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1 Einleitung

1.1 Mitochondrien und ihre Rolle im Zellstoffwechsel

1.1.1 Mitochondrien als eukaryotische Zellorganellen

Alle aufbauenden Prozesse in einer Zelle oder einem Organismus sind unabdingbar auf die Be-
reitstellung chemischer Energie angewiesen. Das universelle Speichermolekiil daftr ist Adeno-
sintriphosphat (ATP), welches aufgrund seiner energiereichen Phosphorsaureanhydridbindungen
einen Energiegehalt von rund 30,5 kJ/mol besitzt. Aerobe Lebewesen nutzen die bei der oxidati-
ven Phosphorylierung freiwerdende Energie, um damit letztlich aus ADP und anorganischem

Phosphat neues ATP zu generieren.

Ineukaryotischen Zellen findendieseelementaren Prozesse in Mitochondrienstatt. Dabei handelt
es sich um ubiquitér vorkommende Organellen mit einer Phospholipiddoppelmembran. Diese Ei-
genschaft unterscheidet Mitochondrien von anderen Zellorganellen. Daruber hinaus besitzen sie
als einzige eukaryotische Zellorganellen eigene genetische Informationen, welche in mitochond-
rialer DNA (mtDNA) kodiert sind. Dieses Wissen hat bereits friih die Frage nach der phylogene-

tischen Abstammung der Mitochondrien aufgeworfen.

1.1.2 DieEndosymbiontentheorie iiber die Abstammung der Mitochondrien

Erste Theorien Gber die Abstammung der Mitochondrien beschrieben diese als urspriinglich bak-
teriellen Ursprungs. Demnach wurden fakultativ aerobe Bakterien von frithen anaeroben Eukary-
oten aufgenommen und entwickelten sich iiber die Zeit zu reguldren Zellorganellen. Als bioche-
mische Begriindung daftir wurden die Bereitstellung von Stoffwechselsubstraten und physischem

Schutz im Austausch gegen ATP aus der oxidativen Phosphorylierung genannt [1].

In der Tat konnte durch Untersuchung der Genomsequenzen nachvollzogen werden, dass Mito-
chondrien von a-Proteobakterien abstammen. Das obligat intrazelluldre Bakterium Rickettsia
prowazekii wurde durch phylogenetische Analyse als der am engsten mit eukaryotischen Mito-
chondrien verwandte Organismus identifiziert [2]. Wenngleich somit dieser Aspekt der Endo-
symbiontentheorie als zutreffend charakterisiert werden konnte, scheint doch die urspriingliche
Begriindung der Symbiose nicht haltbar. So wurde gezeigt, dass die — flr die Bereitstellung von
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ATP durch die Mitochondrienessenzielle — ATP/ADP-Translokase in der nukleédren DNA codiert
wird. Daher ist es wahrscheinlich anzunehmen, dass der Austausch von ATP erst geraume Zeit
nach dem initialen Zeitpunkt der Endosymbiose relevant wurde [1].

1.1.3 Die Ox-Tox-Hypothese als Erklarung fiir die Endosymbiontentheorie

Das derzeit wahrscheinlichste Modell zur Begriindung der Endosymbiose zwischen fakultativ ae-
roben Proteobakterien und friihen primitiven Eukaryoten stellt die so genannte ,,Ox-Tox-Hypo-
these* [1] dar. Demnach versetzte der vor circa zwei Milliarden Jahren vermutete Anstieg atmo-
sphérischen Sauerstoffes anaerobe Organismen in existenzielle Schwierigkeiten. Eine Méglich-
keit, sich den veranderten Umweltbedingungen anzupassen, war demnach die Ausnutzung der
Féhigkeiten fakultativ aerober Bakterien, den Sauerstoffgehalt ihrer unmittelbaren Umgebung
durch die Verstoffwechselung von Sauerstoff drastisch zu senken. Durch die Aufnahme der Bak-
terien in die eukaryotische Zelle konnte dieser Prozess nochmals erheblich effizienter ablaufen
(Abbildung 1.1). Erst spater wurde die ATP-Produktion durch die Koppelung der metabolischen
Ablaufe von Eukaryot und Bakterium zu einem entscheidenden Element der Symbiose [1].

i

H,0 co,
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2
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ATP Transfer
Sauerstoff

entziehende H,0 I:>
Symbionten b
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f Symbionten
z Organische

Hzot? Organische Substanzen

co, Substanzen

CeH,,04 + 60, @ 6H,0 + 6CO,
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1.1 Die Ox-Tox Hypothese als Begriindung fiir die Endosymbiose zwischen primitiven obligat an-
aeroben Eukaryoten und fakultativ aeroben Proteobakterien. Anaerobe Organismen nutzen die F&-
higkeit fakultativ aerober Prokaryoten zur lokalen Detoxifikation von Sauerstoff. In einem zweiten Schritt
erfolgt die Aufnahme der Bakterien in eukaryotische Zellen zur Effizienzsteigerung dieses Deoxygenie-
rungsprozesses. Schliefilich gelingt die Koppelung der metabolischen Vorgange zwischen Pro- und Ew-
karyoten und damit die O2-Nutzung zur ATP-Synthese. Schematische Darstellung, modifiziert nach [1].
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1.1.4 StrukturderMitochondrien

Mitochondrien besitzen eine duf3ere und eine innere Phospholipidmembran. Daraus ergibt sich
die strukturelle Gliederung in vier Kompartimente: die mitochondriale Matrix, die innere mito-
chondriale Membran, denintermembrandsen Spaltund die duf3ere mitochondriale Membran (Ab-
bildung 1.2). Die innere Membran der Mitochondrien wird durch unzéhlige Faltungen, so ge-
nannte Cristae, erheblich vergroRert [3].

+1 Phospholipiddoppelmembran
+2 Innere Mitochondrienmembran
+3 Intermembrandser Raum

+4 AuRere Mitochondrienmembran
+5 Cristae

+6 Mitochondriale Matrix

1.2 Schematische Darstellung der mitochondrialen Struktur. Mitochondrien sind als einzige eukary-
otische Zellorganellen von einer Phospholipiddoppelmembran umgeben. Diese strukturiert Mitochondrien
in ein Matrix-Kompartiment und die innere und &ufRere mitochondriale Membran mit dem dazwischen
liegenden intermembrandsen Spalt. Durch als Cristae bezeichnete Faltungen wird die Oberflache der
inneren Membran drastisch vergroRRert Schematische Darstellung.

Mitochondrien sind die einzigen Zellorganellen, die eigene genetische Informationen (MtDNA)
besitzen. Die knapp 17 kbp der menschlichen mtDNA kodieren fur insgesamt 12 Peptide - priméar
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe - sowie fir zwei rRNAs und 14 tRNAs [4, 5]. Der
Groliteil der mitochondrialen Proteine wird hingegen nukleér kodiert und nach Proteintranslation

in die Mitochondrien transportiert [6].

1.1.5 Vielfdltige Helfer: Physiologische Aufgaben der Mitochondrien

Mitochondrien werden auch als zelluldre ,,Kraftwerke* der Eukaryoten bezeichnet [7]. Grund
hierfiristdie Tatsache, dassMitochondrien durch die Synthesevon ATP im Rahmendes Systems
der oxidativen Phosphorylierung fur einen Grofiteil der zelluldren Energieproduktion verantwort-
lich sind [8].
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Allerdings konnte im Laufe der letzten Jahrzehnte umfangreiche Evidenz tiber weitere vielféltige
physiologische Aufgaben der Mitochondrien erbracht werden: So spielen sie eine bedeutende
Rolle im Rahmen des Kalzium-Stoffwechsels und Kalzium-gesteuerter Signalwege, beteiligen
sich fundamental an der Hdm- und Steroid-Synthese, (ibernehmen Funktionen in der Thermore-

gulation und sind elementare Bestandteile der zellul&ren Apoptose-Mechanismen [9-13].

1.1.6 Mitochondriale Energiebereitstellung: DasPrinzip der oxidativen Phosphory-
lierung

Im Vergleich zur Glykolyse entsteht durch mitochondriale Verstoffwechselung von Glucose im
Rahmen der oxidativen Phosphorylierung eine vielfache Menge des Energiespeichers ATP.
Dadurch werden Mitochondrien als die effizientesten Energielieferanten flr eukaryotisches Le-
ben angesehen [14].

An der inneren Membran der Mitochondrien befinden sich die so genannten Komplexe | - IV der
Atmungskette. Diese sindin der Lage, die Elektronendonatoren NADHund FADH, zu oxidieren,
deren Elektronen tber verschiedene Intermediérschritte letztlich auf elementaren Sauerstoff zu
tbertragen und diesen dadurch zu H,O zu reduzieren (Abbildung 1.3). Diese Prozesse laufen als
exotherme chemische Reaktionen ab. Die dabei freiwerdende Energie wird aber nicht wie im
Rahmen der Glykolyse oder des Citratzyklus zur unmittelbaren Phosphorylierung von ADP (und
somit Bildung von ATP) genutzt. Vielmehr ermdglicht der Elektronentransfer — wahrscheinlich
durch Konformationsénderungen anden beteiligten Komplexen —die Translokalisierungvon Pro-
tonen aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum und somit den Aufbau eines

elektrochemischen Gradienten iber der inneren mitochondrialen Membran [15].

Peter Mitchell stellte 1961 erstmalig die Hypotheseauf, dass dieser durch den Elektronentransport
ermoglichte Transfer von Protonen einen chemisch-osmotischen Gradienten erzeuge, der wiede-
rum die Phosphorylierung von ADP zu ATP sicherstellen wiirde: Das Prinzip der ,,chemisch-
osmotischen Koppelung*“ [16, 17].

Erreicht wird dies mittels der ATP-Synthase, die den Protonen — im Gegensatz zur impermeablen
inneren mitochondrialen Membran —einen Ruckfluss zur mitochondrialen Matrix erméglicht und
diesen mit der Synthese von ATP koppelt [15].
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1.3Die Atmungskettenkomplexe undihre Funktionsweise. Durch Oxidation der Elektronendonatoren
NADH und FADH, und schrittweise Ubertragung dieser Elektronen auf Coenzym Q, Cytochrom C und
schlieBlich elementaren Sauerstoff, sind die Atmungskettenkomplexe I-IVin der Lage, Protonen aus der
mitochondrialen Matrix in den intermembranésen Spalt zu translokalisieren und dadurch einen elektro-
chemischen Gradienten zu generieren. Dieser wird durch die FoF1 ATP-Synthase zur Produkton des
universellen Energielieferanten ATP ausgenutzt. Schematische Darstellung, modifiziert nach [18].

1.1.7 Dasmitochondriale Membranpotential

Durch die Arbeit der Atmungskettenkomplexe entsteht ein Gradient von circa -180 mV uber die
innere mitochondriale Membran. Neben der chemischen Komponente (eine Anderung des pH-
Wertes aufgrund der erhéhten Anzahl an Protonen) ergibt sich durch die positive Ladung der

Protonen auch ein elektrisches Potential - das mitochondriale Membranpotential (Awyy,) [19].

Neben den vorangehend bereits aufgefiihrten eminent bedeutenden Funktionen dieses Membran-
potentials im Rahmen der zelluldren Energiebereitstellung, werden mittlerweile weitere physio-
logische Aufgaben mit Ay, in Verbindung gebracht. So scheinen Apoptose-Mechanismen mit
dem Membranpotential gekoppelt zu sein: Ein Abfall von Ay, fiihrt zur Kondensation der mito-
chondrialen Matrix und Auffaltung der Cristae, wodurch Cytochrom C freigesetzt und apoptoti-
sche Prozesse initiiert werden kdnnen [20-23]. Zudem wurde die Hyperpolarisation von Ay, ent-
sprechend als Aktivierungssignal von Immunzellen beschrieben und mehrere Arbeitsgruppen
konnten eine Verbindung zwischen dem Membranpotential und Signalmechanismen der angebo-

renen und adaptiven Immunitét aufzeigen [24, 25].
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Die Stérke des mitochondrialen Membranpotentials wird dabei durch die relativen Level der oxi-
dierten und reduzierten Nukleotide NADH/NAD, die Anzahl der freien Radikale sowie die ver-
fugbaren Mengen des antioxidativen Glutathions (GSH) im Verhéltnis zu seiner oxidierten Form
Glutathion-Disulfid (GSSG) beeinflusst [26].

1.1.8 ReactiveOxygen Species

Bereits 1954 konnten Commoner et al. die Existenz von freien (Sauerstoff-)Radikalen in biologi-
schem Gewebe nachweisen [27]. Reactive Oxygen Species (ROS) entstehen primar an den Kom-
plexen I, I1und Il der Atmungskette: Bedingt durch (verfriihten) nicht-enzymatischen Transfer
eines einzelnen Elektrons auf molekularen Sauerstoff werden Superoxid-Anionen (O,") als Vor-
laufer der ROS gebildet. Dartiber hinaus scheint auch eine mitochondriale Dysfunktion mit der
Bildung von Superoxidionen in Verbindung zu stehen; zudem sind auch Enzyme der Glykolyse
in der Lage, ROS zu generieren [28]. ROS kénnen durch Oxidation von Proteinen, Lipiden oder
auch mitochondrialer DNA (mtDNA) zu erheblichen Schaden fuihren. Um die negativen Effekte
der ROS so gering wie mdglich zu halten, existiert in menschlichen Zellen und insbesondere in
Mitochondrien ein ausgedehntes antioxidatives Sicherungssystem. So wird vor allem durch die
Superoxid-Dismutase (SOD), welche Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid umsetzen kann,
die Konzentration an O, méglichst gering gehalten [29]. Durch oxidativen Stress und andere Me-
diatoren — z.B. NFkB — wird die Expressionder SOD in der mitochondrialen Matrix gesteigert
[30]. Daneben sindweitere vielféltige Bausteine an der ROS-Abwehr beteiligt: Glutathionperoxi-
dasen, Katalasen, Ubiquinol, Cytochrom-C (Oxidase) oder auch Vitamin E in der inneren mit-
chondrialen Membran [31-35].

Schon sehr friih wurden diese Radikale fur schadliche Prozesse wie biologische Alterung oder
maligne Transformation von Zellen verantwortlich gemacht [36]. In ihrer gedachten Daseinsbe-
schrankung auf zerstorerische Prozesse (und Krankheiten wie Diabetes Mellitus oder Neurode-
generation) wurden mitochondriale ROS (MROS) zu Beginn daher als ,,notwendiges Ubel des

oxidativen Metabolismus [angesehen], [als] (...) Produkt eines imperfekten Systems* [37].

Erst zu Beginn der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden erste Berichte dariiber ver-
offentlicht, dass ROS auch bedeutende physiologische Funktionen wahrnehmen: Eine in Homo-
ostase gehaltene Konzentration freier Radikale zeichnet so zum Beispiel verantwortlich fir die
Steuerung der Aktivitatslevel von Transkriptionsfaktoren wie HIF-1[38] , HO-1[39] oder NF«B
[40], sowie die Beeinflussung des GefaRtonus und der Thrombozytenaggregation [41, 42].

Sena et al. schlussfolgerten, dass die Produktion von mROS allgemein durch zelluléren Stress —
wie Hypoxie, Substratmangel oder Infektionen — ausgel6st wird [37]. Dieses mROS-basierte

»Alarmsystem® ermoglicht der Zelle, auf die verdnderte Umwelt zu reagieren, indem diese freien
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Radikale entsprechende Signalkaskaden zur metabolischen oder immunologischen Adaptation
aktivieren. Mittlerweile ist eine zentrale Bedeutung von ROS im Rahmen der angeborenen Im-
munitét etabliert. Bereits lange bekannt ist eine antimikrobielle Funktion, beispielsweise zur Eli-
minierung phagozytierter Bakterien [43]. Zunehmend wird auch eine Rolle der freien Radikale

im Rahmen der Signalwege der angeborenen antiviralen Immunitat diskutiert [44, 45].

1.2 Die angeborene antivirale Inmunitat

1.2.1 Firstline of defense: Grundlagen des angeborenen Immunsystems

Viren sind obligat intrazellulére Parasiten. Teilweise werden sie als die einfachste aller Lebens-
formen bezeichnet, andere Autoren wiederum sprechen sich sogar gegen die Zugehdrigkeit der
Viren zu den Lebewesen aus. Grund hierfir ist ihnre Unfahigkeit, eigenstédndig Stoffwechsel zu
betreiben. Viren enthalten lediglich DNA oder RNA als Tréger der genomischen Information,
verpackt in Proteine oder Lipide. Fir samtliche Transkriptions- und Replikationsvorgénge sind
Viren daher auf die zellularen Stoffwechselmechanismen und —enzyme angewiesen. Trotz — oder
vielleichtauchaufgrund —diesessimplen und unselbststdndigenPrinzips sind Viren fir eine Viel-
zahl an zum Teil schwerwiegenden Infektionskrankheiten beim Menschen verantwortlich. Sie
sorgen dartber hinaus regelmaRig fur Notstande im Rahmen regional-epidemischer oder auch
global-pandemischer Ausbriiche; z.B. die so genannte Spanische Grippe 1918-1920 durch das
Influenza A/HIN1 Virus mit (iber 20 Millionen Todesopfern oder die Ebolavirus-Epidemie in
Westafrika 2014 mit tiber 10.000 Todesfallen [46, 47].

Die menschliche Immunabwehr allgemein — wie auch im Rahmen der Abwehr von Virusinfekti-
onen —wird in zwei Teilbereiche gegliedert: Die angeborene unspezifische Immunabwehr sowie
die adaptive Immunitat. Das angeborene Immunsystem ist dadurch gekennzeichnet, dass es mit
vorgegebenen Mitteln (Zellen und Rezeptoren) eine groRe Zahl an Gefahren erkennen kann und
daraufhinmitkurzer Latenzein festgelegtes Abwehrprogramminitiiert. Demgegeniber erfordem
die Abwehrmechanismen der adaptiven Immunitét eine deutliche l&ngere Zeitspanne, bis sie wir-
kungsvoll eingesetzt werden kdnnen. Dies begrindet sich in der speziell auf den jeweiligen An-
greifer gerichteten, erst nach klonaler Selektion und Proliferation spezifischer B- oder T-Zellen
funktionell effektiven spezifischen Abwehr; sowohl humoral durch Antikérper als auch zelluldr,
beispielsweise durchzytotoxische T-Zellen. Die angeborene Immunitat wird hingegen gerne auch
als first line of defense betrachtet, da sie bereits nach kurzer Zeit eine universelle Immunantwort
bereitstellen kann [48]. Dartber hinaus ist das angeborene Immunsystem allerdings auch fur die
Initiilerung und spatere Anpassung der adaptiven Immunantwort verantwortlich [49].
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Grundlage der angeborenen antiviralen Immunitét ist die Erkennung von konservierten Struktu-
ren, die fur die Zellen des menschlichen Organismus als geféahrlich betrachtet werden: So ge-
nannte pathogen associated molecular patterns (PAMP). Diese werden von entsprechenden pat-
tern recognitionreceptors (PRR) erkanntund initiiereneine Signalkaskade, die ein Genprogramm

in der Zelle aktiviert, welches es Viren erschwert, in der infizierten Zelle zu tberleben [50].

Bisher sind bereits eine Vielzahl an Rezeptoren gefunden worden, die im Rahmen der angebore-
nen Immunitat fir die Erkennung von PAMPs sorgen: Toll-like Rezeptoren (TLR), C-type lectin
Rezeptoren, NOD-like Rezeptoren oder zytosolische DNA Rezeptoren [51-53]. Neben membran-
gebundenerTLRs, die eine Vielzahl mikrobieller Strukturenerkennen (TLR7 detektiert beispiels-
weise einzelstrangige RNA) [54], zeichnet fur die Erkennung von Viren insbesondere eine
Gruppe von zytoplasmatischen PRRs verantwortlich: Die RIG-I-like Rezeptoren [55]. Diese Re-
zeptorenfamilie umfasst drei Mitglieder: retinoic acid-inducible gene I (RIG-1), melanoma diffe-
rentiation-associated gene 5 (MDAS) und laboratory of geneticsand physiology 2 (LGP2) [56-
58].

1.2.2 DieRig-I-like Rezeptoren

RNA-Partikel von RNA- (teilweise auch DNA-) Viren werden von den Rig-I-like Rezeptoren
(RLR) RIG-1und MDAD5 als PAMP erkannt; sie reagieren darauf mitder Aktivierung spezifischer
Signalwege, die letztlich zur Produktion von Typ | Interferonen (IFN) und pro-inflammatorischer
Zytokine fihren, sowie nachfolgend zur Transkriptionsaktivierung Interferon-stimulierter Gene
(ISG) [50]. Indiesen Charakteristika sinddie RLR allerdings vergleichbar mitdem TLR3-Rezep-
tor. Im Gegensatz zu diesem erkennen RLR allerdings nicht tiber Endozytose-vermittelte Mecha-
nismen internalisierte originér extrazelluldre Nukleinséuren, sondern vielmehr durch virale Tran-
skription entstandene intrazelluldare RNA; sie sind somit in der Lage aktive Virusinfektionen zu
detektieren [59]. Neuere Erkenntnisse deuten zudem darauf hin, dass RLR auch im Rahmen der
Erkennung und Abwehr von Bakterien eine Rolle spielen kénnten [60, 61]. Eine Ubersichtsdar-
stellung der RLR bietet Abbildung 1.4.

In der Abwesenheit geeigneter PAMP liegen RIG-1 und MDADS in einem durch Autoinhibition
gekennzeichneten Inaktivitatszustand vor. Dieser ist bedingt durch Interaktionen zwischen dem
PAMP-bindenden Helikase-Element und den signalgebenden n-terminalen caspase activation
and recruitement (CARD)- Elementen. Durch das BindenviralerRNA durchlaufendie RLR Kon-
formationsanderungen, die den Ausldser fir die folgende antivirale Signalkaskade darstellen.
Durch TRIM25-vermittelte Ubiquitinierungsprozesse und Freilegung sowie Oligomerisierung
der CARD-Doménenwird die Interaktionmitdem Adapterprotein MAV'S (vgl. 1.2.5) ermdoglicht
Dadurch kénnen die Rezeptoren indirekt die Kinasen TBK1 und IKK-i sowie IKKa und IKKf3
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aktivieren. Diese wiederum sorgen tiber Phosphorylierungsmechanismen fir die Freisetzung der
Transkriptionsfaktoren IRF3/7 beziehungsweise NFkB, wodurch schlieBlich die Transkription
von Typ | Interferonen und pro-inflammatorischen Zytokinen erfolgen kann [50, 59, 62, 63].

Obgleich Sequenzanalyseneinen hohen Ubereinstimmungsgrad zwischen LGP2 und den anderen
beiden RLR gezeigt haben [62], bleibt seine Rolle im Rahmen der antiviralen Immunitat unklar.
Wie die anderen Mitglieder der RLR-Familie exprimiert LGP2 eine regulatorische Doméne am
C-Terminus und eine zentrale Helikase-Einheit. Allerdings fehlen vollstandig die n-terminalen
CARD-Elemente [64]; da diese unabdingbar fur den nachfolgenden Signalweg zu sein scheinen,
wird eine Aktivierung der nachgeschalteten Kaskade durch LGP2 als unwahrscheinlich angese-
hen [65, 66]. In weiteren Studien sind je nach experimentellem Layout sowohl positiv als auch
negativ regulatorische Effekte von LGP2 auf die RLR-Signalkaskade beschrieben worden [58,
67-69]. Mit neueren Ergebnissen schlagen Bruns et al. ein Modell vor, wonach LGP2 in enger
Kooperation mit MDAS dessen weiteren Signalweg moduliert: So soll zu Beginn einer Infektion
bei niedriger zelluldrer Konzentration von LGP2 dieses durch seine hohe RNA-Bindungsaffinitat
eine beschleunigende Wirkungund damit Verstérkerfunktion auf den MDAS5-Signalweg ausiiben.
Infolge der ansteigenden IFN-Konzentration kommt es dann auch zu einem Expressionsanstieg
des durch IFN stimulierbaren LGP2. Hohere LGP2-Konzentrationen fiihren in Folge dessen
schliellich im Sinne einer negativen Riickkoppelung zur Suppression der antiviralen Kaskade
[68, 70].
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CARD Helikase CTD

RIG-I MDAS
autoinhibitorischer Zustand inaktiver Zustand
5’ppp basen- langstreckige
ATP geparte RNA ATP dsRNA

?{My 7 DO

K63-
polyUbi ATP

aktiver oligomerisierter Zustand aktiver oligomerisierter Zustand

1.4 Ubersichtsdarstellung der Rig-I-like Rezeptoren Die RLR RIG-I, MDAS und LGP2 zeigen einen
modularen Aufbau mit vielen Gemeinsamkeiten. Neben der zentralen Helikase-Einheit haben alle RLR
eine gemeinsame c-terminale Doméne (CTD). Lediglich RIG-1 und MDAGS allerdings exprimieren die fir
die antivirale Signalkaskade benotigte n-terminale CARD-Einheit. Die ATP-abhé&ngige Aktivierung von
RIG-I und MDAS5 wird durch verschiedene PAMPs ausgeldst: 5’ppp basen-geparte RNA fir RIG-l und
langstreckige Doppelstrang-RNA im Falle von MDAS. Durch Polyubiquitinierung und Oligomerisation
werden die Rezeptoren schlieBlich in einen signalaktiven Zustand gebracht und kdnnen damit den
antiviralen Signalweg initiieren. Schematische Darstellungnach [64].
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1.2.3 Typl Interferone

Interferone sind eine multigenetische Familie zellulérer Proteine, die bei ihrer Erstentdeckung als
mit Virusvermehrung ,interferierend” aufgefallen sind. Sie wirken antiviral, aber auch anti-
proliferativ und somit antineoplastisch und werden klinisch dartiber hinaus aufgrund ihrer im-
munmodulatorischen Wirkungen eingesetzt. Entsprechend ihrer zelluldren Herkunft und Signal-
wege werden drei verschiedene Klassen von Interferonen unterschieden. Im Rahmen der antivi-
ralen Immunitat sind primér die Typ | Interferone elementare Zytokine insbesondere der angebo-
renen Immunitat. Zu diesem Typ I Interferonen gehoren die IFNa-Familie, IFNp, sowie die IFN-
o, -¢, -k und —93. Insbesondere [IFNo und IFNf sind in den verschiedensten Zellpopulationen ex-
primiert. Alle Typ I Interferone initiieren inre Effektorkaskade nach Aktivierung des heterodime-
ren IFNAR-Rezeptors. Dadurch aktivieren sie Transkriptionsfaktoren, welche wiederum die Ex-
pression so genannter IFN-stimulated genes (ISG) initiieren, die den antiviralen Effekt der Typ |
Interferone vermitteln. [63, 71-73]

Ein wichtiger Aspekt bei Betrachtung der Typ I Interferone ist ihr positiver Verstarkermechanis-
mus: Sie sind in der Lage, die Expressionder RLR erheblich zu steigern. Da diese RLR selbst
durch ihre Aktivierung die Transkription von Typ | Interferonen initiieren, entsteht ein sich ver-
starkender Riickkopplungsmechanismus [62, 74]. Typ | Interferone sind die wahrscheinlich zent-
ralsten zelluldaren antiviralen Effektoren. Sie sind in der Lage, das Wachstum Virus-infizierter
Zellen zu stoppen und gleichzeitig die Erkennung entsprechender Zellen durch dasadaptive Im-
munsystem uber eine Hochregulation der MHC-Rezeptoren zu verbessern [75]. Durch Aktivie-
rung der Transkription zahlreicher Gene, die fir die Suppression zelluldaren Wachstums,
Apoptose-Induktion und die Verstarkung der angeborenen wie der adaptiven Immunitét verant-

wortlich sind, versetzen Typ | Interferone Zellen in einen antiviralen Verteidigungsmodus [76].

1.2.4 Pro-inflammatorische Zytokine

Die pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-1 und tumor necrosis factor alpha (TNFa) wer-
den als elementare Mediatoren von Entzlindungsreaktionen angesehen. Nachdem TNFa ur-
springlich geméaR seines Namens als ein Nekrosen bei Tumoren verursachendes Protein beschrie-
ben wurde, konnte spater seine entscheidende Rolle bei inflammatorischen Prozessen und in der

Folge bei zahlreichen Entziindungs-assoziierten Erkrankungen nachgewiesen werden [77-79].

Nach transkriptioneller Aktivierung — insbesondere durch NF-kB — bindet TNFa an die sowohl
membrangebundenen als auch l6slichen Rezeptoren TNFR1/2. Die durch diese Rezeptoren aus-
geloste Signalkaskade resultiert in der Expression zahlreicher Transkriptionsfaktoren mit weitrei-

chenden Auswirkungen auf Zellproliferation, -differenzierung oderauch Apoptose [80, 81].
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Neben einer entscheidenden antibakteriellen Funktion — insbesondere gegeniber intrazelluldrer
Erreger wie Mycobacterium tuberculosis — spielt TNFo auch eine wichtige Rolle bei der Abwehr
viraler Infektionen, entweder direkt oder auch indirekt Gber supportive Effekte der Inflammation
auf die antivirale Immunitat [80, 82, 83].

1.2.5 DieFunktionvon MAVS

Das mitochondrial antiviral signaling Protein MAVS (auch als Cardif, IPS-1 oder VISA bezeich-
net [84-86]) wurde 2005 von Seth et al. als unabdingbares mitochondriales Adapterprotein im
Rahmen des RLR-Signalweges beschrieben. In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
MAYVS zudem auch auf Peroxisomen und Mitochondrien-assoziierten Membranen (MAMS) ex-
primiert wird [87, 88].

Es enthdlt ein C-terminales Transmembran-Element zur Verankerung in der duReren mitochond-
rialen Membran, sowie eine N-terminale caspase activation and recruitement (CARD-) Doméne
zur Interaktion mit den RLR sowie zur Aktivierung der subsequenten antiviralen Signalkaskade
[89]. Dartber hinaus existiert im zentralen Abschnitt des Molekiils noch eine prolin-rich region.
Diese bietet funktionell zwei tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) binding
motifs, wodurch die Bindung und Interaktion mit TRAF3 und TRAF6 ermdglicht wird [90, 91].

Wenngleich es ein bedeutendes mitochondriales Protein darstellt, wird MAVS (wie der Uiberwie-
gende Grof3teil aller mitochondrialen Proteine) nukledr codiert und zeigt eine Uber verschiedene
Spezies reichende hochgradig konservierte Struktur [92].

Wie bereits in 1.2.2 kurz dargestellt, ist MAVS ein entscheidender Adapter im Rahmen der ange-
borenenantiviralenRLR- Signalkaskade. Die CARD-Domanender RLR interagierennach Virus-
getriggerter Aktivierung und Oligomerisierung mit den CARD-Domanen von MAVS und initiie-

ren dadurch die nachfolgenden Signalwege.

Dabei liegt MAVS nicht als singuléres Protein vor. Vielmehr wird von mehreren Arbeitsgruppen
das Konzept eines MAVS ,,Signalosom* postuliert. Dabei fiihrt die RLR-bedingte Aktivierung
von MAVS zu dessen Polymerisierung — ein Kkritischer Zwischenschritt fir den nachfolgenden
antiviralen Signalweg [93]. Infolge dessen werden weitere (Adapter-)Proteine — neben den oben
bereits erwéhnten TRAF-Proteinen auch TRAF family member-associated NF-xB activator
(TANK) oder TNFR1-associated death domain protein (TRADD) — mit dem MAVS-Multimer
zu einem Superkomplex zusammengefugt [94, 95]. Dieser wiederum ist dann in der Lage, die
Transkriptionsfaktoren IRF3/7 und NF«B zu aktivieren, welche nach nukledrer Translokalisation
die Expressionvon Typ I Interferonenund proinflammatorischen Zytokinen initiieren (vgl. 1.2.2).
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Hou etal. konntendarlegen, dass MAVS-Proteine nach Virusinfektion—wahrscheinlich Giber ihre
CARD-Domanen —zu Prionen-&hnlichen Aggregaten zusammengefugt werden, welche nicht nur
in hohem MafRe zur Aktivierung von IRF3/7 im Stande sind, sondern auch mit erheblicher Effi-
zienz bisher naives endogenes MAVS in entsprechende neue Aggregate konvertieren kdnnen.
Dies wird als Mechanismus angesehen, mit dem selbst durch geringste Mengen Virus und/oder

Rezeptor eine ,,ultrasensitive und robuste antivirale Antwort* ausgeld st werden kann [96].

Auch morphologische Alterationen der Mitochondrien werden fur Verstarkung oder Abschwa-
chung des MAVS-vermittelten antiviralen Signalweges verantwortlich gemacht. Mitochondrien
sind als dynamische Zellorganellen — intrazelluldr auch als Netzwerk — beschrieben, die andau-
ernd morphologischen Veranderungen (Fusion und Fission) unterliegen. Diese Prozesse scheinen

zum Beispiel fir Replikations- und Apoptosevorgange unabdingbar zu sein [97-99].

Castanier etal. konnten zeigen, dass die Aktivierung von MAVS zu einer VergroRerung des mi-
tochondrialen Netzwerkes fuhrt; dementsprechend bedingt eine Unterbrechung des Netzwerkes
einen abgeschwachten antiviralen Signalweg [100]. Auch die im Rahmen dieser Netzwerk-Dy-
namik entscheidenden Proteine Mitofusin 1 und 2 (Mfn1 und Mfn2) konnten gemaR ihrer anti-
viralen Wirkung charakterisiert werden: Mfnl als positiver, Mfn2 hingegen als negativer Regu-
lator des RLR-initiierten MAVS-Signalweges [101,102]. Dadurch wurde erstmals auch die funk-
tionelle Relevanz der Dynamik der Mitochondrien im Rahmen der angeborenen antiviralen Im-

munitét dargestellt.
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1.3 Fragestellung

Bei seiner Erstbeschreibung wurde der CR6-interacting factor 1 (CRIF1) von Chunget al. als
ausschlief3lich nukleér lokalisiertes Protein beschrieben, das tber Interaktionen mit Proteinen der
growth arrest and DNA damage inducible 45 (Gadd45) Familie an der Regulation von Zellzyklus
und —wachstum beteiligt sein soll [103]. Weitere Arbeiten stiitzten sich auf die Annahme der
nukleéren Lokalisation und erbrachten Indizien fir eine Regulation der zellul&ren Proliferation
durch CRIF1 und beschrieben CRIF1 als Ko-Regulator des Kernrezeptors Nur77, als Ko-Repres-
sor des Androgenrezeptors oder als transkriptioneller Ko-Aktivator von STAT3 und EIf3 [104-
110].

Die Suche nach Interaktionspartnem von RIG-I in unserer Arbeitsgruppe hatte in einem Experi-
ment - das Proteine, die mit RIG-1 co-immunoprazipitieren, massenspektrometrisch analysierte -
CRIF1 als potentiellen Interaktionspartner von RIG-I identifiziert. Die daraufhin von Stefanie
Lietke in ihrer Promotionsarbeit durchgefiihrten Analysen konnten zeigen, dass es keine direkte
Interaktion von RIG-1 und CRIF1 gibt, CRIF1 - bedingt durch eine n-terminale Mitochondrial
Targeting Sequence (MTS) - jedoch mitochondrial lokalisiertistund die friher beschriebene nuk-
ledre Lokalisation von CRIF1 wahrscheinlich als Uberexpressionsartefakt zu werten ist. Frau
Lietke beobachtete zudem, dass die Herunterregulierung von CRIF1 mittels SiRNA dazu fihrt,
dass in den Zellen mit vermindertem CRIF1 RNA-Viren besser replizieren und die Infektion zu
einer verminderten Produktion von Interferon-induzierten Zytokinen fihrt. Kim et al. bestétigten
inihrer Arbeitdie mitochondriale Lokalisationvon CRIF1 und schrieben CRIF1 einefunktionelle
Rolle zu in der Translation mitochondrial-kodierter und fur die oxidative Phosphorylierung rele-
vanter Proteine [111].

Fir die loss of function Experimente von Frau Lietke wurden priméar siRNA-basierte Methoden
verwendet. Da die Applikation von siRNA-Molekiilen in der Untersuchung von RNA-erkennen-
den Mustererkennungsrezeptoren etwas problematisch und fehleranfallig ist, sollte ihre Beobach-
tung, die CRIF1 eine Rolle in der antiviralen Immunitat zuschreibt, mit einer weiteren - immuno-

logisch weniger Einfluss nehmenden - Methode validiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, mit Hilfe eines immunologisch moglichst iner-
ten Systems CRIF1 knock-out Zellen zu generieren und mit deren Hilfe die Rolle von CRIF1 und
des mitochondrialen Metabolismus fur die antivirale Immunitat zu untersuchen. Im Speziellen

sollen folgende Fragestellungen geklart werden:

a) Kann durch Verwendungvon fIx/flx CRIF1 Maus-Embryofibroblasten (MEF) ein stabil-repro-

duzierbares, konditionales knock-out-System fur CRIF1 etabliert werden?



22

b) Welchen Einfluss hat der knock-out von CRIF1 auf die Effektoren der angeborenen antiviralen
Immunitét, insbesondere auf die Produktion von Typ | Interferonen und proinflammatorischen
Zytokinen?

¢) Werden Virusinfektionen und die darauffolgenden zelluldren Reaktionen durch das Fehlenvon
CRIF1 relevant beeinflusst?

d) Kénnen Aussagen Uiber die metabolischen Effekte von CRIF1 getroffen werden und stehen
diese in Zusammenhang mit etwaigen Beobachtungen im Rahmen der antiviralen Immunitat?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Ausstattung

Geratename

Hersteller

2011 Macrovue Transilluminator
Alpha Imager HP
Bakterienbrutschrank
Begasungsbrutschrank BBD 6220
Dampfsterilisator Varioklav
Durchflusszytometer FACS Calibur
Durchflusszytometer FACS Canto 11
Eismaschine

Elektrophorese Power Supply Model 200
Ethidiumbromid Gelkammern
Feinwaage SBC21

Fluo-link

Grobwaage

Incubator Shaker Innova 44

Lamin Air Flow HB 2472 S

Lamin Air Flow HeraSafe KS

LAS 4000 mini

Lightcycler 480 11

Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop Axiovert 40c

Multiplate Reader Mithras LB 940
PerfectBlue Dual Gel System
Spannungsgerat Power Pac 300
Spectrophotometer NanoDrop 2000c
T3 Thermocycler

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.

LKB Bromma (Sollentuna, S)

Alpha Innotech (San Leandro, CA, USA)
Heraeus (Hanau, D)

Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
HP Medizintechnik (Oberschlei3heim, D)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
Manitowoc (Manitowoc, WI, USA)
Biorad (Miinchen, D)

Biorad (Miinchen, D)

ScalTec (Bohemia, NY, USA)

Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, F)
Waagendienst Winkler (Mtinchen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Fujifilm (Tokyo, J)

Hoffmann-La Roche (Basel, CH)

Zeiss (Jena, D)

Zeiss (Jena, D)

Berthold Technologies (Bad Wildbach, D)
PEQLAB Biotechnologie (Erlangen, D)
Biorad (Miinchen, D)

Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Biometra (Gottingen, D)
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Thermomixer comfort
Thermoshake (Laboshake)
Tischrittler Vibrax VXR
Vortexer MS3 basic

Vortexer Vortex Genie 2

Waage LP 6209

XF 96 Analyzer

Zentrifuge (centrifuge 5415 R)
Zentrifuge Multifuge 4KR
Zentrifuge Multifuge 3L-R
Zentrifuge Rotina 420 R

Fa. Eppendorf (Hamburg, D)

Fa. Gerhardt (Kénigswinter, D)

Fa. IKA (Staufen, D)

Fa. IKA (Staufen, D)

Fa. Scientific Industries (Bohemia, N,
USA)

Fa. Sartorius (Gottingen, D)

Fa. Seahorse (North Billerica, MA, USA)
Fa. Eppendorf (Hamburg, D)

Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Fa. Hettich Lab Technology (Tuttlingen, D)

2.1.2 Chemikalien fiirbiochemische Methoden

Materialien fir den Western Blot

Reagenz

Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS)
Blotting-Membran

Bromphenolblau
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Glycin

Immobilon-P Transfer Membran
Isopropanol (70 Vol%)

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid

Proteinmarker (nach Molekulargewicht)
Rotiphoresis Gel 30

Sodium dodecy| sulfate (SDS)
SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Tetramethylethylendiamine (TEMED)
Tris hydroxymethylaminomethan (TRIS)
TRIS-HCL

B-Mercaptoethanol

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Schleicher & Schuell (Dusseldorf, D)
Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Apotheke der Uniklinik (Mlnchen, D)
Fa. Merck (Darmstadt, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Fermentas (St. Leon-Roth, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Biorad (Minchen, D)
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Materialien fur den ELISA

Reagenz Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA) Fa. Roth (Karlsruhe, D)
Substratreagenzien Fa. BD Biosciences (San Diego, CA, USA)
Tween 20 Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Materialien fur den Seahorse Extracellular Flux Analyzer

Reagenz Hersteller

Carbony!l cyanide 4-(trifluoromethoxy)-Phe-  Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
nylhydrazone (FCCP)

Oligomycin Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Rotenon Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
XF Assay Medium Fa. Seahorse (North Billerica, MA, USA)
XF Calibrant Fa. Seahorse (North Billerica, MA, USA)

2.1.3 Chemikalien fiir zellbiologische Methoden

Material fur die Zellkultur

Reagenz Hersteller

Aqua ad injectabilia Fa. Braun (Melsungen, DE)
Doxycyclin Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM) Fa. PAA (Linz, A)

Fetales Kélberserum (FCS) Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)
L-Glutamin Fa. PAA (Linz, A)

OptiMEM Fa. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Penicillin Fa. PAA (Linz, A)
Phosphate-buffered saline (PBS) Fa. PAA (Linz, A)

Streptomycin Fa. PAA (Linz, A)

Trypanblau Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Trypsin Fa. PAA (Linz, A)

Puromycin Fa. Invivogen (San Diego, CA, USA)

G418 Fa. Invivogen (San Diego, CA, USA)
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Material fir die Durchflusszytometrie
Reagenz Hersteller
JC-1 Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fa. Roth (Karlsruhe, D)
Material fur Transfektionen
Reagenz Hersteller
GeneJuice Transfection Reagent Fa. EMD chemicals (San Diego, CA, USA)
Lipofectamine RNAiMax Fa. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
poly I:.C Fa. GE Healthcare (Little Chalfont, E)
Tat-NLS-Cre Fa. Excellgen (Rockville, MD, USA)

2.1.4 Chemikalien fiir molekularbiologische Methoden

Material flr die Agarose-Gel-Elektrophorese

Reagenz Hersteller

6x DNA Loading Dye Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Agarose Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Ethidiumbromid Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
O'GeneRuler DNA-Ladder Mix Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Tris-Acetat Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Material fir die Plasmidkonstruktion

Reagenz Hersteller

Ampicillin Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Antimycin A Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Calf intestine alkaline phosphatase, CIAP Fa. Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
DH5a Bakterien Fa. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
EcoRI Restriktionsenzym Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
EcoRI-Puffer Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Kanamycin Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

LB Agar Fa. Roth (Karlsruhe, D)
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Notl Restriktionsenzym Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
O-Puffer fir Restriktionsenzyme Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Pfu DNA Polymerase 2,5u/ul Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Phusion High-Fidelity Polymerase Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Sall Restriktionsenzym Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
T4 DNA Ligase Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Xhol Restriktionsenzym Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)

Material fir die Reverse Transkription und quantitative real-time PCR

Reagenz Hersteller

dNTP Set Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
KAPA PROBE Fast Universal Fa. PEQLAB Biotechnologie (Erlangen, D)
oligo-dT (dT)ys Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
RevertAid H Minus RT 200u/ul Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
RiboLock RNase Inhibitor 40u/ul Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)

2.1.5 Reagenziensitze

Reagenziensatz Hersteller

ADb133127 - LDL Uptake Assay Kit Fa. Abcam (Cambridge, UK)

Bradford Protein Assay Fa. Biorad (Miinchen, D)

CellTiter-Blue Cell Viability Assay Fa. Promega (Madison, W1, USA)

DuoSet Mouse IP10 Elisa Fa. R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Extracellular flux analyzer Kit Fa. Seahorse (North Billerica, MA, USA)
GeneJet Plasmid Miniprep Kit Fa. Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
GF-1 Nulceic Acid Extraction Kit Fa. Vivantis (Subang Jaya, Malaysia)
JETQuick PCR Purification Kit Fa. Genomed (L6hne, D)

peqGOLD Total RNA Kit Fa. PEQLAB Biotechnologie (Erlangen, D)
Plasmid Maxi Kit Fa. Quiagen (Hilden, D)

XF 96 cell culture microplates V3-PET Fa. Seahorse (North Billerica, MA, USA)
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2.1.6 Materialien fiir die Zellkultur

Die fir die Zellkultur erforderlichen Plastikmaterialien wurden von den Firmen Corning (Com-

ing, NY, USA), Eppendorf (Hamburg, D), Falcon (Heidelberg, D) und Greiner (Frickenhausen,

D) bezogen.

2.1.7 Zelllinien

Zelllinie

Zellart

Herkunft

HEK293T

MEF wt

MEF fIx/flx CRIFL

L929

Humane embryonale Nierenzell-
linie

Murine embryonale Fibroblasten

Murine embryonale Fibroblasten,
CRIF1 flankiert von zwei LoxP-
Elementen

Murine Fibroblastenzelllinie

American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, Virginia, USA)
Young-Yun Kong, Department of
Biological Sciences, Seoul Na-
tional University (Seoul, KOR)
Young-Yun Kong, Department of
Biological Sciences, Seoul Na-
tional University (Seoul, KOR)

Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
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2.1.8 Zellkulturmedien

DMEM-Vollmedium
100 1U/ ml Penicillin
100 pg/ ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin

10 Vol% FCS

4,59/l Glucose

in DMEM-Medium

Seahorse Praparationsmedium

High-FCS-Medium

100 1U/ ml Penicillin
100 pg/ ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin

30 Vol% FCS

4,59/ L Glucose

in DMEM-Medium

Seahorse Analysemedium

100 1U/ ml Penicillin
100 pg/ ml Streptomycin
10 Vol% FCS

1 mM Glucose

in DMEM-Medium

1 mM Pyruvat
1 mM Glucose
in XF Assay Medium

DMEM-Selektionsmedium
100 IU/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin

10 Vol% FCS

4,59/l Glucose

4 ug/ ml Puromycin

1 mg/ ml G418

in DMEM-Medium

2.1.9 Loésungen fiir molekularbiologische und biochemische Methoden

Laemmli-Puffer (5-fach)

250 mM Tris-HCI (pH 6,8)
40 Vol% Glycerol

5 % (w/v) SDS

10 Vol% Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
in Aqua dest.

TAE-Puffer

2,0mol/I TRIS

1,0 mol/ | Essigsaure (100%)
0,05 mol/  EDTA-2Na-2H,0
in Aqua dest.

TBS-Tween

50 mM Tris, pH 7,5

150 mM Natriumchlorid
0,1 % Tween 20

Stacking Gel 5%:

2,26 mlH,0

0,69 ml Polyacrylamid (30 %)
1,00 ml 0,5 M Tris (pH 6,8)
0,04 ml APS

0,004 ml TEMED

Transferpuffer
192 mM Glycin

25 mM Tris-Base
10 Vol% Methanol
in Aqua dest.

Resolving Gel 10%

4,1 mlH,0

3,3 ml Polyacrylamid (30%)
2,5ml1,5M Tris (pH 8,8)
0,1 ml APS

0,004 ml TEMED

Laufpuffer
192 mM Glycin

25 mM Tris-Base
0,1 Vol% SDS
in Aqua dest.
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2.1.10 Viren

Das mutierte Vesicular Stomatitis Virus VSV M51R (GFP exprimierend) wurde freundlicher-
weise von Herrn Dr. Oliver Ebert (Technische Universitdt Minchen, D) zur Verfligung gestellt.
Hierbei wird eine Mutation des viralen M-Proteins durch einen Basentausch an Position 51 der
Aminosduresequenz verursacht (Methionin wird ersetzt durch Arginin) [112]. Dadurch ist das

VSV M-Protein nicht langer in der Lage, die Genexpression und antivirale Immunantwort der

infizierten Zelle zu supprimieren.

2.1.11 siRNA
Name Zielstruktur Sequenz
siCO4 Keine GCGCUAUCCAGCUUACGUA
SiCRIF1 Murines CRIF1 GCAGAGUGCAUGGCCAAGA
siRad23A 106 Murines Rad23A CCUGGUAAUUGGCUAAUUA
siRad23A 107 Murines Rad23A GGCAAGUGAUUCAACAGA
siRad23B Murines Rad23B GGGCUCAUAUCCACAAUAU
2.1.12 Plasmide
Name Vektor Insert Tag Resistenz
MSCV-Cre MSCV-EGFP Cre EGFP Ampicillin
(C-terminal)
pLVX-Tight-Puro lentiviral - Ampicillin
Puromycin
pLVX-Tight-Puro- lentiviral Cre Ampicillin
Cre Puromycin
pLVX-Tet-On Ad-  lentiviral - Ampicillin
vanced Neomycin
P5-CRIF1-mCherry  pcDNAS5-FRT/TO- huCRIF1  mCherry Hygromycin
FA-mCherry (C-terminal)
P5-mCherry pcDNA5-FRT/TO- - mCherry Hygromycin
FA-mCherry (C-terminal)
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2.1.13 Primer

DNA Primer

Name Sequenz

pLVX_Tight_Puro sequencing CTCCCTATCAGTGATAGAGAACG
pLVX_Tight Puro sequencing 2 GCAGAGATCCAGT

Cre forpLVX rev GAATTAGAATTCCTAATCGCCATCTTCCAGC

Cre for pLVX for GAATTAGCGGCCGCATGCCCAAGAAGAAGAGG

FloxP for ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT

FloxP rev ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT

Rad23/FloxP ACCCCCACCGAGCTGTGGAGTACTTGCT

Crif-1/FloxP GGACCCAAGGAGTGCTCGCTTCCAGGAACTA

Crif-1/FloxP_v2 GAGCTTAGCGACCATGCAAGAGTCGCTGC

LoxP_universell ATAACTTCGTATA

Crif 3'UTR CATATATATATTCATGTTTAAGAGGAAG

Crif 5’ UTR GAGAGAGAAAGGGGAATGGATG

rtTA forward GCTAAATTCTGGCCGTTTTTG

ITA reverse CATATAGACAAACGCACACC

Cre for GCATTACCGGTCGATGCAACGAGTGATGAG

Crerev GAGTGAACGAACCTGGTCGAAATCAGTGCG
gPCR Primer

Name Sequenz Zielstruktur Sonden-Nr.

HPRT left GGAGCGGTAGCACCTCCT HPRT (Maus) 69

HPRT right CTGGTTCATCATCGCTAATCAC

IFNBL left CTGGCTTCCATCATGAACAA IFNB (Maus) 18

IFNB1 right AGAGGGCTGTGGTGGAGAA

IP10 left GCTGCCGTCATTTTCTGC IP-10 (Maus) 3

IP10 right TCTCACTGGCCCGTCATC

CRIF1 left GCTTAGCGACCATGCAAGA CRIF1 (Maus) 32

CRIF1 right GCCATGCACTCTGCGATA

TNFa left TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG  TNFa (Maus) 49

TNFa right GGTCTGGGCCATAGAACTGA

MRAD23a left GCAGCTGGGTCAGGAAAAC Rad23a (Maus) 17
mRAD23aright CTGGATGAACTGCTCCTGGT
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2.1.14 Antikoérper

Name

Hersteller

Anti-rabbit IgG, HRP-linked

Crifl antibody M-222

Ms mAb- anti-3-Actin, HRP-linked
anti-mouse IFNAR-1

Fa. Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
Fa. Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
Fa. Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
Fa. BioLegend (San Diego, CA, USA)

2.1.15 Software

Programm

Entwickler

Adobe CS Suite 5.1
Endnote X8

FlowJo Tree Star
GraphPad Prism 5
Microsoft Office 365

Image J

Fa. Adobe Systems (San Jose, CA, USA)
Fa. Clarivate Analytics (Philadelphia, PA,
USA)

Fa. FlowJo (Ashland, OR, USA)

Fa. GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
Fa. Microsoft (Redmond, WY, USA)
Wayne Rasband, National Institutes of
Health (Washington D.C, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1  Allgemeine Bedingungen
Die verwendeten Zelllinien wurden in Brutschranken bei 37° C und 95 % Luftfeuchtigkeit sowie
einem Kohlenstoffdioxid (CO,) -Gehalt von 5 % kultiviert. Sémtliche Arbeiten an den Zellkultu-

ren wurden innerhalb einer sterilen Werkbank vorgenommen.!

Firdie Kultivierungder Zelllinienwurden Zellkulturflaschen der Gré e 75 cm? verwendet. Dabei
erfolgte der Einsatz von DMEM-Vollmedium (teilweise versetzt mit Selektionsantibiotika). Der
Zustand der Zellen wurde regelmé&Rig lichtmikroskopisch untersucht. Infektionen mit Mykoplas-
men wurden regelmaRig Gberprift und konnten ausgeschlossen werden. Die Zellen wurden in der
Regel zwei Mal wochentlich passagiert. Nach der Abnahme des alten Mediums und einem
Waschvorgang mit sterilem PBS wurde durch die Zugabe von 1 ml Trypsin/ EDTA-L6sung eine
Ablosung des Zellrasens nach circa finf Minuten Inkubation im Brutschrank erreicht. Die abge-
I6sten Zellen wurden im Folgenden in neuem Medium aufgenommen und durch mehrmaliges
Pipettieren homogen resuspendiert. Dies ermdglichte es, liberschussige Zellen zu verwerfen und
die bendtigte Zellzahl in eine neue Zellkulturflasche zu setzen. Zur Versuchsdurchfiihrung wur-
den die Zellen in definierter Anzahl in 6- bis 96-Well-Platten gesetzt.

2.2.1.2  Zellzdhlung
Die Bestimmungder Zellzahl innerhalb einesdefinierten Volumens wurde mittels T rypanblaufar-
bung und anschlieBender Ausz&hlung in einer Neubauer-Zahlkammer vorgenommen. Dabei wur-

den lediglich farblose und somit vitale Zellen berucksichtigt.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation spezifischer DNA-
Segmente. Durch die in jedem Reaktionsschritt erreichte Verdoppelung der genetischen Informa-
tion ermdglichtdie PCR eine exponentielle Vermehrung des gewiinschten DNA-Abschnittes. Die
Auswahl des zu amplifizierenden Segmentes geschieht durch die Verwendung zweier sp ezifi-
scher Primer (jeweils am 5°- und am 3 ‘-Ende der Zielregion). Durch entsprechendes Design der
Primer konnen zudem Schnittstellen fir Restriktionsenzyme in das PCR-Produkt mit eingebaut

werden, dadie Sequenz der Primer letztlich auch Bestandteil des finalen Amplifikates ist.

! Ausgenommen hiervon sind die JC-1-Farbungen unmittelbar vor der FACS-Analyse.
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Zusammensetzung des Reaktionsgemisches:

100 ng DNA

5 ul 10fach Pfu Puffer

1l dNTP Mix 10 mM

1,25 pl 5¢- 1 3°-Primer (jeweils)

0,5l Phusion High Fidelity DNA Polymerase
ddH,0 ad 50 ul

Reaktionsprotokoll:

3 Minuten 95°C Denaturierung der DNA-Strange

30 Sekunden 95°C Denaturierung der Doppelstrange

30 Sekunden 60°C Annealing der Primer 35x
circa 1 Minute/ Kilobase (kb) 72°C Strangsynthese

3 Minuten 72°C finale Strangsynthese

bis Enthahme 4°C Beendigung der biochemischen Prozesse

2.2.3 Restriktionsenzymverdau

Der durchgefiihrte DNA-Verdau erfolgte sequentiell mit den Restriktionsenzymen (RE) Notl und
EcoRI. Dabei wurde die maximal verflighare Menge DNA verwendet.

Zusammensetzung des ersten Reaktionsgemisches:

0,5-5ug DNA

4ul 10fach EcoRI-Puffer
4ul EcoRl

ddH,O ad 40ul

Der Verdau erfolgte bei 37° C fur circa 60 Minuten. Die Beendigung der ersten Reaktion erfolgte
durch einen Phosphatase-Verdau. Zu diesem Zweck wurde den Reaktionsgemischen 2 pl Calf
intestinal alkaline phosphatase (CIAP) zugesetzt. Der Verdau wurde fiir 10 min bei 37° C durch-
gefihrt und anschlieBend durch fliinfminitiges Erhitzen auf 65° C beendet. Es folgte eine Aufrei-
nigung des Verdau-Gemisches mittels JETQuick PCR Purification Kit. Das gereinigte Gemisch

wurde im Folgenden dem zweiten Restriktionsenzymverdau zugefihrt.

Zusammensetzung des zweiten Reaktionsgemisches:

30 ul DNA-Elution aus dem vorangegangenen Reinigungsschritt
4ul 10fach O-Puffer
2 ul Notl

ddH,0 ad 40ul
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Auch dieser Verdau erfolgte bei 37° C fiir circa 60 min; die Beendigung des biochemischen Pro-
zesses und die Aufreinigung der Verdauungsprodukte erfolgte durch eine direkt anschlie’ende
Agarose-Gel-Elektrophorese. Die entsprechenden Banden aus dem Gel wurden mit dem GF-1
Nulceic Acid Extraction Kit extrahiert und ihr DNA-Gehalt photometrisch bestimmit.

Die Sall-Kontroll-Verdau-Reaktionen erfolgten entsprechend des ersten Reaktionsschrittes mit
anschlielender Agarose-Gel-Elektrophorese. Abweichend wurden O-Puffer und Sall-Restrikti-

onsenzyme verwe ndet.

2.2.4 DNA-Ligation

Die Zusammenfugung zuvor mit identischen Restriktionsenzymen geschnittener DNA-Segmente
(auch als Vektor und Insert bezeichnet) erfolgte unter Verwendung der T4 DNA Ligase. Die Re-
aktionsdauer bei Raumtemperatur betrug circa 20 min. Der biochemische Prozess wurde in der
Regel durch Transformation des Ligationsgemisches in kompetente Bakterien beendet.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches:

DNA Verhéltnis Insert: Vektor variabel; z.B. 3:1, 4:2 0.4.
2 ul 10fach T4 DNA Ligase Puffer

1pl T4 DNA Ligase

ddH,0O ad 20 ul

2.2.5 LB-Medium

Zur Herstellung von LB-Medium wurde Reinwasser mit LB-Pulver im Massenverhaltnis 40:1
vermischt und anschlieBend autoklaviert. Nach Abkiihlung <60° C erfolgte fakultativ die Zugabe
von Antibiotika, z.B. Ampicillin.

2.2.6 Bakterientransformation

Zur Einbringung und Amplifizierung von auf Plasmiden kodierten genetischen Informationen in
chemisch kompetente DH5 o Bakterien wurde eine Hitzeschocktransformation angewendet. Die
bei -80° C aufbewahrten Bakterien wurden in einem 1,5 ml Eppendorfgefal mit der gewiinschten
Menge Plasmid-DNA versetzt und 10 min auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden die Bakterien
mit der zugegebenen DNA flr 45 sec auf 42° C erhitzt und direkt danach erneut fiir 2 min auf Eis
gegeben. Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika mussten die E. coli fiir eine

Stunde bei 37° C inkubiert werden. 100 pl dieser Kultur wurden abschlieBend auf eine LB-
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Ampicillin-Platte aufgetragen und tiber Nacht bei 37° C bebrdtet. 12-16 Stunden spater konnten
etwaige entstandene Bakterienkolonien auf der Platte zur weiteren molekularbiologischen Arbeit

verwendet werden.

2.2.7 Plasmid-DNA Aufreinigungaus Bakterien (Miniprep)

Zur Aufreinigung amplifizierter Plasmid-DNA aus kompetenten Bakterien (Miniprep) wurde das
GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Fa. Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) verwendet; die metho-
dische Durchfiihrungrichtetsich nach dem Protokoll des Herstellers. Die Bakte rien wurden zuerst
abzentrifugiert und nach einer Resuspension lysiert. Es folgte die Zugabe von Neutralisationslo-
sung sowie eine erneute Zentrifugation. Der die DNA enthaltene Uberstand wurde anschlieBend
in eine DNA-bindende Sdule gegeben, zentrifugiert, zweimal gewaschen und abschlieRend mit
50ul Elutionspuffer gelost. Die Menge der so préaparierten DNA kann durch photometrische Mes-

sung ermittelt werden.

2.2.8 Ethidiumbromid Gelelektrophorese?

Zur Vorbereitung der Agarose-Gelelektrophorese wurde Biozym-LE-Agarose mit 200 ml 1x
TAE-Puffer bis zu Agarose-Konzentrationen von 0,8 % bis 2,5 % versetzt. Geringere Agarose-
konzentrationen wurden dabei fir die Detektion erwartbar gréRerer DNA-Segmente verwendet,
héhere Konzentrationen miteiner resultierenden geringeren Laufgeschwindigkeit dagegen fur die

bessere Differenzierbarkeit sehr kleiner DNA-Abschnitte.

Das Gemisch aus Pulver und Puffer wurde anschlieBend fiir 3 min bei 800 Watt in einer Mikro-
welle erhitzt, daraufhin mit 10pl Ethidiumbromid versetzt und in die vorbereitete Gelkammer
gegossen. Nach dem Einsetzen eines Kammes zur Freihaltung der Ladungsraume erfolgte die
Trocknung des Gels bei Raumluft fur 30-45 min. Wahrenddessen wurden die DNA-Proben 1:6
mit 6x Loading Dye versetzt. Nach Entfernen des Kammes konnten die Ladungskammern mit 5
pI DNA-Ladder bzw. 15-20 pl Probengemisch beladen werden. Die Kammer wurde abschlieend
mit 1x TAE-Puffer befullt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 mV.

2 Aufgrund der Kanzerogenitat von Ethidiumbromid erfolgten die Arbeiten zur Ethidiumbromid-Gelelektrophorese in
einem Luftabzugs-Reinraum unter Verwendung von Nitril-Schutzhandschuhen.
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2.2.9 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie, oder auch FACS (fluorescence-activated cell sorting), kon-
nen Zellen hinsichtlich ihrer Granularitat, GroRe und verschiedener Fluoreszenzmerkmale cha-
rakterisiert werden. Dabei wird ein Einzelzellstrahl durch einen oder mehrere (Farb-)Laser ge-
lenkt. Durch die Analyse der Streuung kdnnen dabei Granularitat und GroRRe ermittelt werden.
Zusatzlich ermdglicht das FACS die Anwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen (z.B. JC-1) oder -
Proteinen (z.B. GFP), die durch die spezifische Wellenlange der Laser angeregt werden kdnnen.
Das charakteristische Farb-Emissionsspektrum wiederum kann dannin der Durchflusszytometrie

detektiert und auf die analysierten Zellpopulationen bezogen werden.

2.2.10 Mitochondriale Membranfirbung mitJC-1

Zur Beurteilung der mitochondrialen Membran und des Zustandes ihres - flr die Funktion der
Mitochondrien essentiellen - Membranpotentials wurde der Farbstoff JC-1 verwendet. JC-1 ist
ein kationischer membranpermeabler Carbocyanin-Farbstoff, der als Monomer undim aggregier-
ten Zustand Emissionsmaxima unterschiedlicher Wellenl&dngen besitzt. Er zeigt dadurch eine Po-
tential-abhangige Anreicherung in Mitochondrien durch einen in der Durchflusszytometrie oder
im Fluoreszenzmikroskop detektierbaren Wechsel der Fluoreszenz-Emission von griin (~529 nm)
zu rot (~590 nm) an, hervorgerufen durch die konzentrationsabhangige Bildung rot fluoreszieren-
der J-Aggregate (Abbildung 2.1). Somit kann eine Depolarisation der mitochondrialen Membran
tber einen Abfall des Verhaltnisses roter/griiner Fluoreszenz oder die Abnahme der Rotfluores-
zenz allein nachgewiesen werden [113].

Monomer

L ]
°© ° 2w i‘ngregale
,'UFL bE v <> 2.1 Potentialabh&ngige Fluoreszenzénderung des Car-
\\\ i ° bocyanin-Farbstoffs JC-1. Das (intakte) mitochondriale
R . Membranpotential ist charakterisiert durch ein zum inter-
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eine Aggregatbildung des Farbstoffes JC-1 und in Folge des-
sen zu einem Wechsel der Wellenlénge des Fluoreszenzsig-
nals. Entsprechend ist eine Depolarisation von Aym bedingt
durch den dann primér als Monomer vorliegenden Farbstoff
mit einem Abfall der roten Fluoreszenz vergesellschaftet Mo-
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Zur Farbung mit JC-1 wurden 2x10° Zellen in 1 ml PBS suspendiert und mit 200 pl 15 uM JC-1-
Farbeldsung versetzt. Anschlielend inkubierten die Zellen fiir 30 minbei 37° Cund 5 % CO, im

Dunkeln. Es folgte eine Abzentrifugation der Zellen (bei 400 g fiir 5 min) und zweimaliges
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Waschen mit 1 ml PBS (jeweils gefolgt von einer erneuten Zentrifugation bei 400 g fiir 5 min).
Das entstandene Zellpellet wurde in 300 pl PBS geldst und unmittelbar im Durchflusszytometer
analysiert.

2.2.11 FCCP

Als Positivkontrolle fir eine erfolgte Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials
wurde sowohl fir die JC-1-Férbungen als auch im Rahmen von Zytokin-Expressionsversuchen
das Protonophor FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) verwendet. Es
handelt sich dabei um ein Wasserstoff-lonophor, welches in der Lage ist, H*-Protonen abseits der
Atmungskettenkomplexe tber die innere mitochondriale Membran zu transportieren. Diese so
genannte Entkoppelung der Atmungskette fuhrt letztlich Gber einen Ausgleich des elektrochemi-
schen Gradienten und damit Gber die Depolarisation von Ay, zum Zusammenbruch der ATP-
Synthese [115,116].

Bei Anwendung im Rahmen der Fluoreszenzmessungen wurden die entsprechenden Kontrollen
zusétzlich mit 1,25 pl 4 mM FCCP-L6sung versetzt. Alle anderen Spezifikationen und Arbeits-

schritte entsprachen den in 2.2.10 dargestellten VVorgaben.

Fir die Versuche zur Evaluierung der antiviralen Funktion unter FCCP-Anwendung wurden
2x10*Zellen in 500 ul DMEM +/- 4 pg/ ml Doxycyclin in 24-Well-Platten gesetzt. Vier Tage
spater erfolgte die Inkubation mit FCCP: Nach Abnahme des alten Mediums wurden pro Well 20
pl 1,2 mM FCCP in OptiMEM zugegeben. Eine Stunde spater fand die virale Infektion statt (vgl.
2.2.20). Im Anschluss wurden die Zellen wieder in DMEM kultiviert, allerdings unter erneuter
Zugabe von 1,2 mM FCCP. Sechs Stunden nach Virusinfektion konnte das Medium fiir ELISA-
Messungen asserviert und die Zellen zur RNA-Analyse lysiert werden.

2.2.12 siRNA knock-down

Fir die siRNA-knock-down-Experimente wurden 2x10* MEFs in 500 pl DMEM im 24-Well-For-
mat ausplattiert. Einen Tag spater wurden 1 pl 20 uM siRNA und 1 pl Lipofectamine RNAiMax
jeweils in OptiMEM ad 50 pl gegeben und fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Da-
raufhin erfolgte die Zusammenfihrung beider Gemische und eine erneute Inkubation bei Raum-
temperatur fr nun 15 min. Die fertige Transfektionsldsung konnte dann trépfchenweise auf die
Zellen pipettiert werden. 24 Stunden spéter wurde diese sSiRNA-Transfektion zur Optimierung
des knock-down-Ergebnisses nach identischer Prozedur wiederholt.
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2.2.13 DasCre-Lox-Rekombinationssystem

Zur Beantwortung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit war es erforderlich, Zelllinien zu
verwenden, bei welchen durch &uRere Manipulation eine Deletion des untersuchten Proteins
CRIF1 erzielt werden kann. In der Abteilung sind diesbeziglich durch Stefanie Lietke bereits
umfangreiche Vorarbeiten mit der Verwendung von small interfering RNA (siRNA) durchgefiihrt
worden. Die Schwierigkeiten bei dieser Form von Zellmanipulation sind die hdufig nur unvoll-
stdndige Reduktion an mRNA- und Proteinlevel des Untersuchungsobjektes, sowie die Notwen-
digkeit der Durchfiihrung einer Transfektion mit doppelstrangiger Fremd-RNA. Daher erschien
es vorteilhaft, ein neues System zu etablieren, um die Fragestellung methodisch vorteilhafter un-

tersuchen zu konnen.

Das Cre-Lox-Rekombinationssystem stammt urspriinglich aus dem Bakteriophagen P1. Dabei
bestehtan spezifischen DNA-Motivendie Mdglichkeit zur sequenzspezifischen genomischen Re-

kombination durch die P1-codierte Cre-Rekombinase [117].

Die Cre-Rekombinase ist ein 38 Kilo-Dalton (kDa) groRes Protein, welches mechanistisch der
Topoisomerase | dhnelt. Die Erkennungssequenz der Cre-Rekombinase zur katalytischen Umset-
zung der Rekombinationsreaktion ist das so genannte LoxP-Element (Abbildung 2.2). Hierbei
handeltes sich um ein 34bp-DNA-Sequenzmotiv, bestehend auseinemzentralenasymmetrischen
Element von 8bp sowie zwei flankierenden palindromischen Sequenzen [118].

Asymmetrische 8bp-Sequenz
Flankierende 13bp-Palindromsequenz Flankierende 13bp-Palindromsequenz

Méglicher point of crossing-over

5 ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT &

2.2 Das LoxP-Element. Die vom Bakteriophagen P1 stammende LoxP-Sequenz besteht aus einer zent-
ralen, moglicherweise den point of crossing-over enthaltenen, 8bp-Sequenz, die von zwei palindromi-
schen 13bp-Sequenzen flankiert wird. Schematische Darstellung nach [118].

Zur Umsetzung der Reaktion der Cre-Rekombinase ist das Vorhandensein von zwei LoxP-Moti-
ven erforderlich. Je nach Ausrichtung der LoxP-Elemente unterscheiden sich die DNA-Modifi-
kations-Mechanismen der Cre-Rekombinase. Bei gleichgerichteter Orientierung der Erkennungs-
sequenz wird der DNA-Abschnitt zwischen beiden Motiven zusammen mit dem 3‘-gelegenen
LoxP-Element von der Cre-Rekombinase ausgeschnitten. Bei gegengesetzter Ausrichtung wiirde

der dazwischenliegende DNA-Bereich hingegen invertiert werden [117].
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Durch die Mdglichkeit der Einbringung entsprechender LoxP-Sequenzen in das Genom beliebi-
ger Zellen entstehteine breiteinsetzbare molekularbiologische Methode zur gezielten Entfernung
eines DNA-Abschnittes. Dem Cre/LoxP-System werden dabei entscheidende Vorteile gegeniiber
alternativen Verfahren zu Gute gehalten: Es benotigt weder Ko-Faktoren noch externe Energie;
die LoxP-Sequenzen sind darliber hinaus verhaltnisméaRig klein und die Cre Rekombinase zudem

ein sehr stabiles Protein [119].

Fir die vorliegende Arbeit wurde eine murine embryonale Fibroblastenzelllinie (MEF) verwen-
det, in welcher 5°-und3‘-des CRIF1 Gens je ein LoxP-Element in identischer Orientierung durch
Kwon etal. eingebrachtwurde [107]. Daszusétzliche Einbringen einer funktionellen Cre-Rekom-
binase katalysiert in diesen Zellen daher die Exzision des fir CRIF1 codierenden DNA-Segmen-
tes (Abbildung 2.3).

loxP loxP

Crifl

. _ ()
. \\\\H'r’/ /I

2.3 Das Cre-Lox-Rekombinations-System. Die Cre-Rekombinase (lila Kreise) exzidiert bei identischer
Ausrichtung der LoxP-Sequenzen (orangene Dreiecke) den zwischen beiden Motiven liegenden DNA-
Abschnitt (blau) mitsamt des 3‘ gelegenen LoxP-Motivs. Schematische Darstellung.
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2.2.14 Die CRIF1 Genomregion

Die genetische Information fir CRIF1 ist bei der Maus auf Chromosom 8 kodiert, noch in seiner
urspriinglichen Nomenklatur als growth arrest and DNA-damage-inducible gamma interacting
protein 1 (GADD45GIP1) bezeichnet. Es hat eine Sequenzlange von 3201 Basenpaaren (bp) und
enthalt zwei Exone (Exon 1: 360 bp, Exon 2: 1374 bp). Diese bestehen aus den 5° und 3' untrans-
latierten Regionen (UTR) sowie den kodierenden Gensequenzen (Abbildung 2.4). Die Transkrip-
tion ergibt somit mRNA mit einer Lange von 1734 bp, die Protein-kodierende Sequenz betragt
dabei 745 bp. Auf dem Gegenstrang befindet sich teilweise Uberlappend mit CRIF1 die Gen-
information von Rad23a (siehe Kapitel 3.8). 3

5 Rad 23a

5l

L3

d == ="

GADD45GIP1 o

2.4 Schematische Darstellung der CRIF1-Genomregion auf Chromosom 8 (Maus). Griin dargestellte
Boxen symbolisieren die 5'- und 3' UTR. Die blauen Kastchen représentieren die kodierenden DNA-Seg-
mente. Diese Boxen zusammen stellen somitdie Exone dar. Der Abstand zwischen den vertikalen Ori-
entierungslinien betragt jeweils 1000 bp. Als rote Dreiecke eingezeichnet finden sich die LoxP-Sies im
CRIF1-Gen. Derrote horizontale Balken im Bereich des Gegenstranges kennzeichnet den logischen Re-
kombinationspunkt im Rad23a-3"-UTR-Abschnitt. Schematische Darstellung gemaR Gene ID: 102060
und mRNA- Referenz: NM_183358.4.

2.2.15 DasMSCV-Cre System

Um in den MEF mit LoxP-System einen CRIF1 - knock-out zu erzielen, ist es erforderlich, die
Cre-Rekombinase in eben jenen Zellen zu exprimieren. Zu diesem Zweck wurde initial ein retro-
virales Transduktionssystem verwendet. Das Murin Stem Cell Virus - Cre (MSCV-Cre) ist opti-
miert fiir die Ubermittlung genetischer Informationen unter Anderem in murine Zellen wie die
verwendeten Maus-Embryofibroblasten.

Die Transfektion des MSCV-Cre-Plasmides zusammen mit den fir Verpackungs- und Fusions-
proteine kodierenden Plasmiden Delta 8.9 und VSV-G in Human Embryonic Kidney - Zellen
(HEK 293T) fuhrt in diesen zur Produktion der erforderlichen retroviralen Partikel.

8 Referenz: NM_183358.4 (MRNA) | Gene ID: 102060 (DNA)
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2.2.15.1 Herstellung des MSCV-Cre Plasmid-Gemisches

In ein 96-Well wurden jeweils 25ul Plasmid-Mix transfiziert. Dieser beinhaltet 100 ng des lenti-
viralen MSCV-Cre Plasmides, 100 ng Delta 8.9, 10 ng VSV-G sowie 0,6 ul GeneJuice Transfek-
tionsreagenz. Dabei wurden zuerst 9,4 pl OptiMEM und 0,6 pl GeneJuice gemischt und separat
davon die drei verwendeten Plasmide in einem Gesamtvolumen von 15 pl OptiMEM kombiniert.
Es folgte eine funfmindtige separate Inkubation der beiden Losungen bei Raumtemperatur. An-

schlieBend wurden beide Ansatze vermengt und fir 25 min bei RT inkubiert.

2.2.15.2 MSCV-Cre Virus-Produktion

Initial wurden 2x10* HEK 293T-Zellen in 100 ul DMEM im 96-Well Format ausplattiert. Rund
sechs Stunden spéter erfolgte die Transfektion mit dem vorbereiteten Plasmid-Mix (s.0.).# Nach
24 Stunden wurde das urspriingliche Medium abgenommen und durch hochkonzentriertes Fetal
Calf Serum (FCS) Medium (30 % FCS-Gehalt) ersetzt. Weitere 24 bis 36 Stunden spéter konnte
der die retroviralen Partikel enthaltene Uberstand abgenommen werden. Dieser musste abschlie-
Rend noch zur Entfernung von Zelltrimmem unter Verwendung eines 0,45 um -Filters (steril)
filtriert werden.

2.2.15.3 Retrovirale Transduktion mit MSCV-Cre

Fir die retrovirale Transduktion wurden 5x10* MEF-Zellen im 6-Well-Format in 2 ml DMEM
ausplattiert. Am ndchsten Tag erfolgte die retrovirale Transduktion durch Zugabe von 333 pl
MSCV-Cre-Virusiberstand, 8 pl Protaminsulfat und 10 pul 1 M HEPES-Puffer. Anschlielend
wurden die Zellen bei 800 g und 32° C fur 90 min zentrifugiert und dann wieder in den Brut-

schrank gegeben.

2.2.16 DasTat-NLS-Cre System

Die rekombinante Cre-Rekombinase ,, Tat-NLS-Cre* (Fa. Excellgen, Rockville, MD, USA)
wurde mittels Plasmid-Transfektion eines E. coli Bakterienstammes gentechnisch hergestelit und
als aufgereinigtes Protein kommerziell erworben. Sie enthalt ein N-terminales 6hHIs-Tag, ein
Tat-Peptid® sowie eine nukleére Lokalisationssequenz® (NLS) [120]. Das Tat-Peptid ist ein so
genanntes Cell penetrating peptide, mit dessen Hilfe zum Beispiel Proteine — wie in diesem Fall
Tat-NLS-Cre — die Plasmamembran von Zellen durchdringen kdnnen [121]. Mit Hilfe der NLS
schlieBlich gelangt die Cre-Rekombinase zu ihrem Wirkungsort im Zellkern [122]. Damit stellt
das Tat-NLS-Cre System eine alternative CRIF1-knock-out-Methodik dar, bei der im Gegensatz

4 Ab hier erfolgten die Arbeiten in Einrichtungen der Biologischen Sicherheitsstufe 2.
® Aminosauresequenz: GRKKRRQRRRPPAGTSVSL
® Aminoséuresequenz: PKKKRKV
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zum MSCV-Cre System auf eine retrovirale Transduktion zu Gunsten der so genannten Protein-
transduktion verzichtet werden kann (Abbildung 2.5).

Zur Tat-Cre-Proteintransduktion wurden 2x10* MEF in 500 pl DMEM im 24-Well-Format aus-
plattiert. Nach dem Anwachsen der Zellen (sechs bisacht Stunden) wurde das Medium abgenom-
men und die Zellen vorsichtigmit PBS gewaschen. Daraufhinerfolgte die behutsame Zugabevon
0,25 uM Tat-Cre in 250 ul OptiMEM fur sechs Stunden. Die Kontrollbedingungen wurden ledig-
lich in OptiMEM inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe regularen Zellmediums (500 pl
DMEM) und die Fortfihrung der Zellkultur.

2.5 Schematische Darstellung
des Tat-Cre mediierten Cre-Lox-
Rekombinationssystems.  Die
rekombinante Cre Rekombinase
enthalt eine Tat-Sequenz zur
Uberwindung der  zelluldren
Plasmamembran, sowie eine
Nukleére Lokalisationssequenz mit
deren Hilfe sie ihren Wirkungsort im
Zellkern erreicht. Dort katalysiert
sie die Seit-zu-Seit-Rekombinatio-
nen der LoxP-Abschnitte der nukle-
aren DNA. Dies resultiert in den
verwendeten MEF LoxP CRIFL in
einer Deletion des CRIF1-Genab-
schnittes.

2.2.17 DasTet-OnCre System

Das Tet-On Cre System dient der Durchfiihrung konditioneller LoxP-bezogener DNA-Rekombi-
nationen ohne die Notwendigkeit einer retroviralen oder Protein-Transduktion. Es ist von Gossen
und Bujard urspriinglich als so genanntes Tet-Off-System entwickelt worden [123].

2.2.17.1 Grundlegendes Prinzip

Das System basiert auf dem Tn10-Tetracyclin-Resistenz Operon von E. coli. In der Abwesenheit
von Antibiotika sorgt die Bindung des tet-Repressors (TetR) an den Operator (TetO) fir die fast
vollstandige Unterdriickung der Expression von Resistenzgenen [124]. In der Anwesenheit be-
reits sehr geringer Konzentrationen an Tetracyclin-Antibiotika (Tet) wird jedoch die Bindung des
TetR an den TetO verhindert und damit die Transkription resistenzspezifischer Gene induziert
[125].
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2.2.17.2 Erforderliche Systembestandteile

Die molekularbiologische Anwendung dieses Prinzips fuSt auf zwei verschiedenen Expressions-
systemen, die miteinander interagieren: Die erste Einheit ist der Tetracyclin-kontrollierte Trans-
aktivator (tTA), ein Fusionsprotein aus TetR und der Transkriptions-Transaktivationsdomane des
Herpes Simplex Virus (HSV-) Proteins 16 (VP16) [126]. Den zweiten Teil bildetdas Tetracycline
Response Element (TRE). Es besteht aus sieben identischen Wiederholungen der TetO-Sequenz
(TetO;) und einem dem friihen Promotor des Cytomegalie-Virus (CMV) entstammenden mini-
malen Promoterfragment (CMV i) [127].

2.2.17.3 Funktionsweise des Tet-Off- und Tet-On-Systems

Der tTA ist nun in der Lage, an das TRE zu binden und dadurch die Expression des unter Kon-
trolle des TRE stehenden Genes zu induzieren. Die Anwesenheit von Tet hingegen verhindert
diese Bindung, wodurch die konstitutionelle Expression des Gene of Interest (GOI) durch die

Anwesenheit von Tetrazyklin supprimiert werden kann (Tet-Off-System, Abbildung 2.7) [128].

Als Nachteil des Tet-Off-Systems wird die dauerhaft notwendige Préasenz von Tetracyclin zur
Unterdriickung der Genexpression angesehen: Falls gewiinscht kann die Induktion der Genex-
pression somit nur langsam wieder gestartet werden, da erst samtliche Restmengen an Antibioti-
kum entfemt oder abgebaut werden miissen. Diese Uberlegungen mindeten in der Entwicklung
des Tet-On-Systems. Durch Mutation vier verschiedener Aminoséuren [129] konnte der Effekt
der Tetracyclin-Bindung umgekehrt werden: Im nativen Zustand ist der reverse Tet-Repressor
(rTetR) nun nicht mehr in der Lage, DNA zu binden; dies wird erst durch die Konformationsan-
derung unter Anwesenheit von Tetracyclin moglich. Im Rahmen der Untersuchung des Systems
konnte eine stark erhéhte Empfindlichkeit des rTetR auf Doxycyclin (Doxycyclin) festgestellt
werden, so dass sichdiese Substanz als Standard-Induktor des Tet-On-Systems etablierte: In Ver-
bindung mit dem reverse Tet-Repressor (rTetR) fihrt die Zugabe von Doxycyclin also zur Initi-

ierung der Genexpression (Tet-On-System, Abbildung 2.6) [130].
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tTA

tetR VP16
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2.7 Tet-Off-System Der Tetracyclin-kontrollierte TransaktivatortTA (ein Fusionsprotein aus dem tet-RepressortetR und
der Transkriptions-Transaktivationsdoméane VP16) bindet an die TetO-Sequenz des Tetracyclin Response Elements
(TRE), wodurch Giber den CMV-Promotor die Genexpression des Gene of Interest (in diesem Fall: Cre-Rekombinase)
initiiert wird. Bei Anwesenheitvon Tetracyclin (Tet) istder tTA aufgrund konformatorischer Anderungen —hervorgerufen

durch die Tet-Bindung —nicht mehrin der Lage, am TRE zu binden, so dass die Genexpression sistiert. Schematische
Darstellung.
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2.6 Tet-On-System Durch Mutation von vier Aminosauren wird der Effekt der Tetracyclin-Bindung umgekehrt: reverses
tTA(rtTA) istim nativen Zustand nichtin der Lage,das TRE zu binden. Erst die durch die Zugabe von Doxycyclin hervor-
gerufene Konformationsanderung ermdglicht dem rtTAdie Bindung der TetO-Sequenzund damitdie Initierung der Ge-

nexpression (hier: Cre-Rekombinase). Hierbei handeltes sich um das in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kom-
mende Prinzip. Schematische Darstellung.
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2.2.18 Herstellung der stabilen MEF flx/flx CRIF1 Tet-on Cre Zelllinie

2.2.18.1 Klonierung des pLVX-Cre-Plasmides

Das Tet-On System besteht aus zwei Plasmiden: ,,pLVX Tet-On Advanced* beinhaltet die rtTA-
Informationen, wohingegen ,,pLVX Tight-Puro* mit einer Multiple Cloning Site (MCS) zur Ein-
bringung des Gene of Interest (GOI) ausgerdistet ist (Abbildung 2.8).

B LTR
——.__ PBS
— ~4

2.8 Vektorkarte des pLVX-Tight-Puro-
Plasmides. Das zur Expression des GOI
als Grundlage angewandte Plasmid
p »PLVX_TightPuro, bestehend aus 7791 bp.

pUC Cri pLVX-Tight-Puro

7791 bp

WPRE

Zur Vorbereitung der Cre-Klonierung wurde eine PCR mit dem bereits vorhandenen Murin Stem
Cell Virus Cre Plasmid als template durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Cre-Primer enthalten
in ihrer Sequenz zusétzlich Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme EcoRI und Notl, die durch
die Methodik der PCR somit in das Cre-Amplifikat inseriert worden sind.” Im Anschluss an die
PCR erfolgte ein sequentieller Restriktionsenzym-Verdau von ,,pLVX-Tight-Puro* sowie des
Cre-PCR-Produktes, jeweils mit den Enzymen EcoRI und Notl (mit zwischenzeitlichem Phos-
phataseverdau und Aufreinigung des PCR-Produktes). Unmittelbar nach dem Verdau wurden die
DNA-Fragmente auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Durch die positiven Banden fiir Cre und den
Vektor konnte der erfolgreiche Restriktionsenzym-Verdau bestétigt werden (Abbildung 2.9).

pLVX pLVX
TightPuro TightPuro  Cre PCR

;e u 2.9 Restriktionsenzym-Verdau ,,pLVX Tight-Puro*
Leervektor und Cre-PCR-Produkt. Das ,pLVX-Tight-
(= Puro“ Plasmid sowie das Cre-PCR Produkt wurden je-
weils mitden Restriktionsenzymen EcoRIund Notl ge-
schnitten. Unmittelbar darauffolgend wurden die DNA-
‘_d Fragmente auf ein Agarose-Gel aufgetragen, um den
]

korrekten RE-Verdau zu verifizieren und die geschnitte-
nen Segmente zur weiteren Klonierung aufgereinigt aus
dem Gel extrahieren zu kdnnen.

" In der MCS des ,,pLVX Tight-Puro® Vektors befinden sich ebenfalls entsprechende Schnittstellen fiir Restriktions-
enzyme.
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Die entsprechenden Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA ausdem Gel iso-

liert. Dadurch konnten beide geschnittenen DNA-Fragmente durch Verwendung einer T4-DNA

Ligase miteinander ligiert werden. Dieses DNA-Produkt wurde in DH5a Bakterien transformiert

(Verhaltnis Vektor zu Insert 2:4). Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Ampicillin Plat-

ten ausgestrichen. Die so gewachsenen Kolonien wurden zur DNA-Extraktion lysiert. Gleichzei-

tig wurde aus denselben Kolonien noch eine Probe fir eine Kolonie-PCR entnommen. In der

Kolonie-PCR zeigt sich dabei, dass alle Kolonien Cre-positiv sind (Abbildung 2.10).

1500

1200
1000

500

pLVX -Cre

pLVX -Cre

pLVX -Cre pLVX -Cre

Cre cut

—

2.10 Kolonie-PCR ,,pLVX-Cre“. Die nach der Ligation und Transformation gewachsenen Kolonien

wurden mittels Kolonie-PCR und anschlieRender Agarose-Gel-Elektrophorese auf das Vorhandensein

von Cre untersucht. Dabei zeigt sich im Vergleich zur (schwachen) Cre-cut-Kontrolle ein positives Cre-
Bandenmusterin allen Gberpriften Kolonien.

Ein weiterer Kontrollverdau mit den bereits zur Einbringung von Cre verwendeten Restriktions-

enzymen EcoRI und Notl erbrachte fur die Klone 1 und 2 erneut positive Banden in der Gel-

Elektrophorese (Abbildung 2.11). Zur endgtltigen Absicherung erfolgte die Sequenzierung des

Plasmids mit Cre-Primern. Dabei konnten vier eindeutig positive Klone identifiziert werden.
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2.11  Restriktionsenzym-Kon-
trollverdau der pLVX-CreKlone.
Die durch die DNA-Isolation ge-
wonnen ,pLVX-Cre“ Plasmide
wurden mit den Restriktionsenzy-
men EcoRI und Notl verdaut und
anschlieRend auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Die Bande bei 1000-
1200 bp entspricht dem Cre
Schnittprodukt.
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2.2.18.2 Lentivirale Transduktion zur stabilen Integration der Cre-Rekombinase in MEF

Die stabile Integration der Cre-Rekombinase Plasmide in die DNA der MEF erfolgte per Lenti-
viraler Transduktion. Zu diesem Zweck wurde in HEK293T Zellen entsprechender Virus produ-
ziert. 15000 HEK-Zellen wurden dazu in 100 pl DMEM im 96-Well Format ausplattiert. Jeweils
circa40 pl DNA, 2,82 ul VSV-G und 11,96 pl delta8.9 wurden in 1600 pl OptiMEM fiir 5 min
inkubiert. Gleichzeitig erfolgte in getrennten Rohrchen bei Raumtemperatur die Inkubation von
66 ul GeneJuicein 1034 pl OptiMEM. Anschliefend wurden der Plasmid-Mix und der Gene-
Juice-Mix vermischt und zusammen flr 25 min bei RT inkubiert. Danach konnten die vorberei-
teten HEK293T-Zellen mit 25 ul Transfektions-Mix pro 96-Well transfiziert werden.

Einen Tag spater wurde das Medium der HEK-Zellen auf High-FCS gewechselt. Nach weiteren
24 Stunden wurden die Uberstande der Wells, in denen sich nun das Lentivirus befand, abgenom-
men und mittels 0,45 um-Filter steril filtriert.

Zur lentiviralen Transduktion wurden 2500 MEF fIx/fIx CRIF1 im 96 -Well Format ausplattiert.
Nach ihrem Anwachsen erfolgte die Transduktion mit 100 % und 20 % Virus. Dabei wurde eine
Co-Transduktionvon,,pLVX-Cre*“und,,pLVX Tet-On Advanced*in verschiedenen Mengenver-
haltnissen (1:1, 3:7, 7:3) vorgenommen. Nach 60-minitiger Zentrifugation bei 1200 g und 32° C
wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert.

Einen Tagspatererfolgte der Mediumwechsel auf reguldres DMEM-Vollmedium. Nach weiteren
24 Stunden startete die Selektion der Zellen unter Einsatz von 4 pg/ ml Puromycin und 1 mg/ mi
Neomycin. Insgesamt 24 Klone der 20%-Bedingung, die die Virus-Transduktion zwar tUberlebt,
aber kein schnelles Wachstum unter Selektion gezeigt haben (und damit als am Wahrscheinlichs-
ten erfolgreich transduziert angesehen werden konnten), wurden im Verlauf in 24-Well-Platten
tberfihrt. Nach weiterer Expansion auf drei 24-Wells pro Klon konnte ein erster Test auf Gen-
knock-out gestartet werden. Zu diesem Zweck wurden die Klone mit 4 pg/ ml Doxycyclin inku-
biert.

2.2.18.3 Doxycyclin-induzierter Tet-On-Cre-knock-out
Im Rahmen des konditionellen Doxycyclin-induzierten Tet-On-Cre-knock-out wurden 2x10*
MEF in 500 ul DMEM mit 4 pg/ ml Doxycyclinim 24-Well-Formatausplattiert. Bei eventuellem

Mediumwechsel erfolgte eine erneute Zugabe von DMEM mit 4 pg/ ml Doxycyclin.
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2.2.19 poly:C Immunstimulation

Zur artifiziellen Simulation einer immunologischen Gefahrdungslage der Zellen im Sinne einer
viralen Infektion wurde das synthetische Immunstimulanz poly I:C (Polyinosinic: polycytidylic
acid) eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine Doppelstrang-RNA (dsRNA), bestehend aus ei-
nem poly(I)- und einem poly(C)-Strang. Wie auch virale dsSRNA initiiert poly I:C uber Aktivie-
rung von TLR3 und RLR eine antivirale Signalkaskade [131, 132].

Die Transfektion von poly I:C erfolgte in 24-Well-Platten. Nachfolgend ist der Ansatz pro ein-
zelnem 24-Well aufgefuhrt; dieser wurde bei Versuchen entsprechend hochskaliert.

2 Ul poly I:C (200 ng/ pl) wurden in 100 pl OptiMEM geldst und vorsichtig durchmischt. Da-
raufhin erfolgte die Zugabe von 1 ul RNAiIMax. Das Gemisch wurde erneut vorsichtig invertiert
und anschliefRend fir 20 min bei RT inkubiert. Zur Transfektion wurde das fertige Gemisch dann
tropfchenweise in das Well gegeben. Dieses war mit 500 pl Medium gefillt, so dass sich final

eine Konzentration von 333 ng/ ml poly I:C pro 24-Well ergab.

2.2.20 VSV-Infektionsassays

Um die Zytokinantwort nach Infektion mit Vesicular Stomatitis Virus (VSV) bestimmen zu kon-
nen, wurden zuerst 1,5x10* MEF LoxP CRIF1 Tet-On-Cre +/- 4 pg/ ml Doxycyclin in 500 pl
DMEM in 24-Well Platten gesetzt. Nachdrei Tagen erfolgte die Infektionmit VSVM51Rin einer
MOI von 1 oder 5. Dazu wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen, dann die Viren in Opti-
MEM fir eine Stunde bei 37° C zugegeben. Nach einer erneuten PBS-Waschung wurden die
Zellen wieder in DMEM kultiviert. Sechs Stundenspéter konnte der Uberstand abgenommenund
mittels ELISA analysiert werden.

2.2.21 Viraler Entry

Zur Evaluierung des viralen Entry wurden 1,5x10° MEF LoxP CRIF1 Tet-On-Cre +/- 4 pg/ ml
Doxycyclinin 3 mI DMEM in 6-Well-Platten gesetzt. Drei Tage spater erfolgte die Infektion mit
VSVM51R in einer MOI von 25. Dabei wurde zuerst das alte Medium entfernt, die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieBend das Virus in 1 ml OptiMEM pro Well zugegeben. Die Inkuba-
tion erfolgte anschlieRend fir eine Stunde bei 37° C. AnschlieRend wurde das Infektionsmedium
entfernt, die Zellen erneut mit PBS gewaschen, flir eine weitere Stunde in 1 ml DMEM Kkultiviert,
dann mittels Trypsin von den Wells getrennt und in Laemmli-Puffer lysiert.
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2.2.22 VSV-GFP-Konfokalmikroskopie

Zur Analyse der Dynamik einer VSV -Infektion mittels Konfokalmikroskopie wurde ein konsti-
tutiv GFP exprimierender VSVM51R Virusstamm verwendet. 2x10* MEF LoxP CRIF1 Tet-On
Cre +/- 4 ng/ ml Doxycyclin wurden in 250 pl DMEM in einer ¥2 35 mm Disk gesetzt. Vier Tage
spater erfolgte nach Abnahme des alten Mediums und Waschen mit PBS die Infektion mit einer
MOI von 1 fir eine Stunde bei 37° C. AnschlieRend wurde nach einem erneuten PBS-Waschvor-
gang wieder DMEM zugegeben und die Zellen bei 37° C und 5 % CO, im Konfokalmikroskop
analysiert. Es wurden pro Well vier gleichartig konfluente Bildbereiche festgelegt, die automa-

tisch alle 30 Minuten neu aufgenommen wurden.

2.2.23 VSV-GFP-FACS

Um exakte quantitative Aussagen tUber VSV -Infektionen aufstellen zu kénnen wurden entspre-
chend mit GFP exprimierendem VSV infizierte Zellen auch in der Durchflusszytometrie unter-
sucht. Dazu wurden 3,5x10* MEF LoxP CRIF1 Tet-On Cre +/- 4 pg/ ml Doxycyclin in 500 pl
DMEM in 12-Well Platten gesetzt. Drei Tage spater erfolgte die Infektionmit VSVM51Rin einer
MOI von 1. Nach 20 Stunden wurden die Zellen zur Inaktivierung der Viren fir 30 min unter
UV-Licht gegeben, anschlielfend mit Trypsin von den Wells gelést, mit PBS gewaschen (dabei
Zentrifugation mit400 gfir5 min), schlieRlich in 300 ul PBS geldstund im Durchflusszytometer

untersucht.

2.2.24 Enzyme-linked Immunosorbentassay (ELISA)

Zur Bestimmungder Proteinmengenvon IP-10 als Marker der antiviralen Immunantwortim Zell-
tiberstand wurde ein ,,sandwich* ELISA angewandt (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).
Dabei wird zuerst eine 96-Well-Platte mit Antikdrpern gegen murines IP-10 (ein somit immobi-
lisierter, so genannter Capture-Antikorper) beschichtet. Anschlieend werden die Zelltberstinde
sowie eine Referenzldsung hinzugegeben und das enthaltene 1P-10 konnte an den Capture-Anti-
korper binden. In einem zweiten Schritt wird daraufhin ein mit Biotin konjugierter anti-Maus-1P-
10 Antikorper (der Detection-Antikdrper) hinzugegeben, der ebenfalls das enthaltene murine IP-
10 bindet. In einem dritten Schritt erfolgt die Zugabe von Streptavidin-horseradish peroxidase
conjugate (SAv-HRP), welches an den Biotin-konjugierten Detection-Antikorper bindet. Diese
SAV-HRP katalysiert abschlieRend nach Zugabe der entsprechenden Substrate (Tetramethylben-
zidine und Wasserstoffperoxid) eine Farbreaktion, die photometrisch tiber Absorptionsmessun-
gen detektiert werden konnte. Die methodische Durchftihrung inklusive aller erforderlichen

Waschschritte erfolgte gemal den Anweisungen im Protokoll des Herstellers.
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2.2.25 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western Blot

Mittels Gelelektrophorese kénnen aus Zelllysaten gewonnene Proteine ihrer GrolRe entsprechend
aufgetrennt [133] und anschlieRend im Western Blot mittels spezifischer Antikérper und Chemo-
lumineszenzdetektiertwerden [134]. Diese Methoden zur Detektion spezifischer Proteineerfolg-

ten nach standardisierten Protokollen der Arbeitsgruppe.

Zu Beginn wurden Proben mit 1x Laemmli-Puffer lysiert (95° C fir 5 min im Tischrittler bei
maximaler Starke). Zur Auftrennung der Lysate nach ProteingroRen kamen Gele mit 10 % Ac-
rylamidanteil zur Anwendung. Die Gel-Kammern wurden mit je 20 pl der Proben beladen; diese
wurden vorher im Verhéltnis 1:1 mit Loading Puffer gemischt. Die Auftrennung erfolgte initial
fur 20 min bei 100 Volt (V), anschlieBend wurde sie bei 180 V fortgefiihrt. Daraufthin konnte der
Transfer auf die Membran mittels Transferpuffer und 100 V Spannung (circa 90 min) im Wet-
Blot-Verfahren stattfinden. Direkt danach wurden die Membranen mit5 % Milch in TBS-Tween
fir mindestens 60 min bei RT geblockt. Die Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte Gber
Nacht bei 4° C, alternativ auch bei RT. Der Primdrantikorper wurde 1:2000 in 10 ml BSA ver-
dunnt (ergédnzt um 100 pl 1 % Natriumacid-Losung). Am folgenden Morgen wurde die Membran
mindestens dreimal fir finf Minuten mit TBS-Tweengewaschen (im Schiittler bei 200-400 rpm).
Daraufhin konnte die Zugabe des Horseradish peroxidase-gekoppelten Sekundérantikdrpers er-
folgen (Konzentration 1:2000 in 10 mI BSA). Nach gut einer Stunde Inkubation mit dem Sekun-
darantikdrper wurde die Membran erneut dreimal gewaschen und anschliefend mit 1,5 ml,, Su-
perSignal West Pico Chemiluminescent“® benetzt. Dadurch konnten die Proteinbanden mittels

Chemolumineszenz im ,,LAS 4000 mini* dargestellt werden.

2.2.26 Quantitative Real-TimeRT-PCR

Zahlreiche Versuche in der vorliegenden Arbeit basieren auf der Ermittlung der Expression rele-
vanter Gene der Immunabwehr unter verschiedenen Bedingungen sowie deren Vergleich mitei-
nander. Die quantitative Real Time Reverse Transkription PCR (RT-PCR) ermdglicht dies durch
die Detektion und gleichzeitige Quantifizierung der mRNA einer Probe. Hierzu wurde aus Zell-
Lysat zundchst die Gesamt-RNA unter Verwendung des ,,peqGOLD Total RNA Kit* (Fa.
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, D) gemaf3 Protokoll des Herstellers isoliert, gereinigt und in
ddH,0 geldst. Zur Spezifizierungauf die flrdie Translation relevantemRNA wurde anschlieRend
mittels zum poly-A-Schwanz der mRNA kompatiblen oligo-dT-Primern die mRNA in komple-
mentére DNA (cDNA) umgeschrieben.

8 Dafir miissen jeweils 750 ml der ,,Stable Peroxide Solution* sowie der ,,Luminol/Enhancer Solution* miteinander
gemischt werden. Diese Arbeitslésung wird dann auf die Membran aufgetragen..
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cDNA-Umschrieb:

1 g RNA

4ul 5x Reverse Transkriptase Puffer
2 ul dNTP Mix 10 mM

2 ul Oligo dT18

0,5l RiboLock RNase Inhibitor

0,2 ul Reverse Transkriptase 10000U
ddH,0 ad 20 ul

Der Umschrieb erfolgte bei 42° C fiir 60 min gefolgt von einer Enzyminaktivierung bei 70° C fir
10 min und abschlieRender Kihlung auf 4°C.

Diese cDNA konnte dann unter Verwendung der Real-Time PCR detektiert, amplifiziert und
quantifiziert werden. Die Polymerase Kettenreaktion lauft dabei vollkommen reguldr ab mit zwei
Primern und einer Polymerase mit entsprechender Pufferlésung. Die Quantifizierung gelingt mit
Hilfe von Hydrolysierungs-Sonden. Dabei bindet eine mit einem Fluorochrom-Donor markierte
DNA-Sonde an eine spezifische Stelle der Ziel-cDNA. Die abgegebene Fluoreszenz wird aller-
dings von einem an derselben Sonde in unmittelbarer Nahe platzierten Fluorochrom -Akzeptor
aufgenommen und dadurch maskiert. Im Zuge der Amplifizierung der cONA wird die Sonde je-
doch durch die 5°‘-Nuklease-Aktivitat der Polymerase gespalten. Die dabei stattfindende Tren-
nung von Donor und Akzeptor ermdglicht dem Fluorochrom-Donor schlieflich die Fluoreszenz-

abgabe. Somit kann die Zunahme des PCR-Produktes durch Messung der Fluoreszenz detektiert

werden.

gPCR-Analyse:

100 ng cDNA

10 pl KAPA PROBE Fast Universal
2x 0,4 ul Primer

0,2 ul Sonde

ddH,0O ad 20ul

Die Auswahl der Primer und dazugehérigen Sonden erfolgte geméR den VVorgaben der Roche
Universal Probe Library, unter Zuhilfenahme der Roche ProbeFinder Assay Design Software.
Die Ergebnisse wurden als relative Quantifizierung dargestellt. Dazu wurde das Housekeeping-
Gen Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) mitbestimmt und die gewdnsch-

ten Zielgene diesem gegeniber in Bezug gesetzt.
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2.2.27 Messungder zellulidren LDL-Aufnahme

Zur quantitativen Bestimmung der Low Density Lipoprotein (LDL) - Aufnahme in MEF wurde
der,,ab133127 — LDL Uptake Assay* (Fa. Abcam, Cambridge, UK) verwendet. Der VVersuchsab-
lauf orientierte sich dabei an den im Herstellerprotokoll gemachten Angaben. In einer 6-Well
Platte wurden 5x10* MEF LoxP CRIF1 Tet-On Cre in 2 ml DMEM gesetzt. 24 Stunden spéter
erfolgte die Inkubation der Zellen mit 4 pug/ml Doxycyclin oder Kontrollmedium. Nach weiteren
72 Stunden wurde das Medium abgenommen, durch 1 ml/ Well ,,LDL-DyLight 549 working so-
lution“ersetztund die Zellen anschlieRend flr weitere vier Stunden inkubiert. Unmittelbar danach
erfolgte ein Mediumwechsel auf PBS und die Analyse der Zellen am Konfokalmikroskop. Dabei
wurden zuerst - noch ohne Fluoreszenzdetektion - 10 Regions of Interest (ROI) pro Bedingung
festgelegt (CRIF1 +/+ beziehungsweise CRIF1 -/-). Ausschlaggebend daftir waren vergleichbare
Zellzahl und —formin jeder ROI. Dadurch konnte im Anschluss weitgehend objektiv die durch-
schnittliche Anzahl der LDL-positiven Zellen pro ROI gezahlt werden. Die Exzitation erfolgte

bei 540 nm, die Messung der Emission bei 570 nm.

2.2.28 Quantifizierung des zelluliren Proteingehaltes: Bradford-Assay

Um den Zellproteingehalt zwischen verschiedenen Versuchsbedingungen vergleichen zu kénnen
wurde ein so genannter Bradford Protein Assay durchgefihrt, basierend auf den Eigenschaften
des Farbstoffes,,Coomassie Brilliant Blue G-250%. Dieser zeigt bei Bindung an Proteine einen
Farbwechsel von rot nach blau. Die methodische Durchfiihrung richtete sich dabei nach dem Pro-
tokoll des Herstellers Bio-Rad.

2.2.29 Darstellungder Zellviabilitit mittels CellTiter Blue Assay

Um eine Untersuchung der Zellviabilitat in vitro durchfiihren zu kénnen, fand das CellTiter Blue
Assay Anwendung. Dabei wird durch den Indikator-Farbstoff Resazurin eine Abschétzung des
metabolischen Status der Zelle als Surrogat flr deren Viabilitat vorgenommen. Metabolisch kom-
petente Zellen sind in der Lage, Resazurin zu Resorufin zu reduzieren. Dies kann durch die spe-
zifischen Spektraleigenschaften des Farbstoffes (Farbwechsel bei Reduktion von blau zu pink)
quantifiziert werden. Zur Versuchsdurchfiihrung wurden 20 pl des Reagenzes in 500 ul DMEM
pro 24-Well gegeben. Nach circa 20-30 min erfolgte die Quantifizierung der Fluoreszenz bei 530
nm Exzitation und 590 nm Emission.
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2.2.30 Seahorse extracellular flux analyzer: Messung des Sauerstoffverbrauchs in
Zellkultur

2.2.30.1 Grundlegende Prinzipien

Um den Sauerstoffverbrauch eukaryotischer Zellen in vitro zu messen, wurde der XF96 Analyzer
der Fa. ,,Seahorse Bioscience* verwendet. Durch die Echtzeit-Bestimmung von geldstem Sauer-
stoff und pH-Wert-Messung des Mediumsder Zellen Giber eine Biosensoreinheit mittels optischer
Fluoreszenz ermdglicht der XF 96 Analyzer die unmittelbare Detektion von Veranderungen des
extrazelluldaren Mediums, hervorgerufen durch intrazellulére Stoffwechselprozesse. Dabei kon-
nen theoretisch sowohl die in den Mitochondrienablaufende oxidative Phosphorylierungals auch
die zytoplasmatische Glykolyse evaluiert werden. Die erste Ableitung des extrazelluléren Sauer-
stoffgehaltes tiber die Zeit wird als Oxygen Consumption Rate (OCR) dargestellt und dient mit-
telbar als Parameter zur Bestimmung der Aktivitat der Atmungskette. Die Extracellular Acidifi-
cation Rate (ECAR) als erste Ableitung des pH-Wertes liber die Zeit soll dagegen als Surrogat
fur die glykolytische Aktivitdt der untersuchten Zellen dienen [131, 135].

2.2.30.2 Experimentelle Vorgehensweise

Zur Untersuchung der MEF mittels des XF 96 Analyzers wurde zu Beginn die Sensorplatte (XF
Extracellular Flux Analyzer Kit) mit 200 pl XF Calibrant pro Well rehydriert und anschlieRend
in den CO, -freien Inkubator der Seahorse "Prep-Station™ gegeben. In die Seahorse XF96 Zell-
kulturplatte wurden 1,5x10* Zellen pro Well in 80 pl Seahorse Préparationsmedium gesetzt. Die
AuBenwells an den vier Ecken der Platte dienten spéter als Blank-Werte und diirfen daher nur mit
Medium gefillt werden. Die Platte mit den Zellen wurde abschlieRend in einen regularen Brut-
schrank gegeben.

24 Stunden spéter erfolgte die Durchfiihrung der Messung. Nach initialem Reinigen des Systems
mit Ethanol, Wasser und Analysemediumwird die Zellkulturplatte in die Seahorse "Prep-Station"
gegeben. Diese fuhrte vollautomatischeinen Mediumwechsel zu200 pl Analysemediumpro Well
durch. Die Sensorplatte wurde wéhrend des Mediumwechsels der Zellplatte mit den erforderli-
chen Stressoren beladen. Dabei handelt es sich um 20 uM Oligomycin in 20 ul Volumen in Port
A, 20 uM FCCP in 22 pl Volumen in Port B sowie jeweils 25 pM Rotenon und Antimycin A in
zusammen 25 pl Volumen in Port C. Die Stressoren wurden entsprechend in Analysemedium
verdunnt, die Zugabe zum Zellmedium wahrend der Messung erfolgte dann per Druckluft. Aus
den beschriebenen Volumen- und Molaritatsangaben ergibt sich wéhrend der Messung eine 1:10
Verdinnung der Stressoren, so dass die Arbeitskonzentrationen der Substanzen bei 2 uM fir Oli-
gomycin und FCCP sowie 2,5 uM fiir Rotenon und Antimycin A liegen.

Nach erfolgter Beladung mit den Stressoren wurde die Sensorplatte zur automatischen Kalibrie-

rung der Sensoren in das Analysegerét gegeben. Anschlielend konnte die Zellkulturplatte in den
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XF 96 Analyzer eingesetzt werden. Nach einem Equilibrierungsschritt begann die Messung ent-
sprechend der vorher festgelegten Parameter. Flr den Basalwert - vor Zugabe der Stressoren -
wurden im verwendeten CRIF1-Protokoll sieben Messpunkte aufgenommen, wobei jeder Mess-
punkt aus vier Minuten Mischen des Mediums und vier Minuten Messung mittels optischem Bi-
osensor bestand. Nach Injektion von Port A folgte dreimaliges Mischen und Messen (wieder je-
weils fir vier Minuten), ebenso nach Injektion von Port B und C. Im Anschluss an die Messung

konnten die verwendeten Zellen mittels BCA-Assay zueinander normiert werden.

2.2.30.3 Analyse der gewonnenen Daten

Das letzte OCR-Basallevel vor Zugabe etwaiger Stressorenistmitder basalen Zellatmung gleich-
zusetzen. Durch Zugabe von Oligomycin wird die ATP-Synthase blockiert, dadurch verringert
sich die Aktivitat der vorgeschalteten Atmungskettenkomplexe, da der elektrochemische Proto-
nengradientunveréndertbleibt. Die Differenzzum Basalwert istsomitein Parameter fir die ATP-
Produktion der Zelle. Mit der im Folgenden stattfindenden Zugabe von FCCP wird eine Poren-
bildungder inneren mitochondrialen Membran ausgeldst. In der Folge kann der elektrochemische
Wasserstoffprotonengradient auch abseits der blockierten ATP-Synthase in die Matrix der Mito-
chondrien strémen. Dadurch werden die verbliebenden Komplexe der Atmungskette zu grof3t-
maoglicher Aktivitat gezwungen, um den Gradienten aufrecht zu erhalten. Somit steigt auch der
an Komplex 1V verursachte Sauerstoffverbrauch maximal an. Die Messwerte nach FCCP-Zugabe
sind somitein Surrogat fir die maximal mdgliche Zellatmung. Antimycin A und Rotenon schliel3-
lich sorgen uber die Inhibitionder Komplexe 111 beziehungsweise | fiir einen kompletten Abbruch
der Aktivitaten der Atmungskette. Der Sauerstoffverbrauch fallt daher auf einen Minimalwert,
der mitdem nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch gleichzusetzen ist.

2.2.31 Statistik

Die gezeigten Daten sind - falls nicht abweichend angegeben - dargestellt als Mittelwerte +/-
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Normalverteilung der Datensétze wurde mittels Kol-
mogorov Smirnov und D 'Agostino & Pearson Test uberpruft. Zur Bestimmung des Signifikanz-
niveaus dienten der one-sample Student s t test und der two-tailed Student’s t test bzw. Mann-
Whitney U test. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 wurde als signifikant angesehen (ns fir
p > 0,05;* furp <0,05; ** firp <0,01 und *** fiirp <0,001). Die Ermittlung der Signifikanz
erfolgte mittels GraphPad Prism 5.
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3 Ergebnisse

3.1 Der knock-out von CRIF1 durch retrovirale Cre Uber-
expression fiihrt zur Reduktion des mitochondrialen
Membranpotentials

Daten aus unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass die im Rahmen einer Virusinfektion tber
RLRs induzierte Produktion antiviraler Zytokine wie Interferon-, IP-10 oder TNF-a durch den
knock-out des mitochondrialen Proteins CRIF1 erheblich beeintrachtigt wird (Lietke, 2015). Es
blieb jedoch unklar, ob dies einerdirekten antiviralen Funktion von CRIF1 geschuldet ist, oder
ob der knock-out indirekt einen negativen Effekt auf die antivirale Kapazitat der Zelle hat. Kos-
hiba et al. hatten gezeigt, dass das mitochondriale Membranpotential unentbehrlich fir die RLR-
abhéngige Zytokinproduktion mittels des Proteins MAVS ist [24]. Um zu evaluieren, ob dieser
Mechanismus in der Funktion von CRIF1 eine entscheidende Rolle spielt, sollten die Auswirkun-
gen des CRIF1 knock-outs auf das mitochondriale Membranpotential untersucht werden.

Mithilfe retroviraler Transduktion eines Cre-Rekombinase kodierenden Murin Stem Cell Virus
wurde die Cre Rekombinase in MEF fIx/flx CRIF1 exprimiert (vgl. 2.2.15). Da dieser retrovirale
Vektor auch konstitutionell Green-Fluorescent-Protein- (GFP) exprimiert, konnte das Mal? der
Infektion der Zielzellen durch die Determinierung der GFP-positiven Zellen mittels FACS-Ana-
lyse bestimmt werden. Es zeigte sich, dass durch Einsatz dieser Methode sowohl in fIx/flx CRIFL
MEF als auch in den Wildtyp (wt) -Kontrollen rund die Hélfte der Zellen erfolgreich transduziert
werden konnte (Abbildung 3.1C).

Derdadurcherreichte CRIF1 knock-outwurde mittels jPCR auf mRNA-Ebene analysiert. Erwar-
tungsgeman war in den MEF fIx/fIx CRIF1 eine deutliche Reduktion der CRIF1-mRNA darzu-
stellen. Die wt-Kontrolle dagegen exprimierte unveranderte oder sogar leicht erhéhte Mengen
CRIF1-mRNA (Abbildung 3.1A).

Als MaR zur Beurteilung des Membranpotentials der Mitochondrien sowie mittelbar deren struk-
tureller Integritt wurde eine Farbung mit JC-1 durchgefuhrt (vgl. 2.2.11). Es konnte hierbei in
den MEF fIx/fIx CRIF1 ein signifikanter Abfall der relativen Fluoreszenz des Farbstoffes nach-

gewiesen werden. In der wt-Kontrolle hingegen war auch nach Cre-Expression durch retrovirale
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Transduktion keine ausgepragte Veranderung der Messwerte in der FACS-Analyse detektierbar
(Abbildung 3.1B).
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3.1 CRIF1- knock-out fihrt zur Reduktion des Membranpotentials von Mitochondrien in murinen
embryonalen Fibroblasten (MEF). MEFs aus Mauslinien mit einem LoxP CRIF1-Genotyp und einem
entsprechenden Wildty p-Stamm wurden mit einem Cre-kodierenden Murin Stem Cell Virus transd uziert.
Vier Tage spéater wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert und RNA aus ihnen isoliert (A)
Quantifizierung der CRIF1-Expression bezogen auf das house-keeping-Gen HPRT nach RNA-Isolation
und anschliefender gPCR. (B) JC-1-Farbung und Fluoreszenzbestimmung im FACS zur Beurteilung der
Integritéat der mitochondrialen Membran. (C) Die Transduktionseffizienzwurde durch FACS-Analyse der
GFP-positiven Zellen bestimmt. In Aund Bwurden die Daten jeweils auf die Werte der nicht-transduzer-
ten Kontrollen normalisiert und sind als Mittelwerte +- SEM von n=3 angegeben. Der Mittelwert der nicht-
transduzierten Kontrollen ist in den Balken angegeben. ** p < 0.01; *** p <0.001 fur den Vergleich der
indizierten Bedingungen.

Durch dieses Experiment wurde gezeigt, dass das System der Cre-Expression durch retrovirale
Transduktion in MEF fIx/fIx CRIF1 zu einem CRIF1 knock-out in den infizierten Zellen fihrt
Zudem zeigte sich, dass der Verlust von CRIF1 zu einer Reduktion des Membranpotentials der
Mitochondrien fiihrt.

Gleichwohl hat das hier angewandte System einen Nachteil: die logische Konsequenz aus den
Ergebnissen dieses Versuches ware, zu untersuchen, ob die Verminderung des Membranpotenti-
als in diesen Zellen auch die in der Literatur beschriebenen Folgen fur die MAVS-abhangigen
Signalwege aufweist. Da allerdings bereits fiir die im Rahmen des knock-outs angewandte retro-
virale Transduktion mutmaRlich erhebliche immunstimulatorische Wirkungen auf die Zellen an-
genommen werden missen, schien es unsicher, ob mit diesem System valide Aussagen Uber die
Konsequenzen eines CRIF1 knock-outs auf die antiviralen Fahigkeiten der untersuchten Zellen
getroffen werden kénnen.
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3.2 CRIF1 knock-out durch Tat-NLS-Cre Transduktion

3.2.1 Tat-NLS-Cre Transduktion fiihrt zur vollstindigen Deletion von CRIF1

Um die vorangehend erlauterte Problematik eines retroviralen Systems zur Untersuchung antivi-
raler Effekte zu umgehen, etablierten wir ein weiteres System des konditionellen CRIF1 knock-
outs, in dem die Cre-Rekombinase durch direkte Tat-NLS-vermittelte Proteintransduktion in
MEF mit einem LoxP CRIF1-Genotyp eingeschleust wurde (vgl. 2.2.16). Um dessen Funktiona-
litdt zu Gberpriifen, erfolgte initial die Testung der CRIF1-mRNA-Level 72 Stunden nach erfolg-
ter Proteintransduktion. In der gPCR-Analyse war dabei ein vollstandiger knock-out nachweisbar
(Abbildung 3.2A). Dieser knock-out war auch im Western Blot, drei und vier Tage nach Trans-
duktion von TAT-NLS-Cre, qualitativ und quantitativ darstellbar (Abbildung 3.2B/C). Dadurch
bestatigte sich die Funktionalitat des Systems mit einer gegentiber der retroviralen Cre-Expres-

sion erheblich hoheren Transduktionseffizienz.

A 3.2 Nachweis des CRIF1-Knockouts nach Tat-NLS-Cre Transduktion auf

150m mRNA-Level und Proteinebene. (A) MEF flx/flx CRIF1 und wt-Zellen wurden
mit 0,25 pM TAT-NLS-Cre transduziert. Drei Tage spater erfolgten RNA-Isola-
tion, cDNA-Umschrieb und Bestimmung der CRIF1 Expression im Vergleich zum
house-keeping-Gen HPRT per Real-Time PCR-Analyse. Die Daten wurden auf
die Werte der nicht-transduzierten Kontrollen normalisiertund sind als Mittel-
werte +- SEM von n=12 angegeben. Der Mittelwert der nicht-transduzierten Kon-
trollenistin den Balken angegeben. ***p <0.001 fir den Vergleich derindizierten
Bedingungen.

(B) 72 Stunden und 96 Stunden nach Transduktionvon 0,25 uM TAT-NLS-Cre
in MEF fIx/flx CRIF1 wurdendie Zellen lysiert und in Laemmli-Puffer aufgenom-
men. Daraufhin erfolgte ein Westem Blot mit aCRIF1-Antikdrper. Die gezeigten
Ergebnisse sind reprasentativ fur drei unabhéngige Versuche. (C) Densitometri-
MEFLoxP Ol MEFwtQiifl sche Quantifizierung der Banden aus Abbildung 3.3B. Darstellung der zusam-
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3.2.2 Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials nach CRIF1 knock-out

Wie in 3.1 gezeigt, fuhrte der durch Cre-Expression mittels retroviraler Transduktion vermittelte
knock-out von CRIF1 bereits zu einem deutlichen Riickgang des mitochondrialen Membranpo-
tentials.

Da die durch rekombinantes Tat-NLS-Cre vermittelte Deletion von CRIF1 eine hohere Effizienz
als das retrovirale Modell zeigte, war die Erwartung, dassdie Verringerung des mitochondrialen

Membranpotentials qualitativ zumindest vergleichbare Ergebnisse zeigen wirde.

Umdies zu untersuchen, wurde die relative Fluoreszenz von MEF LoxP CRIF1 und wt MEF nach
Tat-NLS-Cre-Transduktion durch Farbung mit dem membranpermeablen Carbocyanin-Farbstoff
JC-1 bestimmt. Dabei zeigte sich in der Tat eine - noch stérker als im MSCV-Cre vermittelten
knock-out - ausgepréagte undsignifikante Abnahmedes Fluoreszenz-Signals in den CRIF1 -/- Zel-
len. Die wt-Kontrolle hingegen wies keine relevant veranderten Fluoreszenzlevel auf (Abbildung
3.3). Damit flhrt der Tat-NLS-Cre vermittelte knock-out von CRIF1 zu einer Reduktion des mi-
tochondrialen Membranpotentials.

1501
- 3.3 Relative JC-1Fluoreszenznach Tat-NLS
Cre Transduktion. MEF flx/flx CRIF1 und MEF
wt wurden mit 0,25 pM TAT-NLS-Cre transdu-
ziert. Vier Tage spéater erfolgten zuerstdie Far-
bung mit JC-1 und dann eine FACS-Analyse
504 zur Bestimmung des Fluoreszenzniveaus als
o o Indikator fur das Membranpotential der Mito-
S - 5 chondrien. Die Daten wurden jeweils auf die

1001 = —

Relative Fluoreszenz JC1

Werte der nicht-transduzierten Kontrollen nor-
malisiert und sind als Mittelwerte +- SEM von
n=3 angegeben. Die Mittelwerte der nicht-trans-
duzierten Kontrollen sind in den Balken ange-
geben. * p < 0.01 fur den Vergleich der indi-
zierten Bedingungen.

MEF LoxP Crifl MEF wt Crif 1

Tat-NLS-Cre Tat-NLS-Cre
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3.2.3 Verstirkte Interferon-f Expression nach 12-stiindiger poly I:C Stimulation
unter CRIF1 knock-out

Eskonnte bereits durchandere Arbeitsgruppengezeigt werden,dassdie RLR-basierte angeborene
Immunantwort auf RNA-Viren abhéngig ist vom mitochondrialen Membranpotential [24]. Um
die Auswirkungen des bei CRIF1 knock-out verringerten Membranpotentials auf diesen antivira-
len Signalweg zu untersuchen, wurden MEF fIx/flx CRIF1 und wt-Kontrollen mit dem syntheti-
schen Liganden fur MDA-5 poly I:C, komplexiert mit Lipofectamin, behandelt.

Dabei zeigte sich nach 12-stlindiger Stimulationein signifikanter Anstiegder Interferon-p mRNA
in Abwesenheit von CRIF1. Die mRNA-Level von IP-10 und TNF-a zeigten in diesen Experi-
menten nur einen geringfigigen nicht-signifikanten Anstieg. In Wildtyp-MEFs hatte die Zugabe
des Tat-NLS-Cre-Proteins keine Auswirkungauf die Zytokinproduktion (Abbildung 3.4A). Nach
24-stundiger Inkubation mit poly 1:C wiederum (Abbildung 3.4B) war bei den CRIF1 -/- Zellen
eine Tendenz zum Riickgang der Expression von IFN-b, IP10 und TNF-a darstellbar, wenngleich
ohne statistische Signifikanz. Die wt-Kontrollen zeigtennach Tat-NLS-Cre-Vorbehandlung keine

konsistenten Veranderungen im Expressionsprofil der iiberpriiften antiviralen Zytokine.

Ohne Immunstimulation zeigten die MEF nur eine geringe Basal-Expression der untersuchten
Zytokine ohne konsistente Differenz zwischen Zellen mit und ohne CRIF1 beziehungsweise mit
und ohne Tat-NLS-Cre (Abbildung 3.4C).



Ergebnisse 61
A MEE fix/flx Crifl MEF wt
2.54 2.5=
*x = wio = wio
. i Tat-C
< B Tat-Cre < 20 B Tat-Cre
4 4
hd [hq
E E
2 2
I s
° ©
B MEF fix/flx Crifl MEF wt
2.0m 2.0
‘ = wo = wo
B Tat-Cre < E= Tat-Cre
< 1.5+ zZ
Z 4
x E
£ ()
() >
> =
= ©
5 o
E —_
MEF fl x/flx Crifl MEF wt
C
31 3m
= wo 3 wo
% B Tat-Cre « B3 Tat-Cre
2+ b4
o 24
E €
2 g
g 1 =
e . . g 1M — —
- . . 0 = T = T = T
2 Q (g
& N N\ @ N <@
& A & S s &
N «é < &é

3.4 Verstérkte Interferon-f Expression nach 12-stiindiger poly I: C Stimulation unter CRIF1 knock-
out. MEF fIx/flx CRIF1 und MEF wt wurden zwei Tage nach Transduktion von 0,25 pM Tat-NLS-Cre fir
12 (A) oder 24 (B) Stunden mit 333 ng/ ml polyI:C transfiziert oder fur 12 Stunden mit einem Kontroll-
gemisch aus OptiMEM und Lipofectamin ohne poly I:C behandelt (C). Daraufhin folgten RNA-Isolation,
cDNA-Umschrieb und qPCR-Analyse zur Darstellung der relativen Expressionslevel von Interferon-(,
IP-10 sowie TNF-aim Vergleich zum house-keeping Gen HPRT. Die Daten wurden jeweils auf die Werte
der nicht-transduzierten Kontrollen normalisiert und sind als Mittelwerte +- SEM von n=5 (A), n=3 (B)
und n=4(C) angegeben. Die Mittelwerte der nicht-transduzierten Kontrollen sind in den Balken angege-
ben.** p <0.01 fur den Vergleich der indizierten Bedingungen.
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3.3 Erfolgreicher Tet-on Cre vermittelter CRIF1 knock-
out

Da auch in dem Modell des CRIF1 knock-outs mittels Tat-NLS-Cre die Mdglichkeit besteht, dass
durch die Proteintransduktion die Ergebnisse verfalscht werden kénnten, wurde versucht, dieses
Problem durch ein stabil-induzierbares System ohne die Notwendigkeit einer Cre-Transfektion/-
Transduktion zu umgehen. Unsere Wahl fiel auf ein Cre Expressionssystem unter dem Tet-on
Promoter, mit dessen Hilfe durch die Zugabe von Doxycyclin in fIx/flx CRIF1 Zellen die CRIF1-
DNA aus dem Genom der MEF entfernt und somit ein induzierbares CRIF1-knock-out-Modell
geschaffen werden kann (Néheres zur Funktionsweise siehe 2.2.17). Der Verzicht auf einen
Transfektions- oder Transduktionsvorgang zum Erreichen der CRIF1-Deletion konnte die immu-

nologischen Interaktions- und Storvariablen minimieren.

Nach Generierung der entsprechenden Plasmide und deren stabiler Transduktion in flx/flx CRIFL
MEFs, wie im Methodenteil unter 2.2.17 beschrieben, wurde die Funktionsféhigkeit des geschaf-
fen Doxycyclin-induzierbaren Tet-On Cre Systems zundchst nach Inkubation mit Doxycyclin auf
RNA-Ebene mittels gPCR-Analyse auf CRIF1 und HPRT Uberprift (Abbildung 3.5A). In den
positiven Klonen zeigte sich dabei drei Tage nach Expression der Cre-Rekombinase ein anné-
hernd vollstandiger Verlust der CRIF-1 mRNA. In den so positiv gescreenten Klonen bestatigte
sich auch auf Protein-Ebene (Abbildung 3.5B/C) ein weitgehend kompletter CRIF1 knock-out
drei Tage nach der Doxycyclin-Induktion. Vier Klone, die sich auf Protein- und RNA-Ebene als
positiv und funktional gezeigt hatten wurden expandiert und fiir die in der Arbeit angegebenen
Versuche verwendet.
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3.5 CRIF1-Knockoutdurch Doxycyclin-Inkubation des Tet-
On Cre Systems auf mMRNA-und Proteinebene. (A) TetOn

1507 il Cre flx/fix CRIF1 MEF wurden fir drei Tage mit 4 pg/ml
Doxycyclin inkubiert. AnschlieBend erfolgten RNA-Lyse,
o cDNA-Umschrieb und qPCR-Analyse zur Darstellung desrela-
‘£ 100 tiven Expressionslevels von CRIF1 im Vergleich zum house-
2 keeping Gen HPRT. Die Daten wurden auf die Werte der nicht-
E induzierten Kontrollen normalisiert und sind als Mittelwerte +
€ 504 SEM von n=15dargestellt. **p < 0,001 fur den Vergleich der
X indizierten Bedingungen. (B) Vier anhand der gPCR-Daten
identifizierte positive Klone (C27, C29, C31 und C36) wurden
expandiert und hinsichtlich ihrer Funktionalitat auf Protein-
0 c _f- o Crit - ebene analysiert. MEF fIx/flx CRIF1 Tet-On Cre wurden vier
r rit -l Tage mit4pg/ml Doxycyclinycyclin inkubiert. Daraufhin folgten
laemmli-Lyse und Western Blot mit aCRIF1. Die gezeigten
Dox Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhangige Versuche.
(C) Densitometrische Quantifizierung der Bandenplots.
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3.4 CRIF1 ist unabdingbar fiir das Uberleben von muri-
nen embryonalen Fibroblasten

Kim et al. konnten zeigen, dass die Expression von CRIF1 essentiell fiir das Uberleben von Méu-
senist[111]. Um die vitale Bedeutung dieses Proteinsauch in unserem experimentellen Zellkul-
tur-System zu belegen, wurde die Lebensfahigkeit der Maus-Embryofibroblastenin der Zellkultur
untersucht.

Zu diesem Zweck wurdenzwei Klonedes MEF fIx/flx Crif1 Tet-On Cre Systems mit Doxycyclin
inkubiert. Nach vierzehn Tagen wurden die Zellkulturplatten im Fluoreszenzmikroskop begut-
achtet und reprasentative Aufnahmen angefertigt. Es zeigten sich in den Doxycyclin-behandelten
CRIF1-defizienten Wells lediglich Zelltrimmer und VVerschmutzungen, wohingegensich die Zel-
len in den Kontrollbedingungen in einem vitalen, konfluenten Zustand befanden (Abbildung
3.6A). Zur weiteren Verifizierung wurde auch das Tat-NLS-Cre Transduktionssystem hinsicht-
lich der Uberlebensfahigkeit der Zellen nach CRIF1 knock-out untersucht. Zwolf Tage nach
Transduktion zeigte sich in den MEF fIx/fIx Crif1 Zellen nur mehr eine geringe Restpopulation,
die Kontrollbedingungen dagegen waren weiterhin vital und konfluent (Abbildung 3.6B).

MEF flx/flx Crif1 TetOn Cre C27 MEF flx/flx Crif1 TetOn Cre C29

Dox Dox
MEF fIx/flx Crif1 MEF wt Crif1

TatCre TatCre

3.6 CRIF1-Knockout fihrt langfristigzum Untergang der Zellpopulation . (A) MEF fIx/fix CRIF1 Tet-On
Cre Zellen wurden mit 4 pg/ ml Doxycyclin inkubiert. Alle drei bis vier Tage erfolgten PBS-Waschungen,
Medienwechsel und Splittungen der Wells. Vierzehn Tage nach Versuchsbeginn wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop reprasentatvie Aufnahmen der Wells angefertigt. (B) MEF flx/flx CRIF1 Zellen
wurden mit 0,25 pM Tat-NLS-Cre transduziert. Alle drei bis vier Tage erfolgten PBS-Waschungen,
Medienwechsel und Splittungen der Wells. An Tag zw6lf post-Transduktion wurden représentative
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt.
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3.5 Verlust von CRIF1 fiihrt zu einer Verminderung der
Expression der Atmungskettenkomplexe und einer Er-
niedrigung des mitochondrialen Membranpotentials

3.5.1 Deutlicher Riickgang des mitochondrialen Membranpotentials nach Tet-On
Cre induziertem CRIF1 knock-out

Um die Auswirkungen des Fehlens von CRIF1 auf das mitochondriale Membranpotential auch in
dem induzierbaren System zu untersuchen, erfolgten nach Doxycyclin-Inkubation eine Farbung
mit JC-1 und anschlieBend eine durchflusszytometrische Analyse. Hierbei konnte in den CRIF1
depletierten Zellen ein signifikant herabgesetztes JC-1 Fluoreszenzniveau ermittelt werden (Ab-
bildung 3.7).

3.7 Tet-On Cre bedingte CRIF1-Deletion fuhrt
zu massiver Abnahme des Membranpotenti-
als der Mitochondrien. MEF fIx/flx CRFI1 Tet
100+ On Cre wurden mit 4 ug/ ml Doxycyclin inkubiert.
Vier Tage spater erfolgten zuerst die Farbung
mit JC-1 und dann die FACS-Analyse zur Be-
50 stimmung des Fluoreszenzniveaus als Indikator
fir das Membranpotential der Mitochondrien.
Die Daten wurden aufdie Werte der nicht-indu
Crif +/+ Crif -/- zierten Kontrollen normalisiert und sind als Mit
telwerte +- SEM von n=4 dargestellt. *p < 0.05
Dox fur den Vergleich derindizierten Bedingungen.

150+ %

Relative Fluoreszenz JC1

Entsprechend seiner Funktion als Surrogatparameter fiir die Integritdt des mitochondrialen
Membranpotentials, kann aus der massiven Reduktion der JC-1 Fluoreszenz eine entsprechende
AbnahmedesMembranpotentialsder Mitochondrien bei Depletion von CRIF1 abgeleitet werden.

3.5.2 Keine Verdnderung der CRIF1-Expression und des mitochondrialen
Membranpotentials durch das Antibiotikum Doxycyclin

Doxycyclinistein Antibiotikum aus der Klasse der Tetracycline. Es wirkt bakteriostatisch durch
Inhibition der Proteinbiosynthese durch Blockade der Bindungsstelle der Aminoacyl-tRNA an
den bakteriellen Ribosomen [136]. Aufgrund der phylogenetischen Ahnlichkeit von Bakterien
und Mitochondrien wurde schon friih eine vergleichbare toxische Wirkung von Doxycyclin auf
die mitochondriale Proteinbiosynthese vermutet und konnte durch entsprechende Experimente

auch nachgewiesen werden [137].

Somit war es fir die Evaluierung unseres Doxycyclin-induzierten knock-out-Systems erforder-
lich, einen Einfluss von Doxycyclinaufdie Expressionvon CRIF1 und vor allem auf den Zustand
des mitochondrialen Membranpotentials zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden MEF fIx/flx

CRIF1 ohne vorherige Insertion des Tet-On-Cre Systems mit Doxycyclin inkubiert und
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anschlieBend auf mMRNA-Ebene hinsichtlich des CRIF1 knock-outs und durch JC-1-Féarbung hin-
sichtlich ihres mitochondrialen Membranpotentials untersucht. In den Analysen zeigten sich un-
veranderte CRIF1-mRNA-Level sowie ein nur minimal vermindertes JC1-Fluoreszenzniveau
(Abbildung 3.8). Damit konnten relevante Beeinflussungen der Mitochondrien durch toxische
Effekte des Doxycyclins in denim Rahmen der Experimente verwendeten Konzentrationen aus-

geschlossen werden. 3.8 MEF fIx/flx CRIF1 zeigen keine

Veréanderung der CRIF1-Expression
und des mitochondrialen Membran-
potentials unter Doxycyclin. MEF
fix/fix CRIF1 ohne Tet-On-Cre System
100+ wurden fur vier Tage mit 4 pg/ml
Doxycyclininkubiert. Die Daten wurden
auf die Werte der nicht-inkubierten
Kontrollen normalisiert und sind als Mit-
telwerte +- SEM von n=2 dargestellt
: 0 : (A) Relatives CRIF1 mRNA Expressi-
Crif +/+ Crif +/+ Crif +/+ Crif +/+ onslevel im Vergleich zum house-kee-
ping Gen HPRT. (B) Farbung mit JC-1
und FACS-Analysezur Beurteilung des
Fluoreszenzniveaus.

1504 150

1004

a1
o
1

50

%mRNA Crifl

Relative Fluoreszenz JC1

Dox Dox

3.5.3 Verlustder Atmungskettenproteine durch CRIF1-Depletion

Das Membranpotential der Mitochondrienwird durch die Aktivitatder Atmungskette erzeugtund
aufrechterhalten. In 3.5.1 konnten wir zeigen, dass die Deletion von CRIF1 diesen elektrochemi-
schen Gradienten nachhaltig vermindert. Um die Ursache dieser Veranderung zu ermitteln, tiber-
pruftenwir die Proteine der Atmungskette auf etwaige quantitative Veranderungen, bedingtdurch
den CRIF1 knock-out. Hierfir wurde ein Western Blot durchgefiihrt mit einem Antikdrperge-
misch, das die Atmungskettenkomplexe darstellt (Abbildung 3.9). Dabei zeigte sich ein vollstin-
diger Verlust von Komplex I sowie eine massive Reduktion der Komplexe I11, 1V und V. Hinge-
gen ist Komplex Il keinen Veranderungen unterworfen. Bedeutend ist hierbei die Tatsache, dass
bis auf den ausschlief3lich nuklear DNA-kodierten Komplex 11 alle weiteren Atmungskettenkom-
plexe auch mtDNA-kodierte Untereinheiten aufweisen [6]. Es kann somit postuliert werden, dass
der knock-out von CRIF1 zu einer verminderten Expression aller mtDNA-kodierten Atmungsket-

tenkomplexe flhrt.
MEF fix/fix CRIF1 Tet-On Cre

Komplex V ——

3.9 Depletion von CRIF1 fuhrt zu
Komplex III - massiver Reduktion der Atmungs-
Komplex IV T kettenkomplexe I, lll, IV und V, nicht
aber von Komplex Il. MEF fIx/flx CRIF1
Tet-On Cre wurden fiir drei Tage mit 4pg/

ml Doxycyclin inkubiert. Daraufhin folgten
Komplex Il e— - Lyse der Zellen, Aufnahme in laemmii-
Puffer und  Western Blot  mit
Antikdrpergemisch gegen die
Atmungskettenkomplexe. Die gezeigten

Ergebnisse sind reprasentativ fir vier
unabhéngige Experimente.

Komplex | —

Crif +/+ Crif -/-

+Dox
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3.6 Verringerter mitochondrialer Sauerstoffverbrauch
nach CRIF1 knock-out

Da die bisherigen Ergebnisse eine verringerte Expression von Atmungskettenkomplexen nach
CRIF1 Depletion zeigten, wurde in einem néchsten Schritt die Atmungskettenaktivitat unter
CRIF1 knock-out funktionell untersucht. Dafiir wurden MEF LoxP Tet-On Cre mit unterschied-
lich lang andauerndem CRIF1 knock-out (und Doxycyclin-negative Kontrollen) mit dem Se-
ahorse XF96 Analyzer (vgl. 2.2.16) auf die Aktivitat ihrer mitochondrialen Atmungskette unter-
sucht.

Abhéngigvon der Dauer des CRIF1 knock-outswurdeein stetigabnehmender basaler Sauerstoff-
verbrauch (OCR) nachgewiesen. Die Zugabe von Oligomycin — das durch seine Unterbrechung
der ATP-Produktion als MaR des intrinsischen Protonen-Lecks dient — flihrt zu einer Annéherung
der OCR zwischenden einzelnen Bedingungen (allerdings ergibt sich daraus automatisch eine
deutliche Reduktion der ATP-Produktion nach CRIF1 knock-out.) Auf die Entkoppelung der
Atmungskette durch FCCP reagieren die Zellen mit einem Anstieg der OCR, diese zeigt jedoch
wieder die bereits im Basallevel darstellbare Abhangigkeit vom CRIF1-Statusder Zellen. Durch
Antimycin A und Rotenon erfolgt eine vollstéandige Inhibition der Atmungskette, so dass der mi-
nimale Restverbrauch an Sauerstoff der nicht-mitochondrialen Atmung gleichgesetzt werden
kann; hierbei wiederum zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Bedingungen mit und ohne
CRIF1 (Abbildung 3.10).

Da auch die mitochondriale Proteinbiosynthese durch Doxycyclin gehemmt wird, bedingt durch
die Expression von 70S-Ribosomen auch in eukaryotischen Mitochondrien [136], war es erfor-
derlich, die Auswirkungen von Doxycyclin per se auf den Zellstoffwechsel der MEF zu kontrol-
lieren. Zu diesem Zweck wurde der basale Sauerstoffverbrauch von MEF fIx/fIx CRIF1 Tet-On
Cre und nativen MEF fIx/fIx CRIF1 nach Zugabe von Doxycyclin analysiert. Hierbei bestétigte
sich zum einen der bereits dargestellte Abfall der OCR im Falle des CRIF1 knock-outs. Zum
anderen zeigte sich, dass in unserem experimentellen System der grundlegende Sauerstoffver-
brauch der MEF LoxP CRIF1 auch unter dem Einfluss von Doxycyclin nicht von der Kontrollbe-
dingung differiert (Abbildung 3.10B/C).

Zurweiteren Validierung dieser Ergebnisse erfolgten noch Untersuchungen mittels Bradford pro-
tein Assay und CellTiter-Blue, zur Ermittlung des zellul&ren Proteingehaltes respektive der Zell-
viabilitat. Diese Versuche dienten dartiber hinaus auch zur Sicherstellung der quantitativen Ver-
gleichbarkeit der beiden Versuchsgruppen (MEF +/- Doxycyclin) in den Seahorse-Messungen.
Zu diesem Zweck wurden MEF Tet-On Cre fIx/flx CRIF1 nach Beendigung der OCR-Analysen
mittels der beidenoben angegebenen Methoden untersucht. Weder die im Bradford Assay erfasste
Proteinmenge (Abbildung 3.10D), noch das mit Hilfe des CellTiter Blue darstellbare
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Fluoreszenzsignal (Abbildung 3.10E) als Mal? der Viabilitdt der MEF unterschied sich zwischen
den beiden Versuchsgruppen. Somit war die Vergleichbarkeit der in den Seahorse-Messungen
eingesetzten Zellzahlen gegeben und die reduzierte OCR Rate ist primar durch das Fehlen von
CRIF1 bedingt und nicht indirekt durch eine verringerte Anzahl oder Viabilitat der Zellen im

Laufe des Experiments verursacht.
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3.10 Abnahme des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs nach CRIF1 knock-out. (A) MEF fixfix
CRIF1 Tet-On Cre wurden nach Doxycyclin-induzietem CRIF1 knock-out (4 pg/ ml Doxycyclin fir die
jeweils angegebene Dauer) mittels Seahorse Extracellular Flux Analyzer auf ihren Sauerstoffverbrauch
(OCR) hinuntersucht. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir vierunabhéngige Versuche. **p
< 0.001 fur den Vergleich der indizierten Bedingungen zwischen Crif +/+und Crif -/- d4.

Doxycyclin ist ohne Einfluss auf den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch . Zur Kontrolle des me-
tabolischen Einflusses von Doxycyclin wurden neben (B) MEF Tet-On Cre flx/flx CRIF1 auch (C) native
MEF fIx/flx CRIF1 mit 4 ug/ ml Doxycyclin inkubiert und nach vier Tagen im Seahorse Analyzer hinsichtlich
ihres mitochondrialen Sauerstoffverbrauches (OCR) untersucht. Die gezeigten Ergebnisse sind représen-
tativ fur vier unabh&ngige Versuche. **p <0.001 fur den Vergleich derindizierten Bedingungen.
Unveranderte Proteinlevel und Zellviabilitat nach OCR-Analyse. Im Anschluss an die Analyse des
Sauerstoffverbrauchesim Seahorse XF96 wurden mit denselben Zellen (D) ein Bradford Assay zur Quan-
tifizierung der zelluléaren Proteine sowie (E) eine CellTiter-Blue-Analyse zur Darstellung der Zellviabilitét

durchgefthrt.
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3.7 Verstirkte Inmunantwort in CRIF1 -/- MEF

3.7.1 Gesteigerte antivirale Zytokinexpressionin Doxycyclin-induzierten CRIF1 -/-
MEF

Vorangegangene loss of function Versuche hatten ein uneinheitliches Bild fir die Rolle von
CRIF1 im Rahmen der angeborenen antiviralen Immunitét erbracht (vgl. 3.2.3). Die dabei ver-
wendeten Systeme zeigten einen inkompletten Verlust von CRIF1 und eine Vorstimulation der
Zellen im Rahmen der Depletion von CRIF1. Mitdem verbesserten und besser kontrollierbaren
Doxycyclin-induzierbaren MEF fIx/flx CRIF1 Tet-On Cre System konnten die Auswirkungen des
CRIF1 knock-outs unter Immunstimulation mit dem MDADS5-Liganden poly 1:C erneut untersucht
werden. Dabei war nun sowohl zwdlf als auch 24 Stunden nach Stimulation fur alle untersuchten
Zytokine eine zum Teil deutlich signifikante Verstarkung der Immunantwort erkennbar (Abbil-
dung 3.11A/B). Durch Analyse der Uberstande der Zellen nach 24-stiindiger poly 1:C Inkubation
mittels IP-10 ELISA konnte die gesteigerte Immunantwort nach CRIF1-Depletion dabei auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden (Abbildung 3.11C).
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piIc geben.*p <0.05 und **p < 0.01 fur den Vergleich der indizierten Bedin-
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3.7.2 Verstirkte Zytokinantwort in MEF CRIF1 -/- nach polyI:C Stimulation beruht
nicht aufeiner schnelleren Induktion der Inmunantwort

Die bisherigen Versuche zeigten eine gesteigerte antivirale Zytokinproduktion nach poly I:C-Sti-
mulation unter CRIF1 knock-out. Dabei erlaubte der IP1L0-ELISA eine Aussage tber die kumula-
tive Zytokinexpression tiber 24 Stunden und die gPCR-Analysen bestatigen diese Annahme zu
zwei festgelegten Zeitpunkten. Um die Veranderung in der Kinetik der Zytokinproduktion zu
untersuchen, wurde ein engmaschiger Zeitverlauf im Antwortprofil der antiviralen Zytokine INF-
B, IP-10 und TNF-a nach Stimulation mit poly 1:C erstellt (Abbildung 3.12). Dabei wird deutlich,
dass in allen Bedingungen acht bis zehn Stunden nach Immunstimulation ein massiver Anstieg
der Zytokinlevel beginnt, mit einem Hohepunkt nach 14 Stunden und nachfolgendem Abfall.
Waéhrend in den ersten Stunden keine relevanten Auswirkungen der CRIF1-Deletion darstellbar
sind, steigen die Zytokine in den knock-out-Bedingungen nach zehn Stunden deutlich starker an
als in den Kontrollen. Somit sind die erhdhten Gesamtmengen an mRNA — in diesem Fall auch
darstellbar als Areaunderthe curve—nicht Folge einer friheren Induktion der Zytokinproduktion,

sondern vielmehr eines starkeren Anstiegs der maximalen Syntheseleistung.
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3.7.3 Zunahme der Immunantwortbei VSV-Infektion

Um die mit dem synthetischen Analogon viraler RNA poly 1:C gewonnenen Daten in einem Mo-
dell einer Virusinfektion zu bestatigen, wurde die Rolle von CRIF1 bei einer Infektion mit dem
negativ-Strang RNA-Virus VSV untersucht (Abbildung 3.13). Dabei konnten erheblich gestei-
gerte IP-10-Proteinlevel in den CRIF1-negativen Zellen im Vergleich zur Kontrolle 6 h nach der

Infektion nachgewiesen werden.

400- 3.13 IP-10 ELISA nach sechsstiindiger
*% VSV-Infektion. MEF fIx/ilx CRIF1 TetOn
Cre wurden nach Doxycyclin-Inkubation (4
ug/ ml fur drei Tage) mit VSV M51R MOI eins
oder MOI funf infiziert. Nach sechs Stunden
wurde der Zelliberstand entnommen und ein
IP-10 ELISA zur Quantifizierung der Immun-
antwort auf Proteinebene durchgefiihrt. Die
Daten wurden jeweils auf die Werte der nicht
induzierten Kontrollen normalisiert und sind
v als Mittelwert +-SEM von n=12 angegeben.
0&\ 0"{\ ** p < 0.01 fur den Vergleich der indizierten
Bedingungen.
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3.7.4 Keine VerinderungderbasalenZytokinlevel nach CRIF1 knock-out

Sowohl die Bestimmung der mMRNA-Level der antiviralen Zytokine TNFa, IFN und IP10, wie
auch die IP10 Proteinquantifizierung mittels ELISA zeigten keine signifikanten Auswirkungen
des CRIF1 knock-outs auf die - in beiden Bedingungensehr niedrigen - basalen Zytokinlevel ohne
vorangehende Immunstimulation (Abbildung 3.14). Ein intrinsischer immunstimulatorischer Ef-

fekt durch Doxycyclin oder die CRIF1-Deletion erscheint somit unwahrscheinlich.
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3.7.5 Dielnhibitionderpolyl:Cinduzierten Zytokinproduktion durch Blockade des
Interferonrezeptors ist unabhangig von der An- oder Abwesenheit von CRIF1

Die durch poly I:C induzierte Aktivierung der RLR-abhédngigen antiviralen Signalkaskade wird
durch autokrine Sekretion von Interferon Typ | und Stimulierung des IFN-Typ | Rezeptors in
einem positiven Regelkreis verstarkt (vgl. 1.2.3). Um den Angriffspunkt der verstarkten Zytokin-
produktion nach CRIF1 knock-out der priméren Signalkette unterhalb von MDAS oder der Sig-
nalkette unterhalb des Interferonrezeptors zuordnen zu kénnen, wurde eine Antikdrper-vermit-
telte Blockade des Interferon-Rezeptors (IFNAR) durchgefihrt. Parallel zu den Versuchen in
3.7.1 wurden MEF mit poly I:C stimuliert, diesmal jedoch nach vorhergehender Behandlung mit
IFNAR-Antikdrpern (Abbildung 3.15). Dabei zeigt sich nach Blockade des Interferon-Rezeptors
ein weitgehender Abbruch der Synthese antiviraler Zytokine. Wenn auch auf niedrigerem Niveau
bleiben jedoch auch unter der Blockade des Interferon-Rezeptor-Signals die erhéhten mRNA-
Level der antiviralen Zytokine in den MEF CRIF1 -/- im Vergleich zu den naiven Kontrollbedin-
gungen darstellbar. Somit erscheint es unwahrscheinlich, dass die Wirkung von CRIF1 auf die
antivirale Zytokinproduktion tber einen unterhalb des Interferonrezeptors liegenden Effekt ver-

mittelt wird.
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3.7.6 FCCP fiihrt zu einer Abnahme der Inmunantwort in MEF

Eine entscheidende Folge des CRIF1 knock-outs ist der in 3.5.1 beschriebene erhebliche Rick-
gang des mitochondrialen Membranpotentials. Um zu tiberprifen, ob die veranderten immunolo-
gischen Eigenschaften der CRIF1-depletierten Zellen kausal auf dieses Ereignis zurtickzufiihren
sind, wurde durch Verwendung des protonophorischen Molekuls FCCP ein alternativer chemi-
scher Ansatz zur Aufhebung des Membranpotentials der Mitochondrien verwendet. Nachdem
diese Zellen dann ebenfalls mit VSV M51Rinfiziertworden sind, konnten dieselben quantitativen
Analysen auf mRNA- oder Protein-Ebene zur Anwendung kommen (Abbildung 3.16). Durch
diese Versuche konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von FCCP planmaf3ig zu einem Zusam-
menbruch des mitochondrialen Membranpotentials im verwendeten Modell fuhrt, allerdings die
CRIF1-Expressionunbeeinflusst l&sst. In Bezugaufdie Virusinfektionund die antivirale Immun-
antwort hingegen zeigt sich eine dem CRIF1 knock-out gegensatzliche Entwicklung: sowohl die

virale Replikation als auch die Zytokinantwort fallen signifikant ab.
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3.16 FCCP fuhrt zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und bleibt
ohneEinfluss auf das CRIF1-Level. (A) MEF flx/fix CRIF1 Tet-On Cre wurden ohne Inkubation mit
Doxycyclin ausplattiert. Vier Tage spater folgtedie Zugabe von 20 pl 1,2 mM FCCP-L&sung pro Well.
Nach weiteren sechs Stunden wurden die Farbung mit JC1 und anschlieRende FACS-Analyse zur
Bestimmung des Fluoreszenzniveaus als Indikator fir das Membranpotential der Mitochondrien vor-
genommen. Die Daten wurden jeweils auf die Werte der nicht-FCCP-behandelten Kontrollen norma-
lisiertund sind als Mittelwerte +- SEM von n=4 angegeben. ***p < 0.001 fur den Vergleich der indi-
zierten Bedingungen. (B) MEF fIx/fix CRIF1 wurden ohne Zugabe von Doxycyclin ausplattiert, an Tag
vier mit 20 pl 1,2 mM FCCP-L6sung pro Well inkubiert und sechs Stunden spéter lysiert. Die RNA
wurde zu cDNAumgeschriebenundin derqPCRauf die relative Expression von CRIF1 im Vergleich
zum house-keeping Gen HPRT untersucht. Die Daten wurden jeweils auf die Werte der nicht-FCCP-
behandelten Kontrollen normalisiert und sind als Mittelwerte +- SEM von n=4 angegeben.
Zugabevon FCCPverringert die VSV-Infektionsrate sowie die antivirale Zytokinantwort. MEF
fix/fix CRIF1 Tet-On Cre wurden ohne Inkubation mit Doxycyclin ausplattiert. Vier Tage spater folgte
die Zugabe von 20 pl 1,2 mM FCCP-L6sung pro Well, sowieeine Stunde spéater die Infektion mit VSV
M51R in einer MOl von funf. Nach weiteren sechs Stunden folgten RNA-Isolation, cDNA-Transkrip-
tion und qPCR-Analyse zur Darstellung der relativen Expressionslevel von (C) VSV N-Protein, (D)
Interferon8 sowie (E) IP-10im Vergleich zum house-keeping Gen HPRT. Die Daten wurden jeweils
auf die Werte der nicht-FCCP-behandelten Kontrollen normalisiert und sind als Mittelwerte +- SEM
von n=4 angegeben. Der Mittelwert der nicht-transduzierten Kontrollen (IFN-B, IP-10) istin den Bal-
ken angegeben. * p <0.05 und **p <0.01 fiir den Vergleich der indizierten Bedingungen. Zudem
erfolgte (F) aus dem Zelllberstand eine Quantifizierung der Immunantwort auf Proteinebene mittels
IP-10 ELISA. N=4,** p < 0.001 fir den Vergleich der indizierten Bedingungen.
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3.8 Die antivirale Bedeutung von Rad23A im Rahmen
des CRIF1 knock-outs

3.8.1 Rad23A knock-down durch CRIF1-Depletion

Die Methodik des Cre-Rekombinase Systems bedingt, dass ein Stiick doppelstrdngige DNA aus
dem Genom der MEF entfemt wird (vgl. 2.2.14). Aufgrund der tGiberlappenden Genstruktur von
CRIF1 und Rad23A und der Platzierung der LoxP-Sites durch die Gruppe von Kwon et al. [107],
erscheint es fir eine umfassende Betrachtung unabdingbar, die Auswirkungen der — intendierten
— Deletion von CRIF1 auf eine nicht intendierte, durch Exzision des CRIF1-Gegenstranges even-
tuell verminderte Expression des Proteins Rad23A zu untersuchen. Dabei zeigte sich nach stan-
dardisiert durchgefuhrtem, durch Induktion der Cre-Rekombinase ausgeldsten CRIF1 knock-out,
tatsachlich auch ein signifikanter Riickgang der Rad23A mRNA auf gut zwei Drittel ihres Ur-

sprungswertes (Abbildung 3.17).

1509 3.17 Abnahme der Rad23A-Level durch Doxycyclin-

R S induzierten CRIF1-Knockout. MEF fIx/flx CRIF1 Tet

On Crewurden fur 72 Stunden mit 4 pg/ ml Doxycyclin
1004 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, RNA
aufgereinigt und nach cDNA-Umschrieb mittels q PCR-
Analyse die relative Expression von Rad23A im Ver-
501 gleich zum house-keeping Gen HPRT bestimmt. Die
Daten wurden auf die Werte der nicht-induzierten Kon-
trollen normalisiert und sind als Mittelwerte +- SEM von
0 T n=4 angegeben. * p < 0.05 fiir den Vergleich der indi-
'\x\x x zierten Bedingungen.

Rad23A Level

3.8.2 siRNA vermittelter CRIF1 knock-down verursacht quantitativ unveridnderten
Rad23A-knock-down

Im Jahr 2013 haben Fang et al. postuliert, dass die RIG-1- und MDA5-basierten antiviralen Sig-
nalwege durch Rad23A supprimiert werden [138]. Basierend auf dieser Annahme und dem in
3.8.1 dargestellten ,,Begleit-knock-down* von Rad23A konnte die Hypothese entwickelt werden,
dass die immunstimulatorischen Effekte des CRIF1 knock-outs méglicherweise tatséchlich auf
den gleichzeitigauftretenden partiellen knock-downvon Rad23A zurilickzufiihrenwaren. Um dies
untersuchen zu kénnen, wurde eine CRIF1 knock-down-Methode gewéhlt werden, die die geno-
mische Uberlappung von CRIF1 und Rad23A respektiert. Wir entwickelten daher einen siRNA-
Assay mit einer spezifisch die murine CRIF1-mRNA bindenden siRNA ohne Sequenziiberein-
stimmung zur Rad23A-mRNA. Zusétzlich verwendeten wir noch eine weitere Zelllinie (L929),

um einen theoretischen MEF-exklusiven Ko-knock-down ausschlieRen zu kénnen.
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Durch den Einsatz der siRNA konnte ein fiir diese Methode erfreulich weitgehender CRIFL
knock-down erzielt werden (Abbildung 3.18A). Gleichwohl zeigte sich erneut ein signifikanter
Abfall an Rad23A-mRNA (Abbildung 3.18B).
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3.18 Rad23A knock-down auch unter Verwendung von siCRIF1. MEF flx/flx CRIF1, MEF wt oder L929
wurden ausplattiert, 24 und 48 Stunden spater erfolgte eine Transfektion mit siRNA (siCRIF1 oder siCO4).
Am vierten Tag wurden die Zellen mit poly I:C transfiziert. Sechs Stunden nach Beginn der Immun stimu-
lation wurdendie Zellen lysiert, RNA aufgereinigt und nach cDNA-Umschrieb mittels g PCR-Analyse die
relative Expression von (A) CRIF1 und (B) Rad23A im Vergleich zum house-keeping Gen HPRT be-
stimmt. Die Daten wurden auf die Werte der nicht-transfizierten und nicht-stimulierten Kontrollen norma-
lisiertund sind als Mittelwerte +- SEM von n=3 angegeben. *p < 0.05; * p < 0.01 und ** p < 0.001 fur
den Vergleich der indizierten Bedingungen.

3.8.3 siRNAvermittelter Rad23A knock-down wirkt immunsuppressivin MEF

Da eine Untersuchung der immunologischen Auswirkungen von siCRIF1 durch den begleitenden
Rad23A knock-down behindert wurde, verwendeten wir alternativ Rad23A-siRNAs zur Evaluie-
rungder Auswirkungeneiner Rad23A Depletion auf die antivirale Immunkapazitat von MEF und
L929 Zellen. Inbeiden Zelllinien erzielte der Einsatz von zwei verschiedenen Rad23 A-siRNAs -
nicht jedoch vonsiRad23B - einen nahezu vollstandigen knock-down von Rad23A auf mRNA-
Ebene (3.19A/B). Hinsichtlich der antiviralen Immunantwort zeigte sich unter Rad23A knock-
down nach Stimulation mit poly I:C ein signifikanter Abfall der IP-10 Level in MEF (3.19C). Ein
ahnlicher Trend war auch in L929 Zellen fur IP-10 und IFN-f darstellbar (3.19D/E).
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3.9 Erhohte virale Suszeptibilitatnach CRIF1 knock-out

3.9.1 Verstarkte Virusinfektionin CRIF1-defizienten Zellen

Um die Auswirkung der Deletion von CRIF1 in einer Zelle auf die virale Replikationsfahigkeit
zu untersuchen, wurden MEF mit und ohne CRIF1 mit einer GFP exprimierenden VSV M51R
Mutante infiziert und an Hand der GFP-Expression mittels FACS-Analyse und Konfokal-
mikroskopie das Ausmal der Infektion untersucht. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zur
Kontrolle erheblich mehr CRIF1-negative Zellen durch VSV M51R infiziert wurden (Abbildung
3.20A). Auchdie Intensitat der griinen Fluoreszenz pro Zelle war deutlich gesteigert, als Hinweis
auf eine erhohte Viruslast pro Zelle (Abbildung 3.20B). Zudem starteten die CRIF1-deletierten
Zellen bereits circa eine Stunde friiher mit der GFP-Expression, so dass mutmalflich der Prozess
aus Aufnahme des Virus, Transkription und Translation viraler Proteine in diesen Zellen rascher
beginnt oder schneller ablauft (Abbildung 3.20C).
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3.9.2 Verstirkter Virus-Entry nach CRFI1 knock-out

3.9.2.1  Zunahme der VSV N-Protein mRNA-Level in CRIF1-defizienten MEF

Um die vorangegangenen Ergebnisse mit einer alternativen Methode zu validieren, wurden in
folgenden Versuchen nach Infektion mit VSV M51R die mRNA-Level des VSV-N-Proteins
durch quantitative Real-Time-PCR bestimmt. Dabei konnte in denZellen mitdepletiertem CRIFL
eine Zunahme derviralen N-Protein-mRNA bereits drei und sechs Stunden nach VSV-Infektion
bestétigt werden (Abbildung 3.21A).

3.9.2.2  Zunahme der VSV Virusinfektion in MEF CRIF1 -/- ist zum Teil durch einen verstdrkten viralen
Entry bedingt
In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Depletion von CRIF1 zu einer ver-
mehrten Transkription viraler mMRNAs in MEF fihrt. Dies kdnnte theoretisch durch zwei unter-
schiedliche Mechanismen bedingt sein: Entweder gelingt es den Viren leichter - und damit in
groRerer Zahl - die Zellen zu infizieren, oder die Replikation der Viren nach Einschleusung in das
Zytoplasmafindet in erhdhter Geschwindigkeit statt. Um diese Frage weiter zu evaluieren wurde
im Folgenden der virale Entry desVSV M51R in MEF untersucht. Durch Verwendungvon VSV-
N-Antikdrpernkonnte im Western Bloteine Stunde nach Infektioneinedeutliche Signalanhebung
in den CRIF1-defizienten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.21C). In Anbetracht des

Versuchsdesigns ist diesals verstarkter viraler Zellentry zu werten.

Der Einsatz von Nocodazole, ein chemischer Inhibitor des Mikrotubulusapparates, bei VSV-In-
fektions-Assays verursacht eine Inhibition des viralen Glykoprotein- und Nukleokapsid-Trans-
ports [139-141]. Dementsprechend flhrte die vorherige Inkubation mit Nocodazole in MEF zu
einer Reduktion des viralen Entrys (Abbildung 3.21C). Auch unter Nocodazole war allerdings
nach CRIF1 knock-out eine Zunahme der VSV N-Protein-Level darstellbar, so dass die gezeigte
Zunahme des viralen Entry mutmalilich nicht die alleinige Kausalitat fur die verstérkte VSV-
Virusinfektion in CRIF1-depletierten MEF darstellt.

Um eine grundsétzliche Veranderung der Substanzaufnahme tber die Plasmamembran unter
CRIF1 knock-out auszuschlieBen, wurde die quantitative Aufnahme von fluoreszenzmarkierten
LDL-Partikeln in MEF bestimmt (Abbildung 3.21B). Es konnte dabei keine signifikante Ande-
rung des Aufnahmeverhaltens der CRIF1 knock-out-Zellen im Vergleich zur Kontrolle nachge-

wiesen werden.
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3.21 Zunahme der VSV N-Protein mRNA-Level nach CRIF1-Knockout. (A) MEF flx/flx CRIF1
Tet-On Cre wurden nach dreitagiger Inkubation mit 4 pg/ ml Doxycyclin mit VSV M51R in einer
MOl von 50infiziert. Nach dreiund sechs Stunden wurden die Zellen lysiert, RNA aufgereinigt und
nach cDNA-Transkription mittels g PCR-Analyse die Expression von VSV N-Protein im Vergleich
zum house-keeping Gen HPRT bestimmt. Die Daten wurden auf die Werte der nicht-induzierten
Kontrollen normalisiert und sindals Mittelwerte +- SEM von n=3 (3h) und n=2 (6h) angegeben.
LDL-Aufnahmein MEF-Zellen ist unabhéngig vom CRIF1-Status der Zellen. (B) MEF fIx/ix
CRIF1 Tet-On Cre wurden nach 72-stundiger Doxycyclin-Inkubation (4 pg/ ml) fur vier Stunden mit
der,LDL-DyLight 549 working solution” versetzt und anschliel3end mittels Ko nfokalmikroskop hin-
sichtlich ihrer LDL-Aufnahme untersucht. Abgebildet ist die durchschnittliche Anzahl der fluores-
zenzdetektierten LDL-aufnehmenden Zellen als Mittelwert +- SEM pro Region of Interestvon n=2.
Verstarkter viraler Entry nach CRIF1-Knockout. (C) MEF flx/flx CRIF1 TetOn Cre wurden fir
drei Tage mit4 pg/ ml Doxycyclin sowie teilweise zuséatzlich fur finf Stunden mit 10 pg/ ml Noco-
dazole inkubiert und anschlie3end fur eine Stunde mit VSV M51R in einer MOl von 50 infiziert
AnschlieRend erfolgten ein Trypsin-Verdauund die Lyse der Zellen in Laemmli-Puffer. Im Western
Blotwurde die Expression des viralen N-Proteins und der Aktin-Ladungskontrolle bestimmt, sowie
entsprechend densitometrisch quantifiziert. Die Abbildungen sind repréasentativ fur vier unabhén-
gige Versuche.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Systeme angewendet, um in einer murinen
embryonalen Fibroblastenzelllinie (MEF), in deren Genom zwei LoxP-Elemente flankierend des
Exons 2 von CRIF1 eingefiigt sind, durch Uberexpression der Cre-Rekombinase einen CRIFL
knock-out zu induzieren: die retrovirale Transduktion eines Cre kodierenden Murine Stem Cell
Virus, die Protein-Transduktion von rekombinantem Tat-NLS-Cre sowie die Doxycyclin-abhén-
gige Induktion eines Cre-Expressionssystems unter dem Tet-On Promoter in einer stabilen MEF
LoxP CRIF1 Tet-On Cre Zelllinie. Durch Analyse der mMRNA konnte dabei ein knock-out von
CRIF1 durch retrovirale Cre-Expression in Uber der Halfte der Zellen dargestellt werden. Bei
Einsatz der Tat-NLS-Cre-Transduktion und der Doxycyclin-induzierten Cre-Expression konnte
die Effizienz des CRIF1 knock-outs auf nahezu 100% gesteigert werden. In den beiden letztge-
nannten Systemen wurden durch Western-Blot-Untersuchungen diese Ergebnisse auch auf Pro-
teinebene qualitativ und quantitativ bestétigt. Somit konnte in Bezug auf die Deletion von CRIFL
die funktionelle Gleichwertigkeit der Protein-Transduktion von Tat-NLS-Cre und der Doxycyc-
lin-Induktion des Cre-Expressionssystems unter dem Tet-On Promoter, sowie die Uberlegenheit
dieser beiden Methoden gegentiber der retroviralen Cre-Expression nachgewiesen werden.

Durch langfristige Kultivierungsversuche konnte gezeigtwerden,dass CRIF1 ein fir MEF essen-
tielles Protein darstellt, und ein Uberleben der CRIF1 -/- Zellen nicht langer als 12 Tage moglich
ist. Unter Verwendung des Farbstoffes JC-1 wurde gezeigt, dass die Depletion von CRIFL zu
einem massiven Riickgang des mitochondrialen Membranpotentials flihrt. Weitere Untersuchun-
gen mittels Western Blot stellten einen weitgehenden Verlust aller Atmungskettenkomplexe - mit
Ausnahme von Komplex Il - nach CRIF1 knock-out dar. Als funktionelles Korrelat dieser Tatsa-
che ergaben die Messungen der zelluldaren Sauerstoffverbrauchsraten einen deutlichen Abfall der
Oxygen Consumption Rate in CRIF1-defizienten MEF. Dieser Befund ist bereits wenige Tage
nach CRIF1 knock-out darstellbar, wohingegen die Viabilitat der MEF zu diesem Zeitpunkt noch
nicht malRgeblich eingeschrénkt ist. Das im Rahmen der Cre-Expression unter dem Tet-On-Pro-
moter verwendete Doxycyclin ist nicht fur diese metabolischen Effekte verantwortlich zu ma-

chen. Es ergaben sich unter alleiniger Doxycyclin-Exposition der MEF fIx/fIx CRIF1 keine
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relevanten Alterationen der CRIF1-Level, des mitochondrialen Membranpotentials oder des int-

razellularen Sauerstoffverbrauchs.

Bei Immunstimulationsversuchen mittels poly I:C konnte eine Zunahme der antiviralen Zyto-
kinantwort in Zellen mit deletiertem CRIF1 gezeigt werden; im Zeitverlauf ist diese 10-22 Stun-
den nach Gabe des Stimulus am ausgepragtesten. Die Blockade des IFNAR durch entsprechende
Antikorper verhindert hierbei sowohl in Wildtyp als auch in CRIF1 -/- Zellen eine maximale
Expression antiviraler Zytokine im Rahmen der Immunstimulation. Da dabei jedoch ein substan-
tieller Unterschied zwischen Knock-out und Wildtyp bestehen bleibt, ist der Punkt, an dem die
Defizienz von CRIF1 den RLR-Signalweg beeinflusst, eher oberhalb des Interferon-vermittelten

Feedbackloops zu suchen.

CRIF1 -/- MEF zeigen eine deutlich erhdhte virale Suszeptibilitat, darstellbar durch die friihzeitig
stattfindende Infektion einer grofReren Anzahl Zellen mit jeweils erhohter Viruslast. Auf der Su-
che nach einem diesen Umstand erklarenden Mechanismus konnte gezeigt werden, dass bereits
zu einem sehr friihen Zeitpunkt (1 h) nach Infektion Unterschiede in der Menge der nachweisba-
ren viralen Proteine in den Zellen bestehen, so dass die Hypothese besteht, bereits die Virusauf-
nahme in die CRIF1-deletierten Zellen sei deutlich gesteigert; im Gegensatz hierzu war die LDL-

Aufnahme der Zellen unabhéngig vom CRIF1-Status.

Durch den knock-out von CRIF1 resultiert aufgrund ihrer genomischen Uberlappung auch eine
Reduktion des Rad23A mRNA-Level. Der isolierte knock-down von Rad23A durch entspre-
chende siRNAverursachte allerdings, im Gegensatz zur gesteigerten Produktion in CRIF1 knock-
outs, eine verminderte Produktionvon Zytokinen nach RLR-Stimulationim Vergleich zum Wild-

typ.

Nach Behandlung mit dem Protonophor FCCP zeigen MEF einen nahezu vollstdndigen Zusam-
menbruch desmitochondrialen Membranpotentials, allerdings war kontrar zu den CRIF1 -/- MEF
eine Abnahme der Zytokinantwort und Virusreplikation zu beobachten, vermutlich bedingt durch
den induzierten Zelltod und metabolischen Shutdown.
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4.2 CRIF1 ist essentiell fiir die Expression und Funktio-
nalitit der mitochondrialen Atmungskette

In fruheren Untersuchungen wurde CRIF1 — damals noch CR6-interacting factor 1 oder
GADD45GIP1 (growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma interacting protein 1) ge-
nannt—als im Zellkern exprimierter transkriptionaler Co-Aktivator, Regulator des Zellzyklus o-
der als im Rahmen der Degradation von Proteasomen relevantes Protein angesehen [105-107,
142]. In spéteren Publikationen hingegen wurde eine mitochondriale Lokalisation von CRIFL
postuliert, mitdaraus folgend vielféaltigen metabolischen Funktionen [143,144]. Diese Ergebnisse
wurden durch Stefanie Lietke, ein Mitglied dieser Arbeitsgruppe, in eigenen Experimenten best-
tigt: So konnte die Kernlokalisation als Artefakt einer methodisch bedingten Uberexpression des
Proteins demaskiert werden. Bei Verwendung einer n-terminalen Lokalisierungssequenz hinge-
gen wird CRIF1 ausschlieBlich in Mitochondrien exprimiert. Kim et. al. schlief3lich konnten zei-
gen, dass CRIF1 als Bestandteil des mitochondrialen Ribosoms bedeutend ist fiir die translatio-
nelle Integration der in der mitochondrialen DNA codierten Atmungskettenkomplexe in die in-
nere mitochondriale Membran [111].

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse bestétigen die Daten von Kim et al.: Der
knock-out von CRIF1 resultiert in einem Expressionsabbruch der Atmungskettenkomplexe I, 1lI,
IV und V — lediglich der (nicht mitoribosomal translatierte) Komplex Il bleibt davon ausgenom-
men. Als Folge dieser Situation konnte funktionell ein starker Riickgang des mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs in Folge der fehlenden oxidativen Phosphorylierung gezeigt werden. Ge-
stitzt werden diese Resultate durch den weitgehenden Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials nach CRIF1 knock-out: Die nicht mehr vorhandenen Atmungskettenkom-

plexe kdnnen auch keinen elektrochemischen Gradienten mehr aufbauen.

Dabei ergab sich bisher kein Hinweis darauf, dass CRIF1 die Funktionalitat der Atmungskette
selbst negativ beeinflusst, sondern die Ergebnisse lassen mutmalien, dass der Funktionsverlust
derselben Folge des durch CRIF1 hervorgerufenen Expressionsabbruches® der entsprechenden
mitochondrialen Proteine ist.

® Im Rahmen der in dieser Arbeit gezeigten Versuche kann nicht zwischen einer transkriptionellen, translationellen
oder im Rahmen der Insertion in die Membran stattfindenden negativen Beeinflussung von Komplexen der Atmungs-
kette durch den CRIF1-Knockout differenziert werden.
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4.3 CRIF1 als negativer Regulator der angeborenen anti-
viralen Immunitat

4.3.1 Gesteigerte antivirale Zytokinproduktion unter CRIF1 knock-out

In Zusammenschau der Ergebnisse fiihrt der knock-out von CRIF1 in MEF bei poly I:C- oder
VSV-Stimulation zu einer Zunahme der antiviralen Zytokinantwort. Sowohl bei Cre-Protein-
Transduktion als auch bei Doxycyclin-induzierter Cre-Expression sind 12 Stunden nach Immun-
stimulation durch poly I:C signifikante Anstiege der mMRNA-Level von Interferon-§, IP-10 und
TNF-a zu verzeichnen. Dartiber hinaus konnten auch gesteigerte IP-10 Proteinlevel und eine ver-
stérkte Immunantwortauf Infektion mittels Vesicular Stomatitis Virus nachgewiesenwerden. Die
verstarkte Immunkapazitét in CRIF1 -/- MEF beruht nicht auf einer schnelleren Induktion der
Zytokine, sondern auf einer gesteigerten (Gesamt-)Produktion 10-22 Stunden nach Immunstimu-
lation.

Bedingt durch fehlende Transduktions- oder Transfektionsprozesse ist das Doxycyclin-induzier-
bare Cre-Expressionssystemin den stabilen Tet-On-Cre MEF Zelllinien das immunologisch ,,ele-
ganteste und am besten kontrollierte System zur Untersuchung der Auswirkungen der Deletion
von CRIF1 auf die Immunkompetenz der Zellen. Durch den induzierten und unausweichlichen
Zelltod in CRIF1 -/- MEF besteht allerdings nur ein begrenztes experimentelles Zeitfenster zur
Untersuchungdes immunmodulatorischen Effektsvon CRIF1; durch die Ausldsung des Zelltodes

nach 5-6 Tagen ohne CRIF1 wird eine Interpretation unmaglich.

In der Literatur fehlen bisher Erkenntnisse tber eine antivirale Funktion von CRIF1. Lediglich
Lim et al. konnten vor Kurzem darstellen, dass das CRIF1-Homolog der Drosophila-Fliege
(dCRIF1) immunologische Relevanz aufweist [145]. Die antivirale Immunitét der Drosophila ist
abhangig von systemischer RNA-Interferenz [146]. Durch den knock-out von dCRIF1 zeigten
sich eine Stérung der Biosynthese von siRNA und erhdhte virale mRNA-Level nach Infektion
mit Drosophila C Viren [145]. Ob die erhdhten Titer des Virus auf die eingeschréankte RNA-
Interferenzzuriickzufiihrensind und insbesondere, ob CRIF1 in Sdugetiereneinenvergleichbaren
Einfluss auf die antivirale Immunitat hat, bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt jedoch unklar.

4.3.2 CRIF1 knock-outbeeinflusst die antivirale Inmunitat vor Aktivierung des IF-
NAR

Die Detektion viraler Partikel durch RLR fihrt zu einer Aktivierung von MAVS und darauffol-
gend zur Phosphorylierung antiviraler Transkriptionsfaktoren (z.B. IRF-3 und IRF-7) unter ande-
rem durch die Proteinkinasen IKK und TBK1 [147]. Diese Phosphorylierung erméglicht die (He-
tero)Dimerisierung von IRF-3 und IRF-7 und deren Bindung an die Promotorregionen der Typ-I
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Interferone [148]. Initial fuhrt dieser Mechanismus zur Synthese von Interferon o und . Diese
binden an denals Heterodimer vorliegenden Interferon-Rezeptor (IFNAR, bestehend aus den Un-
tereinheiten IFNAR1 und IFNAR?2).

Die Aktivierung dieses Typ-I-Interferon-Systems fiihrt — iber IFN-Rezeptor abhangige Signal-
wege — zur Transkription zahlreicher so genannter interferon-stimulated genes (ISG). Diese (iben
vielfaltige antivirale Effekte aus. Unter anderem zéhlen aber auch RIG-1, MDAS5 und IRF-7 zu
den ISG. Somit erzeugt die (RLR-abhé&ngige) Aktivierung des Typ-I-Interferon-System einen po-
sitiven Verstarkermechanismus, der die Expression von Typ-I-Interferonen und deren Wirkung
potenziert [149-151].

Durch Blockade des IFNAR mit IFNAR1-Antikérper konnte in der vorliegenden Arbeit — unab-
hangig vom CRIF1 Statusder Zellen — durch Unterbrechung dieses Verstarkermechanismus eine
deutliche Reduktion der IFN-f Expression auf mRNA-Ebene nach Immunstimulation gezeigt
werden. Allerdings bleiben, obgleich auf niedrigerem Niveau, die erhéhten mRNA-Level der an-
tiviralen Zytokine in den MEF CRIF1 -/- im Vergleich zu den naiven Kontrollbedingungen auch
unter der Blockade des Interferon-Rezeptor-Signals darstellbar. Somit ist der Effekt von CRIFL
wahrscheinlich oberhalb des IFNAR-Verstarkungsloops lokalisiert.

4.3.3 Keinspezifischer Einfluss von Rad23Aaufdie angeborene Immunitét

Durch den Umstand, dass das genomisch auf dem Gegenstrang von CRIF1 lokalisierte Rad23A
teilweise Uberlappungen zu den gefloxten CRIF1-Abschnitten aufweist, ergibtsich —wie in 3.8.1
dargestellt—die Problematik eines begleitenden knock-downs von Rad23A im Zuge der Depletion
von CRIF1.

Auch wenn die Bedeutung des Rad23A knock-downs auf die im Rahmen der Arbeit gezeigte
gesteigerte Immunkompetenz nach CRIF1 knock-out schwierig zu interpretieren ist, kann er den
CRIF1 Effekt nicht erkléren. Nach siRNA-bedingtem knock-down von Rad23A zeigte sich in
dieser Arbeiteine verminderte antivirale Zytokinexpression (IFN-B-/IP10-mRNA) unter Immun-
stimulation mit poly I:C in MEF und L929. Somit erzeugt der Verlust von Rad23A ein den hier
gezeigten Daten in CRIF1 -/- MEF eher entgegengerichtetes Bild, und kann diese daher nicht
mechanistisch erklaren.

Grundlegend muss in Zusammenschau mit der vorhandenen Literatur ein spezifischer Effekt von
Rad23A hinsichtlich immunologischer Prozesse angezweifelt werden. Rad23A wurde erstmals
als DNA-Reparaturenzym beschrieben. Es existieren auch Beschreibungen im Sinne eines UV-
Exzisions-Reparaturproteins. Neuere Studien betrachten die Proteine der Radiation Sensitive 23-
Familie (Rad23) als (Proteasom-bindende) Transportproteine, welche Aufgabenim Transport von
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Substanzen zu den zelluldren Proteasomen tibernehmen [152-155]. So konnten durch partiellen
knock-down von Rad23A veranderte zelluldre Abbauprozesse die Expression von Signalstoffen
beeinflussen. Auch eine bei Fang et al. beschriebene Interaktion mit Proteinen der angeborenen
Immunitét kann sich durch diese Funktion als Proteasom-Shuttle erkléren [138].

4.4 Der Einfluss des mitochondrialen Membranpotenti-
als auf die RIG-I Signalkaskade

Mit der Beschreibung von MAVS als unabdingbarem Protein im Signalweg der RLR-induzierten
antiviralen Immunitat wurden Mitochondrien erstmals auch als bedeutende Zellorganellen im

Rahmen der angeborenen antiviralen Immunitét anerkannt [89, 156, 157].

Koshiba et al. konnten darstellen, dass ein Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpoten-
tials, zum Beispiel durch den chemischen Entkoppler CCCP (ein Protonophor), zu einem massi-
ven Ruckgang der antiviralen Immunitét fuhrt. Dies zeigte sich in einer stark verminderten Syn-
these antiviraler Zytokine und einer erhéhten viralen Infektionsrate der entsprechenden Zellen.
Die Autoren schlussfolgerten, dass das mitochondriale Membranpotential notwendig sei, um die

antivirale Signaltransduktion auf der Ebene von MAVS suffizient ablaufen zu lassen [24].

Im Rahmen der hier durchgefuhrten Experimente konnte nachgewiesen werden, dass auch die
Depletion von CRIF1 zu einem deutlichen Riickgang des mitochondrialen Membranpotentials
fuhrt (vgl. 3.2.2 und 3.5.1). Gleichwohl ist damit keine Verminderung, sondern vielmehr eine
Steigerung der antiviralen Zytokinproduktion — auf mRNA- und Proteinebene, nach poly I:C-
Transfektion wie auch nach VSV -Infektion — verbunden. In einer Wiederholung der Experimente
von Koshiba et al. hingegen konnte deren grundlegende Behauptung bestatigt werden: Auch die
in dieser Arbeit untersuchten MEF reagieren auf die Anwendung von FCCP mit einem Zusam-
menbruch des mitochondrialen Membranpotentials (quantitativ der Reduktion von Ay, in

CRIF1-/- MEF Uberlegen) sowie einer massiven Abnahme der Immunantwort.

Ein moglicher Erkl&rungsansatz fiir diese divergierenden Resultate zeigt sich mit Blick auf die
verwendete Methodik. FCCP oder CCCP sorgen als Protonophore fur eine Depolarisation von
Ay, durch Porenbildung in der inneren mitochondrialen Membran, wodurch der elektrochemi-
sche Gradient an der ATP-Synthase vorbei ausgeglichen (entkoppelt) werden kann. Der knock-
outvon CRIF1 hingegen lasst die innere mitochondriale Membran primar intakt, die Reduktion
von Ay, basiert vielmehr auf dem Fehlen der die Protonen translokalisierenden Atmungsketten-

komplexe; die Bildung des Membranpotentials ist also gestdrt. Somit konnte geschlussfolgert
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werden, dass nicht Ay, selbst, sondern die Integritat der inneren mitochondrialen Membran wich-

tig fir MAVS-basierte antivirale Signalwege ist.

Alternativ besteht die Mdglichkeit, dass das mitochondriale Membranpotential in einer basalen
Grundauspragung Voraussetzung fur die RLR-Kaskade ist: Demnach wiirde nicht die deutliche
Abnahme von Ay, unter CRIF1 knock-out, aber sehr wohl der vollstandige Zusammenbruch des
Membranpotentials unter Einsatz chemischer Entkoppler zu einem Abbruch der Zytokinproduk-
tion fihren. So wurde der vollstindige Zusammenbruch von Ay, durch FCCP in der Literatur
bereits mehrfach mit einer Fragmentierung und Degradation des mitochondrialen Netzwerkes in
Verbindung gebracht [158-160].

4.5 Ursachen der gesteigerten viralen Suszeptibilitit in
CRIF1 -/- MEF

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich eine Zunahme der Zytokinproduktion bei VSV -Infektion
nach CRIF1 knock-out. Durch diese Ergebnisse wird die Immunantwort der Zellen nach Aktivie-
rung von RIG-1 abgebildet; Kato et al. konnten zeigen, dass negative RNA-Einzelstrang-Viren
wie VSV primdr tiber RIG-1und nicht mittels MDAS detektiert werden [161].

Neben dieser gesteigerten Immunantwort konnte in denselben Zellen allerdings auch eine ver-
starkte Viruslast detektiert werden (vgl. 3.7.3 und 3.9.1). Erstaunlicherweise zeigen die CRIFL
-/- MEF eine @hnlich erhéhte virale Suszeptibilitit wie es Koshiba et al. nach Zusammenbruch
des mitochondrialen Membranpotentials beschrieben haben [24]. Allerdings scheint es im Rah-
men dieser Arbeit unwahrscheinlich, dassdie Ursache hierfir, wie bei Koshiba et al. diskutiert,

in einer verminderten antiviralen Aktivitat zu suchen ist (vgl. 4.4).

4.5.1 Gesteigerte virale Suszeptibilitit kann nicht durch verianderte Rezeptor-Ex-
pression oder gesteigerte Zellpermeabilitit erklart werden

Alternativ kdnnte es sein, dass durch den CRIF1 knock-out im Grunde keine Zunahme der Akti-
vitdt von MAVS oder der RLR-Signalkaskade im Allgemeinen, sondern vielmehr eine Alteration
des Aufnahmeverhaltens gegentiber Viren hervorgerufen wird. Die quantitative Zunahme der Vi-
rusinfektion wiirde dann sequentiell zu einer entsprechend gesteigerten antiviralen Aktivitét der
Zellen fuhren.

Die Rezeptor-gestitzte Internalisierung von VSV wird durch Clathrin-vermittelte Mechanismen
umgesetzt [162]. Frihere Darstellungen betrachteten Phosphatidylserin als fir den viralen Entry
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von VSV entscheidenden Rezeptor der Plasmamembran [163]. Phosphatidylserin wiederum wird
im Rahmen (pré-)apoptotischer Prozesse vermehrt auf der AufRenseite der Plasmamembran ex-
primiert [164]. Da der CRIF1 knock-out langfristig zum Tod der Zelle fuhrt (vgl. 3.4), kénnte
somit eine vermehrte Aufnahme der Viren ihre eigentliche Grundlage in der gesteigerten Verfug-
barkeitentsprechender Rezeptoren in Folge der protrahierten Apoptose der CRIF1 -/- MEF haben.
Einschrankend muss hier allerdings angemerkt werden, dass zum Zeitpunkt der Versuchsdurch-
fuhrung (bis zu vier Tage nach CRIF1 knock-out) die Zellviabilitdt im Normbereich gelegen hat,
wie durch mehrere Assays nachgewiesen werden konnte (vgl. 3.6). Ein manifester apoptotischer
Zustand scheint daher als alleinige Erklarung wenig plausibel.

Zudem lehnen neuere Untersuchungen die Fokussierung auf Phosphatidylserin als Oberflachen-
rezeptor fir VSV ab. Ein singulérer Rezeptor ist vielmehr bislang nicht bekannt, postuliert werden
zur Zeit noch nicht naher bekannte Interaktionen des VSV mit der Plasmamembran, moglicher-
weise beeinflusst durch elektrostatische Gegebenheiten [165, 166].

Des Weiteren ist dieser Hypothese entgegen zu halten, dass auch die Stimulationsversuche mit
poly I:C zu einer vergleichbaren Zunahme der Zytokinproduktion geftihrt haben (vgl. 3.7.2). Hier-
bei wird das Immunstimulanz per Transfektionsreagenz in die Zellen eingeschleust. Da die Auf-
nahme von poly I:C somit auf grundlegend anderen Mechanismen als die Infektion mit VSV
basiert, erscheint ein alteriertes Aufnahmeverhalten der Zellen spezifisch gegeniiber VSV als Ur-

sache der gesteigerten Immunkompetenz in CRIF1 -/- MEF unwahrscheinlich.

Als Alternative zu Rezeptor-spezifischen Alterationen konnten generelle Verdnderungen der zel-
lularen Membranen als urséchlich fir ein verstarktes Entry angesehenwerden. Allerdings war die
Aufnahme von LDL-Partikeln in CRIF1 -/- MEF nicht substantiell veréndert (vgl. 3.9.2.2). Wenn
man nun deren Aufnahmeals Surrogat furdas Internalisierungsverhaltender Zellen per se ansieht,
besteht keine unselektiv gesteigerte Substanzaufnahme. Dies kann als Indiz flreine Aufrechter-
haltung der zelluldren Integritat der Plasmamembran trotz induzierter mitochondrialer Dysfunk-
tion gewertet werden, womit weitreichende Veranderungen, die diesbeziiglich den viralen Entry

erleichtern, weniger leicht vorstellbar scheinen.

4.5.2 Auswirkungen des CRIF1 knock-outs auf die Post-Internalisierungs-Phase von
\"A\Y%

Der vorangehende Abschnitt diskutiert die Moglichkeit, dass der vermehrte Nachweis des VSV
N Proteins eine Stunde nach Inkubation durch einen gesteigerten viralen Entry in CRIF1-deple-
tierte Zellen erkléart werden kénnte. Johannsdottir et al. konnten allerdings zeigen, dass die Inter-
nalisierung von VSV innerhalb auBerst kurzer Zeitrdume ablauft — die Mehrzahl der Viren er-

reichte die Endozytosein wenigerals 10 Minuten [167]. Ein mdglicher Hinweis darauf ergibtsich
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ausdermassiven Abnahmeder VSV N-Protein Level unter Vorbehandlung mit Nocodazole, wel-
ches als Inhibitor des viralen Nukleokapsid- und Glykoproteintransportes nicht in den Entry von
VSV, sehr wohl aber in die Transportvorgange der post-Internalisierungsphase eingreifen kann.
Somitist es moglich, dass trotz der methodischen Anstrengung, den tatsachlichen Entry des VSV
abzubilden, die verwendete Methodik - bedingt durch das einstlindige Warteintervall bis zur La-
emmli-Lyse der Zellen - letztlich zu ungenau war. Unter dieser Annahme waren im Versuchsauf-
bau nach einer Stunde auch die Prozesse des Uncoatings sowie erste Transkriptions- und Trans-

lationsvorgénge im Replikationszyklus miterfasst.

Ein durch eine vermehrte ROS-Produktion (vgl. 4.6) verursachter Abfall des intrazelluléren pH-
Wertes kdnnte in diesem Zusammenhang einen Effekt austiben: Das Uncoating des VSV ist pH-
abhéngigund findet unter anderem in spaten Endosomenbei pH-Wertenum 6,2 statt [162]. Somit
ware — bei tatséchlich eigentlich unveradndertem viralen Entry Gber die Plasmamembran — eine
Akzeleration des Uncoatings durch Optimierung des pH-Wertes vorstellbar. Dadurch ergéabe sich
eine friher beginnende virale Replikation, die wiederum ursdchlich fur die gesteigerten VSV-
Protein- und -RNA-Level und mittelbar auch fir die zunehmende Zytokinantwort nach Infektion

unter CRIF1 knock-out sein kann.

4.5.3 Gesteigerte Virusreplikation durch optimierte Energiebereitstellung in CRIF1
-/- MEF

Darlber hinaus kénnte der immunologische Warburg-Effekt (vgl. 4.7) mitverantwortlich fiir die
gezeigte Zunahme der VSV-Infektion unter CRIF1 knock-out sein. Viren sind unabdingbar auf
den Stoffwechselapparat ihrer Wirtszelle angewiesen. Zelluldre aerobe Glykolyse ist dabei fiir
zahlreiche Viren der bevorzugte Weg der Energiebereitstellung, die zu diesem Zwecke hadufig
auch die Transkription glykolytischer Proteine induzieren [168-171]. Auch fir vesicular stoma-
titis virus konnte eine Abhangigkeit von zellularer Glykolyse nachgewiesen werden [172,173].
Somit kdnnte die fur Viren optimierte zellulére Energiebereitstellung in CRIF1 -/- MEF ein wei-

terer Grund fir die beobachtete gesteigerte Virusreplikation in diesen Zellen sein.
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4.6 ROS als moglicher CRIF1-abhdngiger Modulator der
antiviralen Immunitat

4.6.1 DerEinfluss von CRIF1 und des mitochondrialen Membranpotentials aufROS

Unter physiologischen Bedingungen wird die mitochondriale Atmungskette als primérer Produk-
tionsortfiir ROSangesehen [174]. Trotz des Verlustes zahlreicher Atmungskettenkomplexe unter
CRIF1 knock-out konnte dennoch gezeigt werden, dass die ROS-Produktion in CRIF1 -/- MEF
gegenuliber den Kontrollzellen deutlich ansteigt [111]. Dies kénnte auf eine durch die Deletion
von CRIF1 bedingte mitochondriale Dysfunktion oder auch auf eine gesteigerte Glykolyse zu-
rickzufihrensein [175]. Zudem konnte im Rahmen dieser Arbeit dargestellt werden, dass die
Expression der Atmungskettenkomplexe durch knock-out von CRIF1 ungleichmafig reduziert
wird, womiteine Deregulierungder (verbliebenen) oxidativen Phosphorylierung zum Anstieg der
ROS fiihren kénnte.

4.6.2 DerEinflussvonROS aufdie RLR-Signalkaskade

In dysfunktionellen Mitochondrien haben Tal etal. erhdhte Levelan ROS detektiert. Diese waren
verantwortlich fir eine gesteigerte RLR-bedingte Interferon-Produktion. Als artifizielle Bestéti-
gung wurde durch den Einsatz von Rotenon ein entsprechender Effekt repliziert [176].

Bereits friihere Arbeiten konnten belegen, dass ROS fiir eine RIG-1-gesteuerte antivirale Zyto-
kinexpression erforderlich sind [45, 177]. Diese Resultate stiitzen die in der vorliegenden Arbeit
erhobenen Befunde. So konnten nach CRIF1 knock-out &hnliche funktionelle Ergebnisse des mi-
tochondrialen Stoffwechsels wie unter Einsatz von Rotenon erbracht werden (vgl. 3.6). Dies kann
als Indiz fur eine gesteigerte ROS-Produktion interpretiert werden, die wiederum ursachlich fir
die Zunahme der antiviralen Zytokinproduktion in MEF CRIF1 -/- nach RLR-Stimulation sein

kdnnte.

4.6.3 CRIF1-abhingige Modulation der antiviralen Zytokinproduktion durch ROS

Der ROS-Metabolismus zeichnet sich durch vielfaltige Aktivierungs- oder Synthesesmaglichkei-
ten und andererseits umfangreiche antioxidative Schutzmechanismen aus. Dieses komplex in Ba-
lance gehaltene System scheint notwendig, um die physiologischen und niitzlichen Eigenschaften

dieser Radikalen zu verwerten und dabei nur das Mindestmal? an zellularen Schaden zu erdauben.

Wie in den in 4.6.1 skizzierten Uberlegungen dargelegt, ist es moglich, dass das labile Gefiige

,,ROS-Homoostase* durch den CRIF1 knock-out in eine kritische Situation gebracht wurde.
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Dadurch wiirde man ROS als die Verbindung zwischen CRIF1 und der antiviralen Immunitét
postulieren. Einerseits zeigt die RLR-Signalkaskade, wohl durch MAVS-Expression und -Akti-
vitét, eine positive KorrelationzumROS-Level. Durchden CRIF1 knock-out scheintandererseits,
maoglicherweise durch die Dysfunktion der Mitochondrien und den Translationsabbruch der

Atmungskettenkomplexe, eine Erhohung der ROS-Produktion erklérbar.

Somit kénnte die Zunahme der ROS-Level in CRIF1-/- MEF zur Steigerung der antiviralen Ak-
tivitatbeitragen; CRIF1 wére damit physiologischdurch Regulationund Suppressionder Produk-
tion von O, an der Modulation des RLR-MAVS-Signalweges beteiligt.
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4.7 Der antivirale Warburg-Effekt: ,trained immunity“

Durch Messung des intrazelluléren Sauerstoffverbrauchs an vitalen MEF zeigte sich, dass die
Deletion von CRIF1 zu einer Verminderung des Sauerstoffverbrauches, wie sie im Rahmen an-
aerober Stoffwechselvorgange auftreten, fiihrt. Diese Hypothese bestétigend ist bereits gezeigt
worden, dass CRIF1-defiziente Zellen grundlegend &hnlich potent ATP synthetisieren kdnnen
wie Kontroll-MEF, dies jedoch primdr im Rahmen der Glykolyse und entsprechend unter der
Voraussetzung eines ausreichend hohen Glukose-Angebotes [111]. Somit kann bestétigt werden,
dass der CRIF1 knock-out—bedingtdurch die verminderte Synthese der Atmungskettenkomplexe
— einen Wechsel des Zellmetabolismus von oxidativer Phosphorylierung hin zu aerober Glyko-
lyse hervorruft. Dieser Mechanismus ist in einem anderen Zusammenhang sehr popular - bei ma-
ligne transformierten Zellen: So besagt die auf Otto Warburg zuriickgehende Hypothese, dass
Krebszellen ihren Metabolismus zugunsten der (an)aeroben Glykolyse umstellen [178].

Im Laufe der letzten Jahre wurde erstmals dargestellt, dassauch Immunzellen und Mechanismen
derangeborenen Immunitét bei Aktivierung ahnliche metabolische Anpassungen vornehmen oder
zur Folge haben. Aktivierte Immunzellen verwenden primér Glykolyse als ATP-Produktionsweg
[179]. Typ I Interferone modifizieren nach poly 1:C Stimulation die Transkriptionsvorgénge der
Zielzellen zugunstender fiir die Glykolyse relevanten Gene [180]. In Monozyten fordert ein durch
Aktivierung von mTOR ausgel6ster Signalweg tber den Transkriptionsfaktor HIF1a die Ver-
stoffwechselung von Glucose zu Lactat [181]. Van der Meer et al. berichteten vor Kurzem, dass
auch das,,primitive“angeborene Immunsystem zu gewissen Adaptionsvorgangen féhigist. Diese
werden als ,, Training* bezeichnet. Auf molekularer Ebene geschehen diese Vorgénge durch epi-
genetische Modifikationen, wodurch eine starkere Aktivierung, erhéhte Zytokinexpression sowie
eine vermehrte (an)aerobe Glykolyse anstelle der klassischen oxidativen Phosphorylierung er-
reichtwerden. Moglicherweise scheint hierbei sogar der metabolische Wechsel hin zur Glykolyse
mit damit einhergehendem erhdhten Zucker- und verringertem Sauerstoffbedarf VVoraussetzung

fir das immunologische Training zu sein [182].

Somit erscheint vorstellbar, dass der knock-out von CRIF1 ein konserviertes zellmetabolisches
Adaptionsprogramm auf immunologische Herausforderungen verstérkt: Ein im Sinne des War-
burg-Effektes verstandener Wechsel hin zu glykolytischen Stoffwechselvorgangen. Gleichwohl
verbleibt unklar, ob dieser Anpassungsprozess Ursache!? oder VVoraussetzung*! [183] fiir eine ge-

steigerte antivirale Potenz ist.

10 Beispielsweise durch Bereitstellung hoherer Level an ROS (vgl. 4.6.1).
1 1m Sinne einer erheblich rascheren Verfiigbarkeit von ATP, dessen Synthese im Rahmen der (an)aeroben
Glykolyse zwar ineffizienter, aber deutlich schneller stattfindet.
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4.8 Wechselwirkungen zwischen Metabolismus, Struk-

tur und angeborener Immunitit: Ein mogliches
Modell fiir die Folgen des CRIF1 knock-outs

4.8.1 Dynamikder mitochondrialen Morphologie

Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass metabolischer Stress — beispielsweise bedingt durch
einen Abfall von Ay, eine Einschrankung der OXPHOS-Aktivitét oder einen Anstieg der ROS-
Level—zu einerstarkeren Fusionder Mitochondrien fuhrt (,,Stress-induzierte mitochondriale Hy-
perfusion®) [184-186]. Diese strukturellen Alterationen werden als Kompensationsmechanismus
aufgefasst, durch den Funktionseinschrankungen oder Schaden einzelner Mitochondrien durch
Zusammenschliissezu einemgroReren Netzwerk ausgeglichen werden sollen. Ein zu weitreichen-
der Schaden oder Funktionsverlust hingegen resultiert in einer vollstandigen Fragmentierung der

Mitochondrien im Sinne einesimmanenten apoptotischen Prozesses [187].

Castanier et al. beobachteten nach Aktivierung der RLR-Signalkaskade fusionsabhéngige mor-
phologische Anderungen der Mitochondrien im Sinne einer verstirkten Netzwerkbildung,
wodurch der MAVS-basierte antivirale Signalweg verstarkt wird [100].12 Durch metabolischen
Stress induzierte reaktive Fusionsvorgange konnten somit die antiviralen Effektoren positiv be-

einflussen.t3

4.8.2 Die Bedeutung des mitochondrialen Netzwerkes fiir die Bildung von MAVS-
Prionen

Hou et al. haben erstmals postuliert, dass MAVS nach Virusinfektion zu Prion-ahnlichen Aggre-
gaten zusammengeflgt wird (vgl. 1.2.5); Jin et al. konnten zeigen, dass MAVS-Aggregate eine
verstarkte antivirale Zytokinantwort aufweisen [96, 188]. Vor kurzem berichteten Cai et al., dass
die Prionbildung von MAV'S RIG-I-abhangig ist und dass es sich bei diesem Prionen-Konzept
maoglicherweise um ein evolutionér konserviertes Struktur- und Aktivierungsmerkmal zumindest
bei Immunrezeptoren handelt [189]. Shi et al. schlielich haben einen Regulationsmechanismus
vorgeschlagen, nachdem MAVS in nicht-stimulierten Zellen in einem Zustand der Selbstinhibi-
tion vorliegt [190]. Durch die Prionen-Formung wirden sich bis dahin gegenseitig blockierende

Signalelemente frei gelegt und damit die nachgeordnete antivirale Signalkaskade aktiviert.

12 Djes konnte sowohl fiir Virusinfektionen als auch fiir artifizielle Stimulation mittels poly 1:C nachgewiesen werden.
13 FCCP hingegen verursacht keinen ,,metabolischen Stress*, sondern fuhrt tiber chemische Entkoppelung zur vollstan-
digen mitochondrialen Fragmentierung und Funktionsverlust, vgl. 4.4.
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Es erscheint vorstellbar, dass die MAVS-Aktivierung im Sinne einer Prion-Bildung und insbe-
sondere der nachfolgend ablaufende Prozess der MAV'S-Selbstaktivierung durch Umwandlung
nativen MAVS mittels Prion-MAVS in entsprechende neue Aggregate, durch Fusionsprozesse,
ein vergroRertes und dichteres mitochondriales Netzwerk und damit einhergehend raumliche An-

naherung leichter und insbesondere schneller ablaufen kann.

4.8.3 Zusammenfassende Hypothese iiber die metabolisch-strukturell-immunolo-
gischen Folgen des CRIF1 knock-outs

Diein 4.8.1und 4.8.2 beschriebenen Uberlegungenkdnnten eine Erklarung fiirdie in der Literatur
bereits mehrfach gezeigten Verstarkungseffekte mitochondrialer Fusion auf die antivirale Immu-
nitat liefern. Ebenso kénnten die durch CRIF1 knock-out erzeugten metabolischen Effekte tiber
derartige strukturelle Konsequenzen die ermittelten Auswirkungen auf die angeborene antivirale
intrazellulare Immunitaterklaren: Durch denmittels Deletion von CRIF1 hervorgerufenen Trans-
lationsabbruch der Atmungskettenproteine kommt es zu einem deutlichen Riickgang des zellula-
ren Sauerstoffverbrauches und des mitochondrialen Membranpotentials, wahrscheinlich bei
gleichzeitigem Anstieg der ROS-Level. Dieser metabolische Stress fuhrtim Sinne eines Kom-
pensationsmechanismus zu Fusion und Netzwerk-VergroRerung/-Verdichtung der Mitochond-
rien. In diesem Zustand einlaufende RLR-vermittelte antivirale Signale flihren zu einer verstark-
ten und beschleunigten MAVS-Prionbildung und in Folge dessen zu steigenden antiviralen Zyto-
kinleveln (Abbildung 4.1).

Dies wiirde in Einklang stehen mit anderen im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen:
Ohne Stimulation sind keine signifikanten Alterationen der Zytokinproduktion darstellbar, was
bei fehlenden MAVS-Prionen und daher autoinhibitorischem Zustand auch nicht zu erwarten
waére. Zudem st der positive Effekt des CRIF1 knock-outs durch Blockade des IFNAR zu durch-
brechen, da selbst bei erleichterter Prionen-Bildung eine suffiziente antivirale Immunantwort auf
die Selbstverstarkungspotenz der Typ | Interferone angewiesen ist. Auch das gegenléufige Bild
bei FCCP-bedingtem Zusammenbruch des Membranpotentials scheint schlissig, da, wie oben
dargestellt, chemische Entkoppler einen dramatisch starkeren Effekt auf das Membranpotential
haben als der vergleichsweise ,,langsame* Verlust von Proteinexpressiondurch CRIF1 knock-out.
Infolge dessen sind FCCP-behandelte Mitochondrien nicht mehr in der Lage, ihre Funktionsein-
schrankung durch Fusionsprozesse zu kompensieren und zeigen stattdessen fragmentierte Struk-

turen.

Gemal dem vorgeschlagenen Modell, hétte also der knock-out von CRIF1 unmittelbare metabo-
lische Folgen, die sich im Weiteren auf die Struktur der Mitochondrien auswirken und dadurch
wiederum, mdglicherweisein Verbindung mitdem verénderten Metabolismus, die VVoraussetzun-
gen fur eine gesteigerte antivirale Aktivitat bilden. Somit wére CRIFL1 in seiner physiologischen
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Funktion ein Faktor, der das mitochondriale Netzwerk in metabolisch-struktureller Homoostase
hélt und damit einer iberschiefenden Antwort der angeborenen intrazelluldren antiviralen Immu-
nitat entgegenwirkt.

A

Mitochondrien

MAVS
Monomere

MAVS
Prionen

Typ | Proinflammato-
Interferone rische Zytokine

RIG-I

%RNA—V"US

MAVS
onomere

Prionen

Mitochondrien

Typ | Proinflammato-

RIG-I f|> Interferone rische Zytokine

Abbildung 4.1 Verstarkte antivirale Immunantwort durch mitochondriale Fusion und Netzwerkinten-
sivierung nach CRIF1 knock-out. (A) Die Aktivierung von RLRs wie RIG-| durch RNA-Viren initiiert durch
CARD-CARD-Interaktionen zwischen RIG-I und MAVS eine antivirale Signal- und Effektorkaskade. Nach
Ausldsung entwickelt sich eine selbst erhaltende und verstarkende MAVS-Prionen-Bildung, infolge derer
auch die nachgeordneten Signalkinasen und Transkriptionsfaktoren aktiviert werden und die Produktion von
Typ | Interferonen und proinflammatorischen Zytokinen beginnt. (B) Nach knock-out von CRIF1 ergeben sich
eine Reihe metabolischer Anderungen wie der Verlust der Atmungskettenkomplexe, eine Red uktion d es mi-
tochondrialen Membranpotentials oder eine Abnahme desintrazelluldren Sauerstoffverbrauches. Diese und
andere metabolische Stressoren (insbesondere ROS) bedingen als kompensatorische Antwort hierauf ein
Uberwiegen mitochondrialer Fusionsprozesse und somit eine intensivierte —auch dreidimensionale — Netz-
werkbildung. Hierdurch wird nach Virusinfektion die RLR-initiierte MAVS-Prionbildung verstarkt und verein-
facht. Dadurch ergibt sich ebenso eine gesteigerte Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskade und somit
eine erhohte Syntheserate an antiviralen Effektoren. Schematische Darstellung.



96

5 Zusammenfassung

Die Mitglieder der RIG-I like Helikasen sind zytoplasmatische Mustererkennungsrezeptoren des
angeborenen Immunsystems. Sie erkennen virale RNA im Zytoplasma infizierter Zellen und I6-
sen in der Folge eine Signalkaskade iber den mitochondrial lokalisierten Adapter MAVS aus, die
ein transkriptionelles Genprogramm induziert, dasdie Replikation und Vermehrung des Virus in
den befallenen und benachbarten Zellen erschwert.

Die Suche nach Interaktionspartnem von RIG-I in unserer Arbeitsgruppe hatte in einem Experi-
ment, das Proteine, die mit RIG-1 co-immunoprazipitieren, massenspektrometrisch analysierte,
das mitochondriale Protein CRIF1 als potentiellen Interaktionspartner von RIG-I identifiziert
Auch wenn sich die direkte Interaktion mit RIG-I als Artefakt herausstellte, hatten die Daten ge-
zeigt, dass die Herunterregulierung von CRIF1 mittels sSiRNA zu einer verstarkten Replikation
von RNA-Viren und zu einer verminderten Produktion von Interferon-induzierten Zytokinen
fuhrt.

Fur die loss of function Experimente waren ein siRNA-vermittelter Knock-down verwendet wor-
den. Da die Applikation von siRNA-Molekiilen in der Untersuchung von RNA-erkennenden
Mustererkennungsrezeptoren problematisch und fehleranféllig ist, sollte diese Beobachtung, die
CRIF1 eine Rolle in der antiviralen Immunitéat zuschreibt, mit einer weiteren - immunologisch

weniger Einfluss nehmende Methode - validiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher durch stabile Integration eines Cre-Rekombinase Kon-
struktes unter einem Doxycyclin-induzierbaren Promoter in einer murinen embryonalen Fib-
roblasten Zelllinie, in der CRIF1 von LoxP sites flankiert wird, ein stabiles induzierbares CRIF1
knock-out-System etabliert. Mit diesem erfolgte dann eine funktionelle Charakterisierung des
Proteins CRIF1, insbesondere in Hinblick auf seine Bedeutung fiir den mitochondrialen Metabo-

lismus und mittelbar fir die angeborene intrazellul&re antivirale Immunitét.

Die Depletion von CRIF1 bewirkte in diesem System nach Stimulation von MDAS mittels poly
I:C sowie nach durch RIG-I detektierter Infektion mit Vesicular Stomatitis Virus eine erhebliche
Zunahme der Produktion an Typ-I Interferonen und pro-inflammatorischen Zytokinen gegentiber
den Wildtyp-Kontrollen. Diese zentralen Effektorendes antiviralen Systems stehendamit flir eine
deutlich gesteigerte Aktivitatder RLR-Signalkaskade nach CRIF1knock-out. Zudemzeigen MEF
CRIF1 -/-eine erhdhte Suszeptibilitdt gegeniber Infektionmit VSV, darstellbar durch eine hdhere
Zahl infizierter Zellen und eine verstérkte Expression viraler Proteine. In metabolischer Hinsicht
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konnte eine Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials unter CRIF1 Depletion detektiert
werden. Dies wird mutmaBlich durch den sich nach Verlust von CRIF1 einstellenden Expressi-
onsabbruch fast aller mitochondrial kodierten Komponenten der Atmungskettenkomplexe her-
vorgerufen. Damit einhergehend zeigte sich funktionell eine Reduktion des intrazelluléren Sauer-

stoffverbrauches in diesen Zellen.

Seitihrer Entdeckung als priméres Organell des zellularen Energiestoffwechsels wurden zahlrei-
che Erkenntnisse Uber zuséatzliche immunologische Funktionen der Mitochondrien gewonnen.
Eine fundamentale Bedeutung der Mitochondrien als Signalknotenpunkt der zellul&ren Immuno-
logie ist mittlerweile nicht nur generell akzeptiert, sie werden vielmehr als kritisches Element
angesehen, als ,,[...] Herz der Immunitat* [191].

Durch die Charakterisierung der metabolischen und immunologischen Bedeutung von CRIF1 lie-
fertdie vorliegende Arbeit weitere Erkenntnisse tiber die bedeutenden Wechselwirkungen zwi-
schen Mitochondrien, zellularem Metabolismus und MAV S-basierter antiviraler Immunitat.
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7 Verzeichnis der Abkiirzungen und
AKronyme

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

ADP/ATP Adenosindiphosphat/ Adenosintriphosphat
bp Basenpaare

BSA Bovine serumalbumin

CARD Caspase activation and recruitment domain
Cardif CARD adapter inducing interferon-beta
CCCP Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon
cDNA Komplementare DNA

CIAP Calf intestinal alkaline phosphatase

CmMVv Cytomegalievirus

CO:; Kohlenstoffdioxid

COX5B Cytochrom ¢ Oxidase Untereinheit 5B

Cre Cre-Rekombinase

CRIF1 CR6-interacting factor 1

CytC CytochromC

d Tag

ddH-0 doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified Eagle ‘s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dsRNA Doppelstrang-RNA

E. coli Escherichiacoli

ECAR Extracellular Acidification Rate

EIf3 E74-Like Factor 3

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescent activated cell sorting

FADH: Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
FCCP Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone

FCS Fetal calf serum
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GADDA45GIP1

GFP
GOl
GPX1
GSH
GSSG
H*
H.O
H>0;
HCL
HIFlo
HO-1
HPRT
HSV
IFN
IFNAR
IKK-a/-g/-p
IP10
IPS-1
IRF3/7
ISG

V]

kbp
kDa

kJ
LDL
LGP2
LPS

M
MAM
MAVS
MCS
MDAS5
MEF
Mfnl/2
MHC
mM

Growth arrest and DNA-damage-inducible 45-gamma interacting protein 1
Green Fluorescent Protein

Gene of Interest

Glutathion Peroxidase 1

Glutathion

Glutathiondisulfid

Wasserstoffproton

Wasser

Wasserstoffperoxid

Wasserstoffchlorid

Hypoxia inducible factor 1-a
Hamoxygenase 1
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Herpes simplex Virus

Interferon beta

Interferon alpha/beta Rezeptor

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha/ beta/ gamma
Interferon-gamma induced protein 10 kDa
Interferon-beta promoter stimulator 1

IFN regulatory factor 3/ 7

Interferon stimulated genes

International Unit

Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

Kilo-Joule

Low Density Lipoprotein

Laboratory of genetics and physiology-2
Lipopolysaccharide

Molar

Mitochondria Associated Membrane
Mitochondrial antiviral signaling protein
Multiple Cloning Site

Melanoma differentiation-associated gene 5
Maus Embryo-Fibroblasten

Mitofusin 1/2

Major histocompatibility complex
Millimolar
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MOI
mol
MRNA
mROS
MSCV
mMtDNA
mTOR
MTS
mvV
NADH
NnDNA
NEMO
NFxB
NLS
nm

ns
Nur77
Oy
OCR
OPAl
OXPHOS
p.i.
PAMP
PBS
PCR
poly I:C
PRR
g(RT-)PCR
RIG-I
RLR
RNA
ROI
ROS
rpm
RT
rtetR
rTA

Multiplicity of Infection

Sl-Basiseinheit der Stoffmenge | entsprechend etwa 6,022*102% Teilchen
messenger RNA

mitochondriale ROS

Murine Stem Cell Virus

mitochondriale DNA

Mammalian Target of Rapamycin

Mitochondrial Targeting Sequence

Millivolt

Nicotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
nukledre DANN

NF-xB essential modulator

Nuclear factor kappa B

Nuclear localization Sequence

Nanometer

nicht signifikant

nuclear receptor subfamily 4 group A member 1 (=NR4A1)
Superoxidanion

Oxygen Consumption Rate

Optic Atrophy 1

Oxidative Phosphorylierung

post-Infektion

Pathogen-associated molecular Pattern
Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction

Polyinosinic: polycytidylic acid

Pattern recognition receptor

Quantitative real-time polymerase chain reaction
Retinoic acid-inducible gene |

RIG-I-like receptor

Ribonukleinsaure

Region of Interest

Reactive Oxygen Species

rounds per minute

Raumtemperatur

Reverser tet-Repressor

Reverser Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator
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SDS-PAGE
SiRNA
SOD

SS
STAT3
TANK
TAT
TBK1
Tet
tetO
tetR
TLR
TNF
TNFR
TRADD
TRAF
TRE
TRIM25
tTA
UTR
VISA
Vol%
VP16
VSV

wt

Aym

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
small-interfering RNA

Superoxid Dismutase

Einzelstrang

Signal transducer and activator of transcription 3
TRAF family member-associated nuclear factor B (NF-«B) activator
Tat-Peptid

TANK binding kinase 1

Tetracyclin

Tet-Operator

Tet-Repressor

Toll-like receptor

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor Receptor
TNFR1-associated death domain protein

Tumor necrosis factor receptor-associated factor
Tetracyclin Response Element

Tripartite motif-containing protein 25
Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator
Untranslatierte Region

Virus induced signaling adapter
VVolumenprozent

HSV Protein 16

Vesicular stomatitis virus

Wildtyp

Mitochondriales Membranpotential
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