsniveaus (knock-out, Uber-
expression durch retrovirale Transduktion) nur in Teilen iibereinstimmen (siehe z.B. Abb.
und Abb. . Eine stabile Rekonstitution von TRIM9 in TRIM9-defizienten Zelllinien mittels
retroviraler Transduktion steht daher noch aus, um den urséchlichen Zusammenhang zwischen dem
stabilen Verlust von TRIM9 und einer dadurch inhibierten Replikationskompetenz in vitro zu de-

monstrieren. Bis dahin steht die Hypothese einer proviralen Funktion von TRIM9 zur Diskussion.

Einerseits kann die Virusreplikation intrazelluldr direkt durch Restriktionsfaktoren oder gegensétz-
lich durch férdernd in den Replikationszyklus eingreifende Proteine beeinflusst werden. Die Rolle
einiger TRIM-Proteine als virale Restriktionsfaktoren wurde in Abschnitt erldutert. Auf der
anderen Seite ist eine affektierte Virusreplikation ebenso als Sekundéreffekt einer verdnderten Im-
munantwort, eines beeinflussten Zellzyklus beziehungsweise Stoffwechsels des Wirts oder verédnder-
ter Membraneigenschaften denkbar, welche beispielsweise die endozytotische Aufnahme oder das
budding der Virionen beeinflussen |Gonzalez Plaza et al.,|2016;|Wesolowski and Paumet, 2010]. Hin-
sichtlich TRIM9 sind diesbeziiglich neben direkten Proteinfunktionen vor dem Hintergrund einer
E3-Ubiquitinligase- Aktivitdt ebenso indirekte Wirkungen zu diskutieren, die moglicherweise iiber

eine TRIM9-vermittelte Ubiquitinierung und Degradation anderer Proteine zustande kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich fiir positiv- wie auch negativ-polarisierte ssRNA-Viren eine
mit der stabilen TRIMO9-Defizienz assoziierte Inhibition der Virusreplikation. Mit einer inhibierten
Virusreplikation ging dabei insbesondere im Rahmen von Infektionen mit VSV eine supprimierte
Produktion von Zytokinen einher (siehe Abb. Abb. Abb. [3.3.4)), welche induziert durch
isolierte VSV-RNA jedoch nicht mehr in Abhéngigkeit von der TRIM9-Expression variierte (siehe
Abb. . Die Transfektion negativ-polarisierter viraler RNA erméoglicht dabei in Ermangelung
viraler Proteine keine Virusreplikation. So liegt es im Rahmen einer stabilen TRIM9-Defizienz na-
he, dass eine verminderte Immunantwort nach Infektion mit VSV sekundér auf ein vermindertes
Aktivitdtsniveau wirtseigener PRRs zuriickzufiihren ist, welche durch eine primér inhibierte Virus-
replikation einer zeitlich kumulativ reduzierten PAMP-Konzentration ausgesetzt sind. Auf Basis
der Experimente mit VSV scheint die durch die TRIM9-Defizienz inhibierte Virusreplikation keine

Folge einer gesteigerten antiviralen Immunantwort zu sein.

Damit riickt ein moglicherweise von TRIM9 beeinflusster Metabolismus oder Zellzyklus des Wirts
als Ursache einer durch die TRIM9-Defizienz verminderten Virusreplikation in den Fokus. Licht-
mikroskopisch wie auch durchflusszytometrisch haben sich hinsichtlich des Wachstumsverhaltens
sowie der Zellmorphologie (Granularitidt und Zellgrofie) keine eindeutigen Unterschiede zwischen
TRIM9-defizienten Zellen und deren Wildtypen gezeigt. Etwaige Einfliisse auf den Zellzyklus wur-
den im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht im Detail untersucht. Vor dem Hintergrund aktueller
Publikationen ist dariiber hinaus insbesondere die Rolle eines durch den Verlust von TRIM9 ge-
steigerten Aktivitiatsniveaus von NF-xkB (siehe Abschnitt und [Shi et al., 2014]) als auch der
Einfluss einer durch TRIM9 affektierten SNARE-Komplex-abhéngigen Exozytose (siehe Abschnitt
und [Winkle et al.| [2014]) zu diskutieren.

Transkriptionelle Regulatoren aus der NF-xB-Familie induzieren eine Vielzahl unterschiedlicher

Gene, darunter diverse Proteine im Kontext einer Immunantwort wie Chemokine, Zytokine oder
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Immunrezeptoren |Ghosh et al., [1998]. Neben der zentralen Stellung als Immunregulator induziert
NF-xB weiterhin anti-apoptotische sowie proliferative Gene [Karin et al., [2002]. Die virusinduzierte
Aktivierung von NF-xB hat damit einen ambivalenten Charakter: Einerseits tragt die virusindu-
zierte Aktivierung von NF-kB zu einer antiviralen Immunantwort bei. Dem stehen andererseits
proliferative sowie anti-apoptotische Wirkungen gegeniiber, welche die parasitidre Ausnutzung des
Wirtszellmetabolismus durch Viren im Sinne ihrer eigenen Replikation férdern [Hiscott et al., 2001].
Weiterhin trégt eine Inhibition der virusinduzierten Apoptose zwar direkt zur Virusreplikation bei,
reduziert jedoch ebenso die durch Apoptose bedingte Freisetzung von Viren und damit deren Aus-
breitung |[Hiscott et al.,[2001]. Ob sich die Aktivierung von NF-xB in vitro férdernd oder inhibierend
auf die Virusreplikation auswirkt, ist damit nicht eindeutig vorherzusagen. Die TRIM9-defizienten
Zellmodelle, in denen diese Arbeit eine reduzierte Replikationskompetenz verschiedener Viren zeigt,
weisen konsistent mit Shi et al. sowohl eine erhdhte Basalaktivitidt von NF-xB als auch eine ge-
steigerte Aktivierung von NF-xB nach Stimulation mit TNF-o oder PMA auf (sieche Abb.
und und [Shi et al., 2014]). Auf Basis einer mutmaflich priméar verminderten Virusreplikation
lasst die reduzierte VSV-induzierte Immunantwort TRIM9-defizienter Zellen jedoch eine vermin-
derte Aktivierung von NF-xB vermuten. Dies ist konsistent mit der demonstrierten verminderten
Induktion (siche Abb. von folgenden Genen, welche geméfl der aufgefithrten Publikationen
NF-xB abhéngig induziert werden: TNF-a [Shakhov et al., 1990], IL-13 [Hiscott et al., 1993, IL-8
[Kunsch and Rosen, [1993], IFN-3 [Hiscott et al., [1989; Lenardo et al., |1989] sowie IP-10 [Ohmori
and Hamilton, [1993|. Jedoch bleibt die Méoglichkeit offen, dass eine prainfektios durch die TRIMO-
Defizienz gesteigerte Basalaktivitdt von NF-xB die Virusreplikation innerhalb eines 24-stiindigen
Infektions-assays beeinflusst. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der TRIM9-abhéngigen
NF-kB-Aktivitdt und der Virusreplikation gibt die Tatsache, dass die Zugabe des NF-xB-Inhibitors
ACHP wéhrend der VSV-Infektion die Replikationskompetenz von VSV in TRIM9-defizienten Zel-
len jener im korrespondierenden Wildtyp dosisabhéngig wieder anndhert (siehe Abb. [3.5.1). Ein
verantwortlicher Molekularmechanismus konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht néher spe-

zifiziert werden.

Weiterhin ist denkbar, dass eine von TRIM9 beeinflusste Virusreplikation als Sekundéareffekt von
durch TRIM9 affektierten, endozytotischen oder exozytotischen Prozessen zustande kommt (siehe
Abschnitt und [Winkle et al., 2014]). Unter Applikation von Monensin, welches durch Blo-
ckade des Golgi-Apparates unter anderem den intrazelluldren Transport des VSV-Glykoproteins
zur Wirtszellmembran inhibiert, zeigte sich dosisabhéngig eine Inhibition der Replikationskom-
petenz im Wildtyp, wihrend jene in TRIM9-defizienten Zellen von Monensin unbeeinflusst blieb
(siehe Abschnitt und Abb. [Alonso and Compans| 1981; Kaaridinen et al., [1980]. Eine
Monensin-vermittelte Replikationsinhibition ist erwartungsgemif, da die Freisetzung neuer Vi-
ren unter Mitnahme von G-Protein-enthaltender Wirtszellmembran gestort ist. VSV-G-Protein-
enthaltende Lipid-Doppelschicht-Membran als Virushiille ist jedoch zur Infektion neuer Zellen né-
tig, welche auf Basis der Interaktion des viralen G-Proteins mit Oberflichenrezeptoren der Wirts-
zellen ablauft. Dass TRIM9-defiziente Zellen gegenséitzlich zum Wildtyp jedoch eine von Monen-
sin unbeeinflusste Replikationskompetenz aufweisen, deutet moglicherweise darauf hin, dass die
TRIMO9-Defizienz bereits Abschnitte des viralen Replikationszyklus inhibiert, welche im Wildtyp

durch Monensin beeinflusst werden. Ist durch die TRIM9-Defizienz daher der Transport viraler
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Proteine zur Wirtszellmembran gestort? Um dieser Hypothese weiter nachzugehen, wére es unter
anderem interessant zu priifen, ob in TRIM9-defizienten Zellen ebenso die Replikationskompetenz
unbehiillter Viren eingeschrénkt ist, deren Freisetzung und Infektisitat von Interaktionen mit der
Wirtszellmembran unabhéngiger ist. Experimente dieser Art wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt.

Gegensitzlich zu Ergebnissen dieser Arbeit wurde kiirzlich durch Qin et al. die kurze Isoform
von TRIM9 (TRIM9s) als antivirales Protein beschrieben, wihrend eine vergleichbar ausgeprégte
antivirale Funktion der langen Isoform (TRIMII) verneint wurde [Qin et al., 2016]. Dabei basie-
ren die durch Qin et al. demonstrierten Effekte iiberwiegend auf der transienten Uberexpression
von TRIM9s/TRIMOI sowie gegensétzlich auf Loss-of-function-Experimenten mittels isoformspezi-
fischen siRNAs [Qin et al., [2016]. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde in der Zelllinie A549 die
Replikation von VSV einerseits in Abhéngigkeit von transient iiberexprimiertem TRIMOI (siehe
Abb. sowie andererseits als Funktion stabil verdnderter TRIM9-Expressionsniveaus quan-
tifiziert (siche Abb. [3.3.5)). Hinsichtlich der verwendeten Zelllinie sowie des Virusstammes sind
die Ergebnisse dieser Arbeit so mit jenen nach Qin et al. vergleichbar, zeigen jedoch teils ge-
gensitzliche Effekte |Qin et al. 2016]: Einerseits konnte im Rahmen dieser Arbeit eine antivirale
Wirkung auch fiir die transient {iberexprimierte, lange Isoform von TRIM9 demonstriert werden
(siehe Abb.[3.3.8)). Andererseits konnte umfassend demonstriert werden, dass ebenso der gemeinsa-
me Verlust beider TRIM9-Isoformen im Rahmen eines stabilen knock-outs replikationsinhibierende
Effekte hat. Ist dies ein Widerspruch? Aus methodischer Sicht basiert der iiberwiegende Anteil
der von Qin et al. prisentierten Ergebnisse auf der prainfektiosen Einbringung fremder Nuklein-
sduren (im Rahmen der Transfektion von siRNA oder Expressionsplasmiden) [Qin et al., [2016].
Einerseits wirft dieses die Frage auf, inwieweit Transfektionsreagenzien Membraneigenschaften der
Wirtszellen prainfektits beeinflussen beziehungsweise ob die Einbringung fremder Nukleinséduren
bereits prainfektios eine immunogene Wirkung hat. Andererseits ist anzuzweifeln, ob Experimente
auf Basis einer transienten Uberexpression denn iiberhaupt physiologische Effekte vor dem Hin-
tergrund kurzzeitig unphysiologisch erhéhter Proteinkonzentrationen demonstrieren. Gegensatzlich
wurden im Rahmen dieser Arbeit Effekte stabil verdnderter TRIM9-Expressionsniveaus charak-
terisiert: Mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung beziehungsweise retroviraler Transduktion wurden
TRIM9-defiziente sowie stabil TRIMO9-iiberexprimierende Zellmodelle etabliert, in denen die Re-
plikationskompetenz von Viren ohne die Notwendigkeit einer prainfektiosen und damit potentiell
artifiziellen Vorbehandlung in Abhingigkeit von der TRIM9-Expression quantifiziert werden konn-
te. Dariiber hinaus wird damit indirekt sichergestellt, dass alle verwendeten Zellmodelle sich an ein
verdndertes TRIM9-Expresssionsniveau im Rahmen ihres eigenen Uberlebens adaptieren konnten
und damit nicht unphysiologisch verinderte Proteinkonzentrationen herbeigefiihrt wurden. In die-
ser Hinsicht ist die methodische Herangehensweise dieser Arbeit zur Quantifizierung einer TRIM9-
abhéngigen Virusreplikation jener nach Qin et al. iiberlegen [Qin et al. 2016]. Letztlich bringt
die Zusammenfithrung der Ergebnisse jedoch die Erkenntnis, dass Effekte kurzfristig verdnderter
TRIM9-Expressionsniveaus (fokussierend auf transiente Uberexpression) mit denen einer stabilen
TRIM9-Defizienz nicht konsistent sind. Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass un-
physiologisch erhohte TRIM9-Expressionsniveaus zytotoxische oder zytostatische Effekte haben,

welche sich folgend inhibierend auf die Virusreplikation auswirken kénnten. Dafiir spricht, dass im
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Rahmen dieser Arbeit mittels retroviraler Transduktion maximal eine zweieinhalbfache Steigerung

der TRIM9-Expression erreicht werden konnte, wihrend der Grofteil transduzierter Zellen verstarb

(siehe Abb. 3.2.10)).

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit vor dem Hintergrund aktueller Lite-
ratur gegensitzliche Effekte auf die Virusreplikation in Abhéngigkeit davon, ob das Expressions-
niveau von TRIM9 nur vorriibergehend oder stabil beeinflusst wird. Aufbauend auf publizierter
Literatur konnte mit dieser Arbeit erstmals demonstriert werden, dass der stabile, gemeinsame
Verlust beider Isoformen von TRIM9 (knock-out) einen inhibitorischen Einfluss auf die In-vitro-
Replikation behiillter ssRNA-Viren positiver wie negativer Polaritdt hat. Ergebnisse im Rahmen
von Infektionsexperimenten mit VSV deuten an, dass die Virusreplikation dabei nicht durch eine
primér gesteigerte, antivirale Immunantwort inhibiert wird. Die ursédchlichen Molekularmechanis-
men bleiben ungeklart, sind jedoch moglicherweise im Zusammenhang eines von TRIM9 direkt
oder indirekt affektierten Zellzyklus oder Stoffwechsels der Wirtszellen zu vermuten. Dabei er-
scheint beziiglich des Wirtszellmetabolismus vor dem Hintergrund durch Winkle et al. publizierter
Effekte von TRIM9 auf die Endo- und Exozytose insbesondere der von TRIMY potentiell affektier-
te Membranstoffwechsel interessant, welcher moglicherweise Einfluss auf das budding oder auf die

endozytotische Aufnahme von Viren nimmt [Winkle et al., 2014].
4.2.2 TRIM9: Immunstimulation oder Immunsuppression?

Viele TRIM-Proteine haben sich in den letzten Jahren als Regulatoren der angeborenen antiviralen
Immunitédt herausgestellt (siehe Abschnitt [1.2.2). Auch fiir TRIMY lieflen die zu Beginn der Da-
tenerhebung dieser Arbeit verfligbaren Vorarbeiten und Publikationen eine immunstimulatorische

Rolle von TRIM9 innerhalb des Signalweges RIG-I dhnlicher Rezeptoren vermuten (siehe Abschnit-

te [1.2.3.2) und [1.3.2)). Im Nachhinein erschienene Publikationen' legen inzwischen eine ausbalan-

cierende Rolle von TRIM9 zwischen der Aktivierung von NF-xB und der Phosphorylierung von
IRF3 nahe: Wahrend TRIM9 im Rahmen einer antiviralen Immunantwort die Phosphorylierung
von IRF3 fordert, wird durch TRIM9 die Aktivierung von NF-xB inhibiert (siche Abschnitt
und Abb. [Qin et al., 2016} Shi et all [2014]. Da diverse Zytokine in Abhéngigkeit von die-
sen Transkriptionsfaktoren induziert werden - insbesondere die Promotorregion von Interferon-g3
enthélt Bindungsstellen fiir NF-xB als auch fir IRF3 - wéiren entsprechend dieser Publikationen
Einfliisse der TRIM9-Expression auf die durch antivirale Mustererkennungsrezeptoren induzierten

Immunantworten zu erwarten.

Konsistent mit Shi et al. konnte im Rahmen dieser Arbeit eine inhibitorische Wirkung von TRIM9
auf die PMA- sowie TNF-a-induzierte Aktivierung von NF-kB demonstriert werden [Shi et al.,
2014]. Alle etablierten TRIM9-defizienten Zellmodelle wiesen entsprechend in Reporter-assays eine
im Wildtypvergleich gesteigerte Aktivitat von NF-xB auf (sieche Abschnitt . Durch Charak-

!Die experimentellen Daten dieser Arbeit wurden im Zeitraum von Mirz 2014 bis Mai 2015 erhoben. Die Publi-
kationen [Shi et al| |2014] sowie |Qin et al. |2016] sind wihrend beziehungsweise nach dieser Zeit verdffentlich
worden und beschreiben erstmals auf molekularer Ebene die Rolle von TRIM9 wéahrend Virusinfektionen. Die
dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung ist daher ebenso wie die experimentelle Herangehensweise von die-
sen Publikationen unberiihrt. Nichtsdestotrotz werden die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse im
Kontext der spéater erschienenen Publikationen diskutiert.
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terisierung der Immunantwort TRIM9-defizienter Zellen mittels ELISA beziehungsweise qRT-PCR
konnte im Wildtypvergleich jedoch kein signifikanter Einfluss der TRIM9-Expression auf die RLR-
induzierte Immunantwort gemessen werden. Lediglich die Induktion von ISG-15 stellte sich im
Rahmen der TRIM9-Defizienz als geringfiigig gesteigert dar (siehe Abschnitt Abb.
Abb. und Abb. . Auch auf die RLR-induzierte Aktivitat des Interferon-S-Promotors
konnte mittels Reporter-assays kein Einfluss der TRIM9-Defizienz gemessen werden (siehe Abb.
. Wiéhrend der stabile knock-out von TRIM9 keine Einfliisse auf die RLR-induzierte Sekretion
von IP-10 zeigte, war konsistent mit Vorarbeiten der Arbeitsgruppe! eine Inhibition der Sekretion
von IP-10 im Rahmen des siRNA-vermittelten knock-downs von TRIMO reproduzierbar (siehe Abb.
3.4.8)). Da jedoch die Applikation derselben siRNAs auch in TRIM9-defizienten Zellen die RLR-
induzierte Immunantwort supprimierte (siche Abb. , ist der kausale Zusammenhang zwischen
dem demonstrierten, immunsuppresiven Effekt und dem knock-down von TRIM9 kritisch sowie
vor dem Hintergrund moglicher off-targets der siRNAs zu betrachten (sieche Abschnitt .
Ein gemeinsames off-target beider verwendeten siRNAs ist das Protein ,,Ninein“. Ob ein méglicher
knock-down von Ninein fiir die Reduktion der IP-10 Sekretion in den dargestellten Experimen-
ten verantwortlich gewesen ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersucht. Letztlich
konnte kein eindeutiger Effekt des knock-outs von TRIM9 auf die RLR-induzierte Immunantwort
demonstriert werden. Aktuelle Literatur berticksichtigend ist dabei im Zusammenhang mit TRIMO-
defizienten Zellen denkbar, dass die gesteigerte Aktivierung von NF-xB von einer verminderten
Phosphorylierung von IRF3 kompensiert wird und damit keine Effekte hinsichtlich der Induktion
von beiden Transkriptionsfaktoren beeinflusster Gene zu messen sind. Diesbeziiglich ist ebenso zu
diskutieren, ob messbare Effekte zelllinienspezifisch sowie in starker Abhéngigkeit von dem gewéhl-
ten read-out auftreten: Einerseits ist zu beriicksichtigen, dass zelllinienspezifisch IRF3 oder NF-xB
gegebenenfalls eine gegeniiber dem jeweils anderen Transkriptionsfaktor dominantere Rolle ein-
nimmt. Andererseits diirfte sich die Expression der als read-out gewédhlten Gene hinsichtlich ihrer

Abhéngigkeit von NF-xB beziehungsweise IRF3 unterscheiden.

Im Gegensatz zu den RLRs fithrte die Aktivierung von TLR3 im Rahmen dieser Arbeit zu einer
vom Wildtyp abweichenden Immunantwort in TRIMO9-defizienten Zellen: TRIMO9-defiziente Zel-
len wiesen im Wildtypvergleich eine gesteigerte TLR3-induzierte Sekretion von IP-10 (siche Abb.
sowie eine erhohte TLR3-vermittelte Induktion von IFN-3, ISG-15 und ISG-54 auf (sie-
he Abb. und Abb. . Ob sich dieser Phinotyp als stabil erweist oder artifiziell durch
Nebeneffekte der Einzelzellklonierung begiinstigt wird, muss vor dem Hintergrund betréchtlicher
Unterschiede zwischen den hier verwendeten Einzelzellklonen hinsichtlich ihrer Sekretion von IP-10
weiter validiert werden (siehe Abb. . Zwar fiithrt die Aktivierung von TLR3 wie auch von
RLRs sowohl zur Phosphorylierung von IRF3 als auch zur Kerntranslokation von NF-xB |Akira
et al., [2006]. Die im Rahmen der TRIM9-Defizienz gesteigerte Immunantwort lasst jedoch vermu-
ten, dass der Effekt einer gesteigerten Aktivierung von NF-xB den nach Qin et al. beschriebenen
Effekt einer durch die TRIM9-Defizienz verminderten Phosphorylierung von IRF3 tiberwiegt [Qin
et al., 2016].

'Die erwihnten Vorarbeiten sind Teil der Promotion von Sofia Antén
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Vor dem Hintergrund, dass in den verwendeten Zellmodellen die RLR-induzierte Immunantwort
von der TRIM9-Defizienz weitestgehend unbeeinflusst blieb, wihrend die TLR3-induzierte Immun-
reaktion sich durch den Verlust von TRIM9 als gesteigert herausstellte, lassen sich unterschiedliche
Effekte der TRIM9-Expression auf die durch Viren induzierten Immunantworten einordnen. Wie
bereits in Abschnitt erlautert, ist die verminderte VSV-induzierte Immunantwort TRIM9-
defizienter Zellen mutmaflich auf eine primér inhibierte Virusreplikation zuriickzufiihren. Entspre-
chend blieb die durch die Transfektion viraler VSV-RNA induzierte Immunantwort, welche von einer
aktiven Virusreplikation so unbeeinflusst bleibt, von der TRIM9-Expression unberiihrt (siche Abb.
3.3.7)). Dies ist konsistent mit der demonstrierten, von TRIM9 unbeeinflussten 3pRNA-induzierten
Immunantwort sowie mit Publikationen, nach denen VSV mafgeblich durch RIG-I erkannt wird
[Furr et al., [2010; Huesser et al., 2011].

Gegensitzlich zur verminderten Immunantwort nach Infektionen mit (-)ssRNA-Viren wie VSV
oder SeV zeigten TRIM9-defiziente Zellen im Rahmen von Infektionen mit (+)ssRNA-Viren eine
im Wildtypvergleich gesteigerte Sekretion von IP-10. Dies konnte fiir Infektionen mit den Viren
SFV (Alphavirus, siche Abb. [3.3.11), YFV (Flavivirus, siche Abb. ), EMCV (Picornavirus,
sieche Abb. und Mengo-Virus (Picornavirus, siehe Abb. [3.3.13]) wie auch fiir die Transfektion
von RNA-Isolaten HCV-infizierter Zellen (Vgl. Abb. demonstriert werden (siche Abschnitt
. Fiir den (-)ssRNA-Virus VSV konnte gezeigt werden, dass der Effekt einer verminderten
VSV-induzierten Zytokinantwort in Abwesenheit von TRIM9 nur bei stattfindender Virusrepli-
kation vorliegt. Ob der TRIM9-abhéngige Effekt auf die virusinduzierte Immunantwort auch bei
(4+)ssRNA-Viren auf eine vollstdndig stattfindende Replikation angewiesen ist, konnte jedoch nicht
sicher geklart werden. Zwar wird sowohl durch eine Infektion mit den sich in 1205Lu-Zellen voll-
standig replizierenden (+)SSRNA-Viren SFV, YFV und EMCV als auch durch eine Infektionen mit
dem in 1205Lu-Zellen nicht vollstandig replikationskompetenten Mengo-Virus als auch durch die
Transfektion von RNA-Isolaten HCV-infizierter Zellen eine von dem TRIM9-Expressionsniveau be-
einflusste Zytokinantwort induziert. Jedoch kann trotzdem nicht eindeutig belegt werden, dass eine
gesteigerte Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen nach einer Infektion mit (+)ssRNA-Viren
unabhéngig von deren Virusreplikation zustande kommt: Einerseits ist trotz nicht ansteigender
Virustiter im Zelliiberstand nach Infektion mit Mengo-Virus denkbar, dass intrazellular eine Virus-
replikation stattgefunden hat und nur die Freisetzung neuer Viren in den Extrazelluldrraum gestort
ist. Andererseits ermoglicht auch die Transfektion von genomischer HCV-RNA aufgrund ihrer posi-
tiven Polaritdt eine Virusreplikation, auch wenn der Hepatotropismus des Virus eine Neuinfektion
von 1205Lu-Zellen vermutlich verhindert. In beiden Féllen kann also eine zumindest in Teilen funk-
tionale, intrazelluldre Virusreplikation als Grundlage des Effektes einer von TRIM9 beeinflussten

Immunantwort nicht sicher ausgeschlossen werden

Damit gibt es in Zusammenschau mit den Effekten im Rahmen von VSV-Infektionen zwei mogliche
Erkldarungsansétze fiir unterschiedliche Effekte in Abhéngigkeit von der Viruspolaritdt: Zum einen
konnte gegensétzlich zu Infektionen mit (-)ssRNA-Viren die TRIM9-Defizienz die von (4)ssRNA-
Viren induzierte Immunantwort primér steigern, welche sich dann sekundér inhibierend auf die
Virusreplikation auswirken wiirde. Andererseits ist denkbar, dass die eingeschriankte Replikation

von ssRNA-Viren positiver als auch negativer Polaritdt in TRIM9-defizienten Zellen auf dieselbe
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Weise zustande kommt und zusétzlich durch die TRIM9-Defizienz das immunstimulatorische Po-
tenzial von (+)ssRNA-Viren als unabhéngiger Effekt gesteigert wird. In diesem Fall wiirde es trotz
einer im Rahmen der supprimierten Virusreplikation von (+)ssRNA-Viren reduzierten PAMP-
Konzentration zu einer gesteigerten Immunantwort in TRIM9-defizienten Zellen kommen, was fiir
eine erhebliche Immunogenitéatssteigerung durch den Verlust von TRIM9 spréache. Dies wird weiter-
hin dadurch gestiitzt, dass die Transfektion von RNA-Isolaten HCV infizierter Zellen zu einer durch
die TRIM9-Defizienz signifikant gesteigerten Sekretion von IP-10 fithrte (siehe Abb. . Letzt-
lich fithren beide Erklarungsansétze jedoch zu der Annahme, dass es durch die TRIM9-Defizienz
zu einer gesteigerten Zytokinantwort (hier: Sekretion von IP-10) im Rahmen der Infektion mit
(4)ssRNA-Viren kommt.

In Zusammenschau der Ergebnisse werfen Unterschiede hinsichtlich der Viruspolaritit die Frage
nach moglicherweise von TRIM9 affektierten Mechanismen auf, welche eine gesteigerte Immun-
antwort im Rahmen der Infektion mit (+)ssRNA-Viren erkldren, jedoch keinen Einfluss auf die
RLR-induzierte Immunantwort und keinen vergleichbaren Effekt auf die (-)ssRNA-Virus-induzierte
Immunantwort haben. Wahrend RIG-I kurze doppelstrangige RNA sowie zugéngliche 3pRNA-
Modifikationen zytosolischer RNA als PAMP erkennt, werden sowohl MDAS5 (zytosolisch) als auch
TLR3 (endosomal) durch langere Abschnitte doppelstréangiger RNA aktiviert |Akira et al.l 2006].
Aktuelle Literatur legt nahe, dass (-)ssRNA-Viren wie Paramyxoviridae (zugehorig: SeV) oder
VSV mafigeblich iiber RIG-I erkannt werden [Furr et al., 2010; [Huesser et all [2011; Kato et al.
2006]. Doppelstriangige RNA-Fragmente entstehen dagegen vorrangig im Rahmen der Replikation
von (+)ssRNA-Viren, weniger durch die Replikation von ssRNA-Viren negativer Polaritat [Weber
et al., 2006]. Demzufolge ist naheliegend, dass dsRNA-erkennende PRRs wie MDAS5 oder TLR3 fiir
die Detektion von (4)ssRNA-Viren eine dominantere Rolle einnehmen. Entsprechend werden die
positiv polarisierten Picornaviridae (Mengo-Virus, EMCV) mafgeblich durch MDA5 und weniger
durch RIG-I erkannt [Kato et al., 2006]. Hinsichtlich des (4)ssRNA-Virus SFV wurde beschrie-
ben, dass die dsRNA-bindende Proteinkinase (PKR) die Interferoninduktion wéhrend Infektionen
mit SFV, nicht jedoch im Rahmen von Infektionen mit SeV beeinflusst [Schulz et al., 2010]. Das
(+)ssRNA-Virus YFV (Flavivirus) betrachtend sind zwar die Funktionen von RLRs wenig unter-
sucht, jedoch konnte nach Querec et al. eine Hochregulation sowohl von RIG-I als auch von MDAS5
im Rahmen der YFV-Infektion peripherer monozytéarer Blutzellen (PBMCs) demonstriert werden
[Querec et al., 2009]. Auch die Beteiligung verschiedener TLRs konnte im Rahmen der Detekti-
on von Flaviviridae demonstriert werden [Nazmi et al., 2014]. Hinsichtlich Hepatitis-C konnte die
Wahrscheinlichkeit einer Spontanausheilung sowohl mit genetischen Polymorphismen von MDAS5
als auch von TLR3 assoziiert werden |Geng et al., [2016; Hoffmann et al.l 2015].

Letztlich kann auf Basis dieser Literatur davon ausgegangen werden, dass dsRNA-erkennenden
PRRs insbesondere im Rahmen von Infektionen mit ssRNA-Viren positiver Polaritét eine wichtige
Rolle zukommt. Wéahrend in den hier verwendeten Zellmodellen die Aktivierung von MDAS durch
synthetische Liganden nicht zu einer von der TRIM9-Expression beeinflussten Immunantwort fiihr-
te, war eine mit der TRIM9-Defizienz vergesellschaftete Steigerung der TLR3-induzierten Immun-
antwort zu messen. Dies ist konsistent mit einer gesteigerten (+)ssRNA-Virus-induzierten Sekretion

von IP-10, da als Replikaktionsintermediate dieser Viren doppelstriangige RNA-Fragmente auftre-
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ten. Diese mutmafllich TLR3-aktivierenden Replikationsintermediate sind dabei jedoch vorrangig
zytoplasmatisch zu erwarten, wihrend die PAMP-bindende TLR3-Doméne im Rahmen einer trans-
membrandren Lokalisation von TLR3 extrazellular oder im Lumen von Endosomen beziehungswei-
se Lysosomen zu erwarten ist. Wie kommt es dabei zur Interaktion von intrazelluldren dsRNA-
Replikationsintermediaten und extrazelluliren PAMP-bindenden TRL3-Doménen? Hinsichtlich der
lipophilen Transfektion von RNA-Isolaten virusinfizierter Zellen, welche mutmaflich ebenso virale
Replikationsintermediate enthalten, ist ein direkter Kontakt mit endosomalen TLRs zu erwarten.
Konsistent mit der Hypothese eines Auftretens TLR3-aktivierender PAMPs in Abhéingigkeit von
der Viruspolaritiat war die Immunantwort durch Transfektion von RNA-Isolaten VSV-infizierter
Zellen von der TRIM9-Defizienz unbeeinflusst (siche Abb. [3.3.7)), withrend die Tranfektion von
RNA-Isolaten HCV-infizierter Zellen eine deutlich gesteigerte Immunantwort in TRIM9-defizienten
Zellen bedingte (siehe Abb. . Im Rahmen der Infektion mit funktionsfdhigen Virionen erge-
ben sich verschiedene Mechanismen, die eine Interaktion zwischen zytosolischen Replikationsinter-
mediaten und endosomalen TLR3-Doménen begiinstigen: Einerseits erfolgt das exozytosedhnliche
budding umhiillter Viren mutmaflich unter Mitnahme minimaler Anteile des Wirtszytoplasmas,
sodass dieses bei endozytotischer Wiederaufnahme sezernierter Virionen in Kontakt mit Endo- so-
wie Lysosomen kommt. Andererseits konnen ebenso zytopathische Effekte begiinstigend wirken:
Im Rahmen (virusinduzierter) apoptotischer Prozesse entstehen zytoplasmahaltige Apoptosevesi-
kel, welche potenziell von umliegenden Zellen endozytotisch aufgenommen und so zur Aktivierung
des endosomalen TLR3 fithren kénnen [Kariko et al.,|2004; [Vercammen et al., |2008]. Auch unabhén-
gig davon ist eine Authebung intrazelluldr-réumlicher Barrieren im Rahmen von virunsinduzierten

zytopathischen Effekten vorstellbar.

Zusammenfassend war im Rahmen dieser Arbeit kein signifikanter Einfluss des stabilen Verlustes
von TRIM9 auf die RLR-induzierte Immunantwort zu messen. Vor dem Hintergrund spéter er-
schienener Literatur ist nach Shi et al. sowie Qin et al. denkbar, dass sich in den hier verwendeten
Zellmodellen von TRIM9 vermittelte, fordernde Effekte auf die Phosphorylierung von IRF3 sowie
inhibierende Effekte auf die Aktivierung von NF-xB aufwiegen, sodass kein Einfluss auf die von
beiden Transkriptionsfaktoren gesteuerte Typ-I IFN-basierte Immunantwort zu messen ist [Qin
et al., 2016; Shi et al., 2014]. Gegensitzlich wiesen TRIM9-defiziente Zellen im Wildtypvergleich
eine gesteigerte TLR3-vermittelte sowie von (4)ssRNA-Viren induzierte Immunantwort auf. Dabei
ware auf Basis der Datenlage dieser Arbeit die weiterfithrende Hypothese denkbar, dass im Rah-
men der Replikation von (+)ssRNA-Viren vermehrt auftretende dsRNA-Replikationsintermediate
iiber eine Aktivierung von TLR3 zu einer gesteigerten Zytokinantwort in TRIM9-defizienten Zel-
len fithren. Jedoch ist hier kritisch anzumerken, dass weiterfiihrende Daten der Arbeitsgruppe auf
eine in MAVS-defizienten Zellen ausbleibende Induktion von IP-10 und Interferon-8 nach YFV-
Infektion hindeuten (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt). Eine relevante Beteiligung von TLR3
an der YFV-induzierten Immunantwort erscheint vor diesem Hintergrund unwahrscheinlich. Wei-
tere Studien sind daher notwendig, um den differentiellen Einfluss der TRIM9-Expression auf die
durch ssRNA-Viren positiver oder negativer Polaritit induzierte Zytokinantwort auch unabhingig

von einer TLR3-Beteiligung zu erklaren.
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4.2.3 Kritische Betrachtung der Methodik

Die Arbeitshypothese dieser Arbeit geht auf einen genetischen Einzelnukleotidpolymorphismus der
TRIM9-3'UTR zuriick, dessen Allele durch eine Kooperationsgruppe klinisch mit einer differenti-
ellen Spontanausheilungswahrscheinlichkeit einer HCV-Infektion korreliert werden konnten. Dabei
legten Reporter-assays dieser Arbeit nahe, dass das Expressionsniveau von TRIM9 durch jenes
Polymorphismus-Allel gesteigert wird, welches zugleich das HCV-Chronifizierungsrisiko senkt. Ent-
sprechend ware eine protektive Funktion von TRIM9 anzunehmen. In vitro stellte sich im Rahmen
dieser Arbeit durch Loss-of-function-Experimente jedoch eine in TRIM9-defizienten Zellen inhi-
bierte Virusreplikation dar, was eine provirale Funktion von TRIM9 vermuten liefle. Ist dies ein
Widerspruch?

Wihrend durch den genetischen Polymorphismus die TRIM9-Expression mutmaflich regulativ be-
einflusst wird, wurden im Rahmen dieser Arbeit vorrangig Effekte des vollsténdigen Verlustes von
TRIM9 charakterisiert. Dabei ist grundsétzlich nicht auszuschliefen, dass der vollstdndige Verlust
eines Proteins gegensétzlich zu einer nur begrenzten Expressionsregulation weitergehende Auswir-
kungen oder zusétzliche Effekte auf Zellmodelle hat. Wenn die Replikation verschiedener Viren in
Abhéngigkeit von der TRIM9-Expression der Wirtszellen als read-out von Experimenten gewéhlt
wurde, ist dabei immer die Abhingigkeit der Virusreplikation von Zellzyklus und Metabolismus der
Wirtszellen zu bedenken. Méglicherweise wirkt sich der vollstédndige Verlust von TRIM9 auf grund-
legende Wirtszellfunktionen und damit sekundér auf die Virusreplikation aus, sodass gegenldufige
Effekte eines nur in Grenzen verminderten TRIM9-Expressionsniveaus verdeckt werden. Dieser Ge-
danke liegt insbesondere nahe, da Ergebnisse dieser Arbeit teils nicht mit in der Literatur nach Qin
et al. demonstrierten Effekten eines knock-downs von TRIM9 konsistent sind |Qin et al., 2016]. Vor
dem Hintergrund verschiedener zugleich exprimierter Isoformen von TRIM9 ist weiterhin zu be-
riicksichtigen, dass im Rahmen dieser Arbeit weitestgehend Effekte von deren gemeinsamem Verlust
charakterisiert wurden, ohne dabei auf moglicherweise unterschiedliche Funktionen der Isoformen

einzugehen.

TRIM9-defiziente sowie stabil TRIM9-tiiberexprimierende Zellmodelle wurden im Rahmen dieser
Arbeit mittels CRISPR/Cas9-Geneditierung sowie retroviraler Transduktion etabliert und entstan-
den aus einer im Rahmen dieser Methodik angewandten Einzelzellklonierung. Auf diese Weise kon-
nten Effekte einer stabil verdnderten TRIM9-Expression untersucht werden, wahrend in bisheriger
Literatur i.d.R. lediglich Effekte eines durch potentiell artifizielle Transfektion fremder Nukleinsau-
ren (siRNA, Expressionsplasmide) vorriibergehend beeinflussten Expressionsniveaus (knock-down,
transiente Uberexpression) untersucht wurden. Vor diesem Hintergrund ist die in dieser Arbeit ver-
wendete Methodik iiberlegen. Jedoch bleibt zu beriicksichtigen, dass sich die etablierten Zelllinien
durch multiple Zellpassagen im Rahmen der Einzelzellklonierung mutmaflich komplexer als nur
hinsichtlich ihrer TRIM9-Expression von dem zugrunde liegenden Wildtyp unterscheiden. Zwar
wurden zur Reduktion dadurch entstehender Abweichungen jeweils mehrere Einzelzellklone (Wild-
typ wie auch TRIM9-/-) unabhéngig voneinander in entsprechende Experimente einbezogen, je-
doch bleibt das Grundproblem einer Vergleichbarkeit unterschiedlicher Zellklone bestehen. Neben
der Einzelzellklonierung sind auch mutmaflich affektierte off-targets der CRISPR-Zielsequenz als
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Ursache zellklonspezifischer Effekte in Betracht zu ziehen. Trotz ihrer {iblichen Verwendung sind
ebenso onkogene beziehungsweise immortalisierte Zelllinien kritisch zu betrachten, deren Onkogen-
veranderter Zellzyklus sowie Zellmetabolismus sich moglicherweise auf die Virusreplikation aus-

wirkt.

4.3 Ausblick

Weiterfithrende Arbeiten werden zeigen, ob sich Effekte einer stabilen TRIM9-Defizienz durch re-
trovirale Wiedereinbringung von TRIMY rekonstituieren lassen. Sollten sich auf diesem Weg die
hier demonstrierten Auswirkungen der TRIM9-Expression bestétigen lassen, ist weiterfithrend die
Identifikation dafiir verantwortlicher Molekularmechanismen sowie in diesem Zusammenhang die
Identifikation mit TRIM9 interagierender Proteine von Interesse. Aktuelle Literatur legt zudem
nahe, Funktionen der verschiedenen Isoformen von TRIM9 getrennt zu betrachten. In diesem
Zusammenhang ist insbesondere die Auswirkung der Wiedereinbringung einzelner Doménen in
TRIMO9-defiziente Zellen von Interesse, um Riickschliisse auf die Funktion von Proteindoménen wie
beispielsweise die Ubiquitinligasedoméne von TRIM9 ziehen zu kénnen. Weiterhin wird sich zei-
gen miissen, inwieweit Ergebnisse, die in wvitro auf Basis onkogener Zelllinien gewonnen wurden,
auf entsprechende Mausmodelle {ibertragbar sind. TRIMO9-defiziente M&use stellten sich bereits
als tberlebensfihig heraus. Die Frage, ob diese verglichen mit dem Wildtyp mehr oder weniger
suszeptibel gegeniiber ssRNA-Virus-Infektionen sind, ist besonders in Anbetracht des folgenden,
bisher ungekldarten Widerspruches elementar: Wéahrend Ergebnisse dieser Arbeit das die HCV-
Chronifizierungswahrscheinlichkeit senkende SNP-Allel mit einer gesteigerten TRIM9-Expression
in Verbindung bringen, weisen ssRNA-Viren in TRIM9-defizienten Zellmodellen jedoch eine ver-
minderte Replikationskompetenz auf. Damit bleibt letztlich die Frage zu kléren, ob sich TRIM9 in

vivo als pro- oder antivirales Protein herausstellt.

4.4 Relevanzbeurteilung

Die klinische Relevanz der in dieser Arbeit présentierten Ergebnisse kann in zweierlei Hinsicht
betrachtet werden: Einerseits ist ein klinisch pradiktiver Nutzen sowie eine therapeutische Kon-
sequenz genetischer Polymorphismen, die mit einer verdnderten Wahrscheinlichkeit einer HCV-
Chronifizierung assoziiert sind, moéglich. Andererseits konnen die dafiir verantwortlichen Moleku-
larmechanismen und Proteinfunktionen pharmazeutische Zielstrukturen offenlegen, deren thera-

peutische Beeinflussung positive Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf haben konnte.

So ist mit zunehmender Kenntnis iiber genetische Einflussfaktoren durchaus denkbar, dass zu-
kiinftig Therapieentscheidungen im Sinne der personalisierten Medizin auch von der individuellen
Genetik abhdngen werden. Vor diesem Hintergrund ist auch eine variierende Wirksamkeit verschie-
dener Therapeutika in der chronischen Hepatitis C in Abhédngigkeit von genetischen Polymorphis-
men denkbar, wie es bereits fiir Polymorphismen von IL-28B demonstriert werden konnte. Dariiber
hinaus wére die Identifikation von Patientengruppen mit sehr hohen beziehungsweise niedrigen

Wahrscheinlichkeiten einer Spontanausheilung auch aus gesundheitsékonomischer Perspektive in-
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teressant: Selbst in wohlhabenden Landern der westlichen Welt wurden zuletzt intensive Diskussio-
nen iiber die gesellschaftliche Berechtigung iiberhéhter Preise neuartiger Hepatitis-C-Therapeutika
wie ,,Sovaldi“ gefithrt, die zwar erstmals eine nachhaltige Heilung in Aussicht stellen, jedoch durch
zuriickhaltende Bereitschaft der Kosteniibernahme seitens der Krankenkassen nur begrenzt einsetz-
bar sind. Gerade in Léandern niedrigeren Wohlstandes mit haufig h6herer Hepatitis-C-Inzidenz wére
vor diesem Hintergrund die Identifikation von Patientengruppen mit genetisch bedingt schlechten
Aussichten auf Spontanausheilung sinnvoll, um primér diesen - soweit ethisch vertretbar - begrenzte

therapeutische Ressourcen zukommen zu lassen.

Dariiber hinaus legen Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass die TRIM9-Expression nicht nur re-
gulativen Einfluss auf den Verlauf einer HCV-Infektion ausiibt, sondern Infektionen mit diversen
ssRNA-Viren beeinflusst. Zwar konnte der dafiir verantwortliche Molekularmechanismus bisher
nicht aufgedeckt werden. Dass es sich jedoch insbesondere nicht um einen HCV-spezifischen Effekt
handelt, lasst dessen weitere Erforschung als lohnenswert erscheinen. Einerseits deutet die klinische
Assoziationsstudie, die den SNP in der TRIM9-3"UTR, mit der HCV-Chronifizierung in Zusammen-
hang brachte, auf eine klinischen Relevanz hin. Andererseits deuten die In-vitro-Ergebnisse dieser
Arbeit an, dass durch den SNP keine eigentliche Proteinfunktion moduliert wird, sondern die Ex-
pression eines Proteins variiert wird, was sich auf die Replikation diverser ssRNA-Viren auswirkt.
Sollte sich dieser Zusammenhang in weiteren Studien bestétigen und sich der dafiir verantwortliche
Molekularmechanismus identifizieren lassen, erhoht dies das Interesse an TRIMY als potentieller
pharmazeutischer Zielstruktur: Ware eine pharmazeutische Inhibition von TRIM9 als antivirale
Therapiestrategie denkbar? Neben viralen Proteinen wie beispielsweise viralen Nukleinsaurepoly-
merasen, die direkt inhibiert oder indirekt durch Nukleosidanaloga angesprochen als pharmazeuti-
sche Zielstrukturen diverser Virostatika dienen, kommen grundsatzlich ebenso Wirtszellproteine als
Zielstruktur in Betracht, deren Inhibition oder Funktionsmodulation die parasitdre Ausnutzung des
Wirtszellmetabolismus durch Viren erschwert. Wirtszellprotein-inhibierende HCV-Medikamente,
deren antivirale Wirkungen bereits evaluiert wurden, sind beispielsweise Alisporivir (Inhibition
von Cyclophilin) oder Merimepodib (Inhibition der Inosinmonophasphat-Dehydrogenase) |Gallay
and Lin| 2013; Marcellin et al., [2007]. Zwar ist deren Bedeutung durch die Einfithrung neuartiger
HCV-Therapeutika wie Sofosbuvir in den Hintergrund geriickt, das Interesse an breit antiviral wir-
kenden Medikamenten bleibt jedoch vor dem Hintergrund anderer Viruserkrankungen bestehen. Ob
sich eine Inhibition von TRIMY als antivirale Therapiestrategie anbietet, werden weitere umfangrei-
che Studien zeigen miissen. Dass transgene TRIMO9-defiziente Méause einerseits tiberlebensfihig sind
und andererseits keinen bisher offensichtlichen, pathologischen Phénotyp zeigen, legt jedoch nahe,
dass eine therapeutische Inhibition von TRIM9 nicht zur Einschriankung iiberlebensnotwendiger

Wirtszellfunktionen fithren wiirde.
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5 Zusammenfassung

Einleitung — Die Tripartite-motif-Proteinfamilie (TRIM) umfasst mehr als 70 E3-Ubiquitin-Liga-
sen, die in diverse zelluldre Prozesse involviert sind. Fiir verschiedene TRIM-Proteine wurden in den
letzten Jahren Funktionen in der angeborenen antiviralen Immunitét beschrieben. Durch eine Ko-
operationsgruppe konnten die Allele des Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs12879906 in der
3’-untranslatierten Region (3’'UTR) von TRIM9 mit differentiellen Chronifizierungswahrscheinlich-
keiten einer Hepatitis-C-Virus-Infektion (HCV-Infektion) assoziiert werden. Die vorliegende Arbeit
untersucht den Einfluss des SNPs rs12879906 auf die posttranskriptionelle Regulation von TRIM9
und analysiert in vitro die Bedeutung von TRIM9 fiir die angeborene Immunitéit gegen ssRNA-

Virus-Infektionen.

Methodik — Der Einfluss der TRIM9-3’UTR sowie des dort lokalisierten SNPs rs12879906 auf die
Expression des 5’-gelegenen Gens wurde durch Reporter-assays quantifiziert. Mittels CRISPR/Cas9-
Geneditierung sowie retroviraler Transduktion wurden TRIM9-defiziente sowie TRIM9-iiberexpri-
mierende Zelllinien etabliert. In diesen wurde der Einfluss der TRIM9-Expression auf die Replika-
tion verschiedener ssRNA-Viren mittels Durchflusszytometrie, qRT-PCR sowie TCID50-Endpunkt-
verdiinnungs-assays bestimmt. Neben Virusinfektionen wurden synthetische Liganden zur Aktivie-
rung antiviraler Mustererkennungsrezeptoren verwendet und resultierende Zytokinantworten in Ab-
hangigkeit der TRIM9-Expression mittels ELISA sowie qRT-PCR charakterisiert. Die Aktivierung

von Transkriptionsfaktoren wurde durch Luciferase-basierte Reporter-assays quantifiziert.

Ergebnisse — In Reporter-assays zeigte sich, dass die Allele des SNP rs12879906 in der TRIMO-
3’UTR in der Tat das Expressionsniveau des 5’-gelegenen Gens und damit mutmaflich die endogene
TRIM9-Expression differentiell beeinflussen. Das A /T-Allel fiihrte dabei zu einer gesteigerten Pro-
teinexpression. Verschiedene ssRNA-Viren positiver (Gelbfieber-Impfvirus, Semliki-forest-Virus,
Enzephalomyokarditis-Virus) wie negativer ( Vesicular-Stomatitis-Virus; VSV) Polaritét replizier-
ten in TRIMO9-defizienten Zellen signifikant langsamer als in korrespondierenden Wildtypzellen.
Infektionen mit dem (-)ssRNA-Virus VSV induzierten dabei in TRIM9-defizienten Zellen gemessen
an der Interferon- und Zytokinproduktion sowie der Induktion Interferon-responsiver Gene eine
verminderte Immunantwort. Infektionen mit (4)ssRNA-Viren fithrten in TRIM9-defizienten Zel-
len dagegen trotz supprimierter Virusreplikation zu einer gesteigerten Zytokinantwort. Auch die
Transfektion von RNA-Isolaten HCV-infizierter Zellen induzierte in Abwesenheit von TRIM9 eine
gesteigerte Zytokinantwort. TLR3-induzierte Immunantworten stellten sich in TRIM9-defizienten
Zellen gegeniiber dem Wildtyp als gesteigert dar, wahrend die durch Aktivatoren RIG-I-d&hnlicher-
Helikasen induzierten Immunantworten durch das Fehlen oder die Uberexpression von TRIM9
unbeeinflusst blieben. Konsistent mit aktueller Literatur zeigte sich in Reporter-assays ein inhibi-
torischer Effekt von TRIM9 auf die Induktion von NF-xB.

Schlussfolgerung und Ausblick — Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass die TRIM9-Expres-
sion durch den SNP rs12879906 beeinflusst wird, dessen Allele sich ebenso mit differentiellen Aus-
heilungswahrscheinlichkeiten nach einer HCV-Infektion assoziieren lielen. Loss-of-function- sowie

Uberexpressionsexperimente demonstrieren eine provirale Funktion von TRIMO fiir ssRNA-Viren.
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Ob die provirale Funktion von TRIM9 dabei iiber eine direkte Beeinflussung des viralen Repli-
kationszyklus oder indirekt {iber die Modulation der induzierten Immunantwort vermittelt wird
konnte noch nicht abschliefend gekldart werden und unterscheidet sich mdoglicherweise zwischen
Infektionen mit ssRNA-Viren positiver und negativer Polaritdt. Zusammenfassend legen die In-
vitro-Daten dieser Arbeit eine modulierende Funktion von TRIM9 in der antiviralen Immunitét
nahe. Weiterfithrende Studien sind notwendig, um die dafiir verantwortlichen Molekularmechanis-
men aufzudecken. Dabei ist neben der Aufkldrung, welche Proteindoménen von TRIM9 fiir den
Effekt bendtigt werden, insbesondere die Identifikation der molekularen Interaktionspartner von

TRIM9 von Interesse und Gegenstand weiterfithrender Untersuchungen.

118



6 SUMMARY

6 Summary

Introduction — The tripartite motif family (TRIM) protein 9 belongs to the TRIM protein family
comprising more than 70 E3 ubiquitin ligases that have been described to be involved in a variety
of cellular processes. In a genome-wide association study a cooperating research group recently
identified a single nucleotide polymorphism (SNP) in the 3’-untranslated-region (3’UTR) of TRIM9
to be associated with the outcome of hepatitis C virus (HCV) infection. Here, we aim to clarify
if the alleles of SNP rs12879906 affect the posttranscriptional regulation of TRIM9 and analyse
by functional assays in vitro the influence of TRIM9 expression on the innate antiviral immunity

against ssRNA-virus infections.

Methodology — Luciferase reporter assays containing the 3’'UTR, of TRIM9 were used to test the
effect of the SNP-alleles on the expression of the 5-located gene. Using CRISPR/Cas9 genome
editing and retroviral transduction, celllines deficient in TRIM9 and stably overexpressing TRIM9
respectively were generated. These celllines were used for in witro infection assays considering a
variety of different ssRNA-viruses. Viral replication was quantified by TCID50 endpoint dilution
assays, by qRT-PCR as well as by flow cytometry using fluorescent protein expressing virus strains.
Additionally to viral infections, synthetic ligands were used to specifically activate different innate
immune receptors (RIG-I, MDA5, TLR3, Type-I-Interferon-receptor). Resulting immune responses
were characterized measuring secreted cytokines (IP-10, IL-6, TNF-«) by ELISA and the induction
of proinflammatory genes by qRT-PCR. The induction of transcription factors was evaluated using

luciferase-based reporter assays.

Results — We could demonstrate that the SNP-alleles of rs12879906 in the TRIM9 3’UTR indeed
affect the expression of the 5’-located gene with the A /T-allele leading to higher amounts of protein.
Loss of TRIMY significantly inhibited the viral replication of a variety of positive—stranded (yel-
low fever virus 17D, semliki forest virus, encephalomyocarditis virus) as well as negative-stranded
(vesicular stomatitis virus; VSV) ssRNA-viruses. Infection with the (-)ssRNA-virus VSV thereby
induced a diminished immune response in TRIM9 deficient cells measured by the production of
cytokines and induction of interferon-induced genes. In contrast infection with (+)ssRNA-viruses
induced an enhanced cytokine response in TRIM9 deficient cells. Similarly the transfection of RNA
isolated from HCV-infected cells led to an enhanced cytokine production. TLR-3 mediated immune
responses were augmented in TRIM9 deficient cells while loss of TRIM9 had no consistent influence
on RIG-I-like-helicase-mediated immune responses. In accordance to recently published literature,
we found an inhibitory effect of TRIM9 on the activation of NF-xB.

Conclusion and Outlook — Our data suggest that the TRIM9 expression level is affected by
the alleles of SNP rs12879906 in its 3’'UTR, that were also found to be associated with an altered
HCV clearance. Based on loss of function as well as on overexpression experiments, our data
demonstrate a proviral function of TRIM9 for a variety of different ssRNA viruses. Whether this
proviral function of TRIM9 is mediated by a direct influence on the viral replication cycle or
indirectly by modulating the induced immune response could not be conclusively determined and

might actually differ between positive- and negative-stranded viruses. Nevertheless, our in witro
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data highly suggest that there is a role of TRIMY in antiviral immunity and further studies are
needed to reveal the underlying molecular mechanisms. Ongoing work focuses on the identification
of molecular targets of TRIM9 and on the identification of those domains of TRIM9 that are

required for its impact on ssRNA-virus infections.
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