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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Vereinfacht lassen sich die Aufgaben des Immunsystems in drei Bereiche
zusammenfassen [
1. Erkennung und Reparatur von Gewebeschéaden
2. Kontrolle mikrobiologischer Fremdorganismen, bei gleichzeitigem Erhalt
der Toleranz gegentiber gesunden, kdrpereigenen Geweben
3. Entsorgung alter oder krankhaft veranderter Zellen

Um diese Funktionen adéaquat ausfuhren zu kénnen, hat sich ein komplexes und
hochspezialisiertes System entwickelt, das kontinuierlich angepasst und kontrolliert
wird. Klassischerweise wird das Immunsystem multizellularer Organismen in zwei
Komponenten unterteilt: das angeborene/unspezifische und das adaptive/spezifische
Immunsystem, wobei es sich um zwei hochspezialisierte und voneinander abhangige
Komponenten eines Systems handelt. Beide Komponenten setzen sich jeweils aus
zwei Bestandteilen zusammen: die Immunzellen und die I8slichen Faktoren (z.B.
Abwehr- und Signalstoffe oder Antikdrper). Die Immunzellen werden als Leukozyten
(weile Blutzellen) zusammengefasst, welche mit den Erythrozyten (rote Blutzellen)
und den Thrombozyten (Blutplattchen) im Knochenmark aus gemeinsamen
Vorlauferzellen gebildet werden.

1.1.1. Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem kann als Standardprogramm der Immunitat
angesehen werden, welches in gewisser Auspragung in allen Organismen vorhanden
ist. Es wird charakterisiert durch rasche und stereotypische Reaktionen, ohne der
Ausbildung eines Gedéachtnisses 12, Das besondere Merkmal der angeborenen
Immunitat ist die keimbahnkodierte Mustererkennung [Bl, die beruhend auf einer
begrenzten Anzahl vererbter Rezeptoren durch eine spezifische Erkennung fremder
Muster (oder Entzindungsinduktoren) Krankheitserreger von korpereigenen
Geweben unterscheiden. Die Rezeptoren werden als Mustererkennungsrezeptoren
(engl.: pattern recognition receptors, PRR) bezeichnet [4. Diese Muster sind
evolutionar konservierte Strukturen bestimmter Pathogene und werden daher auch
als pathogen associated molecular pattern (PAMP = Pathogen assoziierte molekulare
Muster; oder: microbe associated molecular pattern = MAMP) bezeichnet 251, Diese
PAMP miussen durch ihre Struktur oder Ort des Vorkommens eindeutig von
korpereigenen  Strukturen unterscheidbar sein und reprasentieren meist
unveranderliche Strukturen einer grofReren Anzahl von Mikroorganismen, die haufig
fir das Uberleben der Pathogene essenziell sind 2. Von den PAMP werden die
danger associated molecular pattern (DAMP) unterschieden, die kdrpereigene Muster
beschreiben und deren Erkennung lokalisationsabhangig als endogenes Warnsignal
agiert (z.B. DNA aul3erhalb des Zellkerns). PAMP und DAMP werden gemeinsam
auch als Alarmine (oder Entziindungsinduktoren) bezeichnet, die eine Reaktion des
angeborenen Immunsystems auslosen [, Der entscheidende Vorteil der
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Mustererkennung beruht auf der Erkennung maoglichst vieler Pathogene durch eine
limitierte Anzahl im Genom kodierter Rezeptoren [2l. Die Mustererkennungsrezeptoren
kbnnen zellular als membrangebundene oder zytosolisch l6sliche Rezeptoren
vorliegen, oder auch extrazellular im Blutplasma (humoral, z.B. Komplementsystem)
lokalisiert sein Bl Eine Auswahl der Mustererkennungsrezeptoren wird in Abschnitt 1.4
beschrieben.

Die zellulare Komponente des angeborenen Immunsystems besteht im
Wesentlichen aus Phagozyten (Fresszellen), bestehend aus Makrophagen,
Granulozyten und dendritischen Zellen 126, Diese kdnnen Mikroorganismen Uber
Rezeptoren auf der Oberflache erkennen und internalisieren, um sie anschlie3end im
Zellinneren uber Effektormolekiile abzuttten. Eine wichtige Untergruppe bilden die
antigenprasentierenden Zellen (APZ). Die APZ koénnen nach Prozessieren des
phagozytierten Fremdmaterials Proteinfragmente prasentieren und bilden ein
wichtiges Bindeglied zwischen dem natlrlichen und dem adaptiven Immunsystem.
Weitere zellulare Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind Mastzellen,
naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und angeborene lymphatische Zellen (ILCs = innate
lymphoid cells) 26, Durch Aktivierung von Sensorzellen konnen weitere Botenstoffe
wie Zytokine (z.B. Interleukine und Interferone) freigesetzt werden. Diese
Mechanismen  fihren zur Bildung einer Immunantwort mit lokaler
Entztndungsreaktion. Dadurch wird der Organismus auf die Pathogene aufmerksam
gemacht, eine Abwehrreaktion durch Effektormolekile eingeleitet, das adaptive
Immunsystem aktiviert und ein entstandener Gewebeschaden repariert [],

1.1.2.  Das adaptive Immunsystem

Die zweite Komponente des Immunsystems ist auf Wirbeltiere beschrénkt. Das
adaptive/spezifische Immunsystem ist charakterisiert durch eine spezifische, auf
Grund der zugrunde liegenden klonalen Selektion und Proliferation verzégerte
Immunreaktion, die jedoch mit der Bildung eines immunologischen Gedachtnisses
einhergeht und bei einer Reinfektion schneller und starker einsetzt [1.3.6.8],

Das adaptive Immunsystem wird vorwiegend durch die Lymphozyten
reprasentiert. Die B- und T-Lymphozyten haben spezialisierte Antigenrezeptoren auf
ihrer Oberflache. Die Spezifitat der Antigenrezeptoren des adaptiven Immunsystems
wird nicht wie Mustererkennungsrezeptoren im Genom kodiert, sondern entsteht
durch zufallige somatische Rekombination durch Genumlagerungen. Ein spezifischer
Antigenrezeptor wird daher nur von den zugehdrigen Lymphozyten und deren
Nachfolgezellen (Klonen) exprimiert. Dieser Vorgang setzt verzdgert ein, erlaubt
jedoch die Erkennung nahezu jeder Antigenstruktur (12671 Die Antikorper bilden die
I6sliche Form des adaptiven Immunsystems und sind durch hochspezifische Bindung
an Pathogene oder Fremdstoffe (z.B. Toxine) fir deren Abwehr verantwortlich.

Die zwei Komponenten des Immunsystems arbeiten kooperativ, wobei die rasche
angeborene Immunreaktion die adaptive Immunreaktion einleitet. Beispielsweise
fordern einige Zytokine die Migration und Interaktion der Lymphozyten, andere
Zytokine fordern die Antigenprozessierung und Prasentation oder induzieren die
Expression ko-stimulatorischer Molekile auf Antigen-prasentierenden Zellen und
Lymphozyten. Dies ermdglicht die klonale Selektion spezifischer Lymphozyten mit
verzogerter, aber hochspezifischer adaptiver Immunreaktion und die Bildung eines
Immungedachtnisses [7:9:10],
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1.2. Viren als Krankheitserreger

Viren stellen besondere Krankheitserregern dar, da sie aufgrund ihrer einfachen
Ausstattung zur Replikation obligat auf eine Wirtszelle und deren
Replikationsmaschinerie angewiesen sind, keinen eigenen Metabolismus betreiben
und deshalb nicht als Mikroorganismen oder Lebewesen klassifiziert werden [11.12],
Viren werden daher als intrazellulare Parasiten beschrieben 111,

Die kleinste infektidse Einheit, das Virion, besteht aus einem Genom und
Proteinen (Abbildung 1). Das Virusgenom besteht aus DNA oder RNA, das als
Doppel- oder Einzelstrang (ds oder ss) vorliegen kann. Ein Einzelstrang-Genom kann
zusatzlich als plus/positiv oder minus/negativ unterteilt werden, abhangig von der
Polaritat (oder Lesefunktion) des Einzelstrangs. Entspricht die Polaritat der
messenger RNA (mRNA), dann wird das Genom als Plus (+)-Strang RNA/DNA
bezeichnet. Ist die Polaritat des Einzelstrangs jedoch der mRNA entgegengesetzt,
muss das Genom in einem Zwischenschritt umgeschrieben werden und wird als
Minus(-)-Strang RNA/DNA-Genom bezeichnet 'Y, Das Genom kann zusatzlich mit
Nukleoproteinen umhiullt sein. Genom und Nukleoproteine bilden den
Ribonukleoprotein-Komplex (RNP). Der RNP kann wiederum von einer weiteren
Proteinhille (Kapsid) und/oder einer Membran (Hille) umgeben sein 1. Die
Virushiille besteht aus einer zellularen Membran und kann mit unterschiedlichen
Proteinen besetzt sein, die sowohl zellularen als auch viralen Ursprung haben
konnen 11, Entsprechend dieser Bestandteile werden Viren anhand folgender
Klassifikationskriterien definiert [11;

1. Genom: RNA oder DNA, Doppel- oder Einzelstrang

2. Kapsidsymmetrie: helikal (entlang einer longitudinalen Achse) oder
kubisch-sphérisch (Rotationssymmetrie)

3. Vorhandensein einer Hulle

4. Grol3e eines Virions

5. Ort der Virusreplikation: Zellkern oder Zytoplasma

Ribonukleoprotein | Nukleoproteine Hiille
Komplex

Genom ‘
——— Membranproteine

Kapsid /

Abbildung 1: Aufbau eines Virions

Zentral liegt das virale Genom, bestehend aus DNA oder RNA. Das Genom ist mit Nukleoproteinen besetzt (blaue
Sterne) und bilden zusammen den Ribonukleoprotein-Komplex (RNP), welches von einem Kapsid (rotes
Sechseck) umgeben wird. Die Virushiille besteht aus einer zellularen Membran, die mit unterschiedlichen
Proteinen besetzt sein kann.

(Modifiziert nach Modrow et al. 1)
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Der Replikationszyklus eines Virus beginnt mit dem attachment (Anheftung) an
die Wirtszelle. Dies wird Uber Hullproteine (Membranproteine) oder Kapsidproteine (im
Falle eines hiullenlosen Virus) ermdglicht, die spezifisch an Rezeptormolekiile der
Wirtszelle binden 4, AnschlieBend folgt die Penetration des Virus in die Wirtszelle.
Einige Viren kdnnen ihre Membran mit der Wirtszellmembran fusionieren und ihren
Inhalt in die Zelle translozieren '3, Andere Viren penetrieren tber eine Rezeptor-
vermittelte Endozytose, wobei der Virusinhalt in Endosomen aufgenommen wird 1,
Zur Vermeidung der endosomalen Verdauung, wandern die Viren aus dem Endosom
in das Zytoplasma. Dies wird haufig Uber Kapsidproteine vermittelt 14, AnschlieBend
wird das virale Genom beim uncoating (Enthillung) aus dem Kapsid freigesetzt. Das
freie Genom muss nun an den Ort der Replikation gelangen. Alle DNA-Viren (mit
Ausnahme der Poxviren) replizieren im Zellkern. Daher wird das DNA-Genom in den
Zellkern Uiber Kernporen eingeschleust [*1, Bei RNA-Viren liegt nach dem uncoating
das Genom als Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) im Zytoplasma vor, wobei die
Nukleoproteine eine Verdauung des viralen Genoms verhindern. Nahezu alle RNA-
Viren replizieren im Zytoplasma und missen ihr Genom nicht in den Zellkern
einschleusen (mit wenigen Ausnahmen, z.B. den Influenzaviren). Durch die
Expression der viralen Gene kommt es zur Replikation des viralen Genoms, welches
sehr komplex und fir jede Virusart unterschiedlich verlauft. Hierbei werden die
zellularen Mechanismen der Wirtszelle vom Virus verwendet, wodurch viele Replikate
des Virusgenoms entstehen, die anschlie@Rend mit den Nukleoproteinen,
beziehungsweise dem Kapsid, zusammengefiihrt und freigesetzt werden. Behlllte
Viren werden entweder durch das budding mit der Zellmembran abgekapselt oder
Uber den Golgi-Apparat durch Exozytose freigesetzt. Unbehillte Viren werden
meistens durch die Lyse der Wirtszelle freigesetzt [,

Eine Virusinfektion kann auf der Seite des Wirtes ein breites Spektrum an
Reaktionen auslésen, die von Integration, chronischer Infektion und Ausheilung, bis
zum Zytokinsturm, Multiorganversagen und Tot des Organismus reichen. Die
Immunantwort der Wirtszellen wird dabei durch PRRs induzierte Zytokine wie
Interleukine oder Interferone gesteuert (Abschnitt 1.3) 14, Diese flihren zu typischen
Allgemeinsymptomen wie Fieber, Gliederschmerzen oder Abgeschlagenheit.

Viele Viren haben in den Millionen von Jahren ihrer Ko-Existenz mit den
Wirtsorganismen vielféaltige Evasionsmechanismen entwickelt, um die Initilerung einer
Immunantwort zu unterbinden oder eine bestehende Immunantwort zu
unterdriicken 4, Unter anderem umfassen die Evasionsstrategien die Verschleierung
viraler PAMPs vor den PRR, die Blockade der Signalkaskaden der PRR und die
Blockade der Interferon-Signalwege 5. Eine weitere Strategie ist die Inkorporation
des viralen Genoms in die Wirtszelle. Dies wird auch als latente Infektion bezeichnet,
wobei die Viren Uber langere Zeit in der Wirtszelle verweilen, bis der optimale
Zeitpunkt fUr die Reaktivierung und Replikation eintritt. Haufig brechen solche latente
Virusinfektionen wahrend einer Immunschwéache des Wirts aus 1112,
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1.3. Interferone

Interferone sind antiviral aktive Zytokine. Der schiitzende Effekt vor einer
Virusinfektion durch die vorherige Infektion mit avirulenten Viren wurde erstmals 1935
beschrieben ¢ und diese ,interferierende“ Funktion 1957 auf die Interferon-Zytokine
zuriickgefuhrt werden [7. Seither wurde gezeigt, dass Interferone wichtige
Effektorzytokine fur die angeborene antivirale Immunabwehr sind und das adaptive
Immunsystem stimulieren konnen 111,

Verschiedene Interferon-Zytokine sind bekannt, die alle einen Klasse-II-
Zytokinrezeptor aktivieren und in drei Typen unterteilt werden [1.2.11.18-21];

- Typ-l-Interferone (IFN-I): IFN-a und -B. IFN-a umfasst 14 Subtypen, die von
ebenso vielen Genen produziert werden. IFN-B wird von einem einzigen Gen
produziert. Sie konnen in nahezu allen Zellen produziert werden,
insbesondere wird IFN-a von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDZ)
gebildet. Viren und dsRNA sind potente Induktoren von IFN-I. Die Aktivierung
des membranstandigen, heterodimeren IFN-a—Rezeptors (IFNaR mit
IFNaR1- und IFNaR2-Untereinheiten), der auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert wird, fuhrt iber JAK1 und TYK2 zur Bildung des ISGF3-Komplexes
(STAT1, STAT2 und IRF9), welcher IFN-stimulated response elements
(ISRE) in Promotoren vieler interferonstimulierter Gene (ISG) bindet und
deren Expression einleitet (Abbildung 2). Weitere, weniger charakterisierte
Typ-I-Interferone sind IFN- €, K und w.

- Typ-ll-Interferon (IFN-II): IFN-y, wird nur in Leukozyten produziert, besonders
in NK- und T-Helfer-Lymphozyten. Es bindet einen anderen IFN-Rezeptor
(IFNGR), dessen zwei Untereinheiten (IFNGR1 und IFNGR2) jeweils mit JAK1
und JAK2 assoziieren und tUber Phosphorylierung von STAT1-Homodimeren
einen Transkriptionsfaktor IFN-y-activated factor (GAF) bildet und IFN-y-
activated sequences (GAS) in Promotoren aktiviert (Abbildung 2). Es dient der
Abwehr von intrazellularen Pathogenen.

- Typ-lll-Interferone (IFN-111): IFN-A 1, 2, 3 und 4. Diese Interferone werden nach
einer Virusinfektion produziert und wirken antiviral. Sie werden zur Interleukin-
10-zZytokinfamilie gezahlt und binden einen heterodimeren Rezeptor (IL10R2
und IFNLR1), dessen Expression auf einige Epithelgewebe im Korper (z.B.
Hepatozyten) beschrankt ist und dessen Aktivierung analog zu IFN-I Gber eine
ISGF3-Aktivierung von ISRE zur Expression von ISG fuhrt (Abbildung 2).

Die Vielfalt der ISG und deren Funktionen wurde von Schneider, Chevillotte &
Rice zusammengestellt 22, Im Blutplasma koénnen Interferone in basal geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden, die nach einer Virusinfektion deutlich erhéht
werden. Typ-Il-Interferone kdnnen autokrin, parakrin und systemisch wirken. Hierdurch
kommt es auch in nicht-infizierten Zellen zur Aktivierung von ISG, wodurch ein
antiviraler Alarmstatus aufrechterhalten wird 8. Zu den ISGs zahlen etliche PRR
(insbesondere zytosolische DNA- und RNA-Rezeptoren), interferon-regulating factors
(IRF) und Proteine der IFN-Signalkaskade zu den ISG 2224, Durch die gesteigerte
PRR-Expression entsteht eine erhdhte Pathogenerkennung, wodurch eine positive
Rickkopplung und Verstarkung der IFN-I-Induktion entstehen 24, Des Weiteren kann
die IFN-Produktion direkt durch die IRF-Expression gesteigert werden. Die
Promotoren von IFN-a und IFN-B verfugen uber Elemente, die von IRF aktiviert
werden 1?23l Insbesondere IRF3 und IRF7 sind in positiven Riickkopplungsschleifen
beteiligt 2223.25-27], Zudem sind einige 1SG als negative Regulatoren zur Vermeidung
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einer UberschieBenden IFN-Reaktion und Aufrechterhaltung der Homdoostase
involviert 231, Ferner umfassen die ISGs zahlreiche antivirale Effektormolekiile. Einige
ISG hemmen die virale Replikation, beispielsweise hemmen IFIT-Proteine und die
PKR die Translation viraler RNA, die 2'5‘-Oligoadenylat-Synthetase (OAS) fuhrt durch
Aktivierung einer Endoribonuklease zum Abbau viraler RNA 2281, Des Weiteren fuhren
Typ-I-Interferone zur Abtotung virusinfizierter Zellen durch direkte Aktivierung von NK-
Zellen und indirekt durch zytotoxische CD8-T-Zellen aufgrund vermehrter Expression
von MHC-Klasse-I-Molekulen [2:11.18],

Y7 IFN-a/p

IFNAR2

IFNAR1

Zellmembran

l Zytoplasma

(s ®

o GAF e

MAPK/JNK /

ISG

Abbildung 2: Intrazellulére Signalkaskade der Typ-I-Interferone

Dargestellt ist ein Querschnitt durch eine Kérperzelle mit der Zellmembran (rot) und dem Zellkern (schwarz). Der
heterodimere IFN-a-Rezeptor bildet sich nach Bindung von Typ-I-Interferonen (IFN-a/B) an die IFNAR2-
Untereinheit. Diese bindet anschlieRend die IFNAR1-Untereinheit zur Bildung des Rezeptorkomplexes bestehend
aus IFNAR1 und IFNAR2. Intrazellular sind die IFNAR-Untereinheiten entsprechend mit TYK2 bzw. JAK1
assoziiert. Nach Aktivierung von TYK2 und JAK1 wird der ISGF3-Komplex gebildet, bestehend aus dem
phosphorylierten Heterodimer STAT1/2 und IRF9. ISGF3 wandert in den Zellkern und aktiviert das ISRE-Motiv im
Promotor von ISG. Typ-I-Interferone kdnnen des Weiteren die Bildung des GAF-Komplexes (phosphorylierter
Homodimer aus STAT1) stimulieren. GAF wandert in den Zellkern und aktiviert GAS-Motive im Promotor von ISG.
Zusétzlich kdnnen Typ-I-Interferone die MAPK/JNK-Signalwege aktivieren. Der GAF-GAS-Signalweg wird
vorwiegend von Interferon-y nach Bindung an dessen IFN-y-Rezeptorkomplex verwendet. GAF wird hierbei nach
Aktivierung von JAK1 und JAK2 gebildet (nicht gezeigt). Typ-lll-Interferone binden einen heterodimeren Rezeptor,
der ebenfalls TYK2 und JAK1-assoziiert zur Bildung des ISGF3-Komplexes fiihrt.

GAF = gamma interferon activation factor, GAS = gamma interferon activation site, IFN = Interferon, IRF =
interferon regulatory factor, ISG = interferonstimuliertes Gen, ISGF3 = IFN-stimulated gene factor 3, ISRE = IFN-
stimulated response elements, JAK = Januskinase, MAPK/INK = mitogen-activated protein kinase/c-Jun amino-
terminal kinase- Signalwege, STAT = signal transducers and activators of transcription, TYK2 = Tyrosinkinase 2.
(Modifiziert nach Negishi et al. [, erganzt durch [22:23])
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1.4. Mustererkennungsrezeptoren

Die Mustererkennungsrezeptoren (PRR) wurden in Abschnitt 1.1.1 vorgestellt.
PRR kdnnen extrazellular im Blutplasma oder zellular vorliegen, wobei die zellularen
Formen in membrangebundene und im Zytoplasma losliche Rezeptoren unterteilt
werden 129, Die wichtigsten PRR sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Entscheidend fur die Funktion der PRR ist die Signalkaskade, die das
entsprechende Signal in der Zelle weiterleitet und zur Aktivierung von
Effektormolekilen oder Transkriptionsfaktoren fihrt (Abbildung 3) (4. Die Initialisierung
dieser Kaskade ist besonders abhangig von Adaptermolekilen mit denen die
Rezeptoren nach Aktivierung interagieren. Diese Adaptermolekile bilden die Briicke
zwischen erkanntem Fremdantigen und dem entstehenden Signal 291,

Die Toll-like Rezeptoren (TLR) bilden als Gruppe membranstandiger PRR die
Prototypen von Mustererkennungsrezeptoren, die in der Zellmembran oder in
Membranen intrazellularer Kompartimente von Immunzellen lokalisiert sind [29-32],
Diese heterogene Gruppe umfasst beim Menschen 10 TLR-Proteine, die
entsprechend der primaren Peptidsequenz in Subgruppen mit Erkennung verwandter
PAMP unterteilt werden 4191, Beispielsweise erkennen vier TLR (TLR 3, 7, 8 und 9)
virale Nukleinsduren und fuhren im Regelfall zur Produktion von Typ-I-
Interferonen 4291, Diese TLR sind endolysosomal lokalisiert. TLR9 erkennt virale DNA,
TLR7 und 8 erkennen Abbauprodukte einzelstrangiger viraler RNA (ssRNA = single
stranded RNA) 33l und TLR3 doppelstrangige virale RNA (dsRNA) [429.:34-37],

// Zytosol
Zellkern
DNA

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der Mustererkennungsrezeptor Signalkaskade

Dargestellt ist ein Querschnitt durch eine Kdérperzelle mit der Zellmembran (rot), einem Endosom (griin) und dem
Zellkern (schwarz). Mustererkennungsrezeptoren (PRR) sitzen im Zytosol oder membrangebunden an &uf3eren
oder inneren Zellmembranen. Ein PAMP (brauner Stern) aktiviert einen PRR, woraufhin entsprechende
Adaptermolekiile (Sechsecke) rekrutiert werden, die das Signal in den Zellkern tGibermitteln. Im Zellkern kommt es
zur Aktivierung der entsprechenden Gene. Dies fuhrt zur Produktion von Signalstoffen (gelbe Kreise), z.B.
Interferone oder proinflammatorische Zytokine. (Modifiziert nach Takeuchi & Akira 1)

Zellmembran

i.-_‘"*
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Auswahl humaner Mustererkennungsrezeptoren

Mustererkennungsrezeptoren

Lokalisation

AIM2

C1g-Komplement

cGAS

C-Typ Lektine

DAI

NOD-like Rezeptoren

RIG-I-like Rezeptoren

Scavenger Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren

Zytoplasma

Blutplasma

Zytoplasma

Zellmembran von
Makrophagen, DZ,
Neutrophilen;
Blutplasma

Zytoplasma

Zytoplasma

Zytoplasma

Zellmembran von
Makrophagen/ Monozyten,
DZ, Endothelzellen;
Blutplasma

Zellmembran oder
Endolysosom von
Makrophagen, DZ,
Lymphozyten,
Fibroblasten, Epithelien

Tabelle 1: Auswahl humaner Mustererkennungsrezeptoren
AIM2 = absent in melanoma 2, DAI = DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors, DZ = dendritische
Zelle, ds = double strand = Doppelstrang, iE-DAP = yD-glutamyl- meso-diaminopimelic acid, LPS =
Lipopolysaccharide, MDP = muramy! dipeptide, NOD = nucleotide-binding oligomerization domain, RIG-I = retinoic
acid—-inducible gene I, ss = single strand = Einzelstrang

(Modifiziert nach Peter et al. 1 und ergénzt Brubaker et al. [29)

PAMP
DNA

DNA, Strukturen von
Mikroorganismen,
Immunglobuline

DNA

Kohlenhydrate

DNA

Bakterielle
Zellmembran,
iE-DAP, MDP

Virale dsRNA, im
Falle von RIG-I mit
5’-Di- oder
Triphosphat-
Modifikation

Molekulare Muster
auf apoptotischen
Zellen,
Mikroorganismen,
alterierte
Proteine/Lipide

Bakterielle DNA,
Proteine, Lipide,
LPS; virale ssRNA,
dsRNA, DNA
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Doppelstrangige RNA ist von besonderem Interesse, da die meisten Viren zu
irgendeinem Zeitpunkt ihres Replikationszyklus dsRNA produzieren. Diese dsRNA ist
entweder Trager des viralen Genoms oder entsteht wahrend der Replikation von
ssRNA-Viren oder DNA-Viren 28], Anfang der 2000er Jahre wurden TLR-unabhangige
Interferonproduktion nach einer Virusinfektion beschrieben [353839 ynd parallel
konnten Yoneyama et al. zeigen, dass der Mustererkennungsrezeptor RIG-I eine
essenzielle Rolle in der Immunantwort auf dsRNA spielt [0,

1.5. Die RIG-I-like Rezeptoren

Die RIG-I-like Rezeptoren (RLR) sind eine Gruppe intrazelluléarer
Mustererkennungsrezeptoren, die auf die Erkennung viraler dsRNA spezialisiert sind.
Die RLR sind bei der Erkennung zytoplasmatischer viraler dsRNA beteiligt, wahrend
die TLR und besonders TLR 3, 7 und 8 auf die Erkennung extrazellularer oder
endosomaler viraler RNA spezialisiert sind 2%, Wahrend TLR3 (erkennt auch dsRNA)
membrangebunden am Endosom exprimiert wird, liegen die RLR im Zytoplasma im
Zytoplasma vor. Die Gruppe der RIG-I-like Rezeptoren umfasst drei verwandte
Enzyme: retinoic acid-inducible gene | (RIG-I), melanoma differentiation-associated
gene 5 (MDADS) und laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2). Die Entdeckung
von RIG-I geht auf die Dissertationsarbeit von Y.W. Sun im Jahre 1997 in
Leukamiezellen zurtick 3941 und Yoneyama et al. beschrieben die Rolle von RIG-I als
Mustererkennungsrezeptor (PRR) . LGP2 wurde 2001 durch Cui et al. 3942 ynd
MDA5S wurde 2002 durch Kang et al. erstbeschrieben 8943, Die Zugehdorigkeit von
RIG-I, MDA5 und LGP2 zu einer Rezeptorfamilie wurde aus Sequenzhomologien
(Ubereinstimmung, Abbildung 4) erkannt, die sich in drei Untereinheiten (Doméanen)
manifestieren [30.44-46;

- Die C-Terminale Doméane (CTD), auch als regulatory domain (RD) bezeichnet,
besitzt Funktionen zur Erkennung der dsRNA und Regulation der Bindung 4”]

- Die DExD/H box Domane, auch als Helikase Domane oder ,DECH"-Domaéane
bezeichnet. Diese Domane ist fur die RNA-Interaktion und die ATP-Hydrolyse
(Spaltung = ATPase) verantwortlich. Sie gehort zur Gruppe der Superfamily I
Helikasen, die strukturell in verschiedene funktionelle Sub-Domanen unterteilt
werden kann: Hel1, Hel2i und Hel2. Der Begriff ,Helikase“ wird meistens flr
Enzyme verwendet, die doppelstrangige DNA oder RNA abwickeln. DECH-
Helikasen haben viele unterschiedliche Funktionen, unter anderem die
Translokation entlang einem DNA- oder RNA-Strang oder die Verdrangung
RNA-gebundener Proteine in RNP 18l

- Die N-Terminale Domane = caspase activation and recruitment domain
(CARD). Sie ist die Signaldoméne, die zur Interaktion mit dem Adaptermolekul
MAVS bendétigt wird. Die CARD ist bei RIG-I und MDAS5 jeweils doppelt
vorhanden, bei LGP2 fehlt diese Signaldoméane
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N-Terminus DECH-Box Helikase C-Terminus

Lap2

Abbildung 4: Aufbau der RIG-I-like Rezeptoren

RIG-I, MDA5 und LGP2 bestehen jeweils aus einer zentralen ,DECH-Box Helikase“-Domane und einer ,C-
terminalen Domane” (CTD). RIG-1 und MDAS verfigen zuséatzlich tber eine ,N-terminale Doméane*, bestehend aus
2 CARDs.

(Modifiziert nach Berke et al. 5 und ergéanzt nach Bruns&Horvath % und Rodriguez, Bruns & Horvath ©91)

Die RLR werden in den meisten Geweben in basal niedriger Konzentration
exprimiert, allerdings ist deren Funktion in angeborenen Immunzellen wie
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen sowie einigen
Epithelzellen am besten charakterisiert 5%, Nach einer Interferonproduktion wird die
Expression der RLR als ISGs durch positive Riickkopplung gesteigert 1. Wahrend
die Funktion von LGP2 weiterhin ungeklart bleibt, ist die Erkennung viraler dsRNA als
PAMP durch RIG-I und MDAGS etabliert. Eine Ubersicht der durch RLR erkannten Viren
wurde von Goubau et al. erstellt 52, Allgemein wird RIG-I eine bedeutendere Rolle in
der Erkennung von negativ-Strang RNA-Viren und MDAS5 in der Erkennung von
positiv-Strang RNA-Viren zugesprochen 5%, Die unterschiedlichen Funktionsweisen
zur Erkennung der dsRNA von RIG-I und MDAS5 wird ausfuhrlicher in den Abschnitten
1.5.1 (RIG-I) und 1.5.2 (MDA5S) beschrieben. Eine ausfihrliche Zusammenstellung
des aktuellen Wissenstandes inklusive eines Vergleichs von RIG-I und MDAS erfolgte
durch Brisse and Ly 391,

RIG-I und MDAS liegen zunéchst zytosolisch in inaktiver Konformation vor und
werden nach Bindung des PAMP aktiviert % Fiir beide Rezeptoren ist eine oligomere
Filamentbildung entlang von dsRNA Molekilen bekannt, wobei die CARD nach auf3en
gerichtet sind. Diese Signaldomanen bilden ebenfalls Multimere und sind fir die
Interaktion mit dem Adaptermolekil mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS;
auch IPS1, VISA oder CARDIF genannt) verantwortlich, das in der aul3eren
mitochondrialen Membran lokalisiert ist [53l. Durch die Aktivierung von MAVS wird die
RLR-Signalkaskade ausgeltst (Abbildung 5): sobald die MAVS-Molekiile aktiviert
worden sind, bilden sie ein Aggregat an der mitochondrialen Membran. Hierdurch
kénnen weitere Adaptermolekulle rekrutiert und aktiviert werden: IKK und TBK1 sind
intrazellulare Molekile, die entsprechend die Transkriptionsfaktoren NF-kB, IRF3 und
IRF7 aktivieren 0531, Diese Molekile wandern in den Zellkern und kénnen antivirale
Gene aktivieren, darunter Typ-I-Interferone. Somit kommt es zur Expression von Typ-
I-Interferonen und anderen antiviralen Molekilen 54,

Die Aktivierung der MAVS-Molekile selber entspricht einer Prion-artigen
Multimerisierung 4. Als Prion wird ein Protein bezeichnet, das die Fahigkeit besitzt
andere Molekile desselben Proteins durch Konformationsdnderungen zu einer
Aggregatbildung zu aktivieren, die resistent gegeniiber Detergenzien oder Proteasen
sind. Die MAVS-Molekile bilden somit nach Aktivierung und Aggregierung eine stabile
und sich selbst-erhaltende Signalplattform an der &uf3eren mitochondrialen
Membran 54,
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Mitochondrium

Proinflammatorische
® Zytokine

Typ-Il-Interferone

Abbildung 5: Signalkaskade der RIG-I-like Rezeptoren
1) Virale dsRNA wird von einem RLR (RIG-I oder MDA5) erkannt. Die Rolle von LGP2, einem RLR ohne
CARD, ist hierbei weiterhin unklar
2) Nach Bildung eines Filaments an der dsRNA interagieren die CARD der RLR mit den CARD des
Adaptermolekiils MAVS, das an der &ufl3eren mitochondrialen Membran lokalisiert ist
3) Nach der Aktivierung von MAVS durch die RLR kommt es zur Aggregation der MAVS-Molekile durch
einen Prion-artigen Mechanismus
4) Die MAVS-Aggregate aktivieren weitere Signalmolekule IKKe und TBK1 iber Molekule der TRAF-Familie
5) Die Signalmolekiile phosphorylieren und aktivieren die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7
6) IRF3 und/oder IRF7 dimerisieren und wandern in den Zellkern, wo sie Promotoren der Typ-I-
Interferongene aktivieren
7) Nach der Genaktivierung kommt es zur Expression der Typ-I-Interferone.
8) Des Weiteren fihren MAVS-Aggregate Uber FADD/RIP1 und TRAF6 zur Aktivierung von NF-kB durch
Lésung von IkB.
9) NF-kB wandert anschlieRend ebenfalls als Transkriptionsfaktor in den Zellkern und fuhrt zur Expression
proinflammatorischer Zytokine.
(Modifiziert nach Rodriguez et al. [l und erganzt [4.19.29,30.45.46.50])

1.5.1. RIG-I (Retinoic acid Inducible Gene |)

RIG-I dient als Prototyp der RLR, dessen Funktion und Liganden am besten
charakterisiert sind. RIG-1 wird vom DDX58 Gen kodiert 59, Als PRR erkennt RIG-|
kurze dsRNA (mindestens 13-20 Nukleotide) % mit stumpfen Enden B%, die ein
spezifisches Diphosphat- (5’pp) 8 oder Triphosphat-Motiv (5’ppp) am 5'-Ende der
dsRNA tragt [571. Das 5'ppp entsteht durch virale Polymerasen im Zytoplasma, aber
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auch in eukaryotischer mRNA wahrend der Transkription im Zellkern, wird aber
posttranskriptionell vor Verlassen des Zellkerns modifiziert. Eukaryotische mRNA
erhalt dabei eine 57-Methylguanosinkappe, wodurch die Erkennung des 5’ ppp-PAMP
durch RIG-I inhibiert wird [05758] Ebenfalls wurde die Erkennung von langeren
dsRNAs (>200 Basen) ohne 5’ppp-Motif beschrieben, wie dem synthetischen
Liganden poly(l:C) B9, Allerdings wird die Entstehung von 5‘-pp-Enden in der
Herstellung von kurzem poly(l:C) vermutet 5°. Ferner wurde die Erkennung von poly-
U/UC-reicher Sequenzen durch RIG-I beschrieben 601,

Eine Besonderheit des RIG-I ist das Vorliegen in einer inaktiven und aktiven Form:
die basale, inaktive Konformation liegt vor, wenn RIG-I keine dsRNA gebunden hat.
Hierbei kommt es zu einer Autorepression, da die CARDs durch Bindung an die
Helikasen-Doménen an einer Interaktion mit anderen CARDs gehindert werden
(sogenannte CARD-Sequestrierung). Die aktive Konformation entsteht durch Bindung
einer dsRNA durch die Helikasen- und CTD-Doméanen, wodurch die CARDs freigelegt
werden 61, Nach der Dephosphorylierung folgt eine CTD-Ubiquitinylierung durch
Riplet beziehungsweise CARD-Ubiquitinylierung durch TRIM25 zur Stabilisierung der
aktiven Konformation (59,

Eine weitere Besonderheit ist die Fahigkeit des RIG-I entlang einer gebundenen
dsRNA durch ATP-Verbrauch zu translozieren (wandern). Die Translokation benotigt
einen Doppelstrang, wobei RNA-RNA (dsRNA) oder RNA-DNA-Hybride
gleichermalen als Vorlage dienen kénnen [%2, Diese Translokation ist zusatzlich eine
Voraussetzung fir die Bildung von RIG-I-Filamenten entlang der dsRNA, wodurch
eine effiziente MAVS-Aktivierung stattfinden kann [63, Die genauen Mechanismen der
Translokation und Filamentbildung sind noch Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen [63.64],

1.5.2. MDAS (Melanoma Differentiation Associated gene 5)

Die Funktion von MDAGS ist ahnlich gut charakterisiert wie die von RIG-I. MDA5
wird vom IFIH1 Gen kodiert 3%, Im Gegensatz zu RIG-I ist jedoch bisher noch kein
spezifisches PAMP oder virales Motiv als Ligand fur MDA5 im Detail beschrieben.
MDAS erkennt lange dsRNA, wie sie praferentiell von positiv-Strang Viren wéhrend
der Replikation produziert werden. Wie die Langendiskriminierung der RNA durch
MDAG5 bewerkstelligt wird, ist noch nicht im Detail geklart [4563.65.66],

Die Filamentbildung entlang der dsRNA unterscheidet sich von der von RIG-I:
MDAS betreibt keine CARD-Sequestrierung, sondern eine kooperative Bindung
entlang der dsRNA, die ATP-sensitiv ist [67-69, Die Filamentbildung ist in besonderem
MaRe von der CTD abhangig und verlauft ATP-unabhangig 779, Im Gegensatz zu
RIG-I fuhrt die Hydrolyse von ATP bei MDAS5-Filamenten zur Auflosung "1, Des
Weiteren wird vermutet, dass MDAS5 in einem dynamischen Equilibrium zwischen
offener und geschlossener Konformation vorliegt, wobei die geschlossene Form in
Abwesenheit des PAMP favorisiert wird, die ebenfalls starke Protein-Protein
Interaktionen unterdriickt (501,

Die antivirale Bedeutung des MDA5 wird durch Evasionsmechanismen
verdeutlicht, die bereits friih fir MDAS bekannt waren. Besonders die Virusgruppe der
Paramyxoviren produzieren V-Proteine, die eine Interferonproduktion durch MDA5
inhibieren 72, Mutationen in den Helikasen-Motiven fiihren bei allen RLR zum Defekt
der ATP-Hydrolyse-Fahigkeit. Bei MDAS fuhren Mutationen in Motiv | oder Il jedoch
zu einer hyperaktiven, RNA-unabhangigen Signalfunktion %73, Die Erkenntnis, dass
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MDAS5 an autoimmunen Reaktionen beteiligt sein kann fuhrte zur Entdeckung eines
medizinisches Korrelats dieser hyperaktiven MDA5-Formen, dem Aicardi-Goutieres
Syndrom (AGS), welches als Autoimmunerkrankung zu friihzeitiger neurologischer
Degeneration durch eine konstitutiv-aktive Interferonproduktion fihrt 674751 |m
Gegensatz zu RIG-I weist eine MDAS5-Defizienz keine intrauterinen
Entwicklungsstorungen im Mausmodell auf 50,

1.5.3. LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2)

LGP2 wird vom DHX58-Gen kodiert bildet unter den RLR eine Besonderheit 52
wie bereits beschrieben, besitzt LGP2 keine CARDs, wodurch eine direkte Interaktion
mit MAVS und somit eine antivirale Signalfunktion nicht moglich sind (Abbildung 4 und
Abbildung 5). Dies konnten Rothenfusser et al. bereits 2005 zeigen, als die
Uberexpression von LGP2, im Gegensatz zu RIG-I und MDADB, keine IFN-B-Aktivitat
ausloste [36],

LGP2 wird in den meisten Geweben konstant in basaler, jedoch geringerer
Konzentration als RIG-I exprimiert. Nach einer Virusinfektion oder Stimulation der
Zellen mit Interferonen oder poly(l:C) wird LGP2 als ISG verstarkt exprimiert [36:49.76],
Weiterhin ist bekannt, dass LGP2 spezifisch an dsRNA und nicht an ssRNA
bindet [36.77] unabhangig von der Anwesenheit eines Triphosphat-Endes (5'ppp) ["7L.
LGP2 bindet dsRNA ebenfalls mit der C-terminalen Domane (CTD) [78], jedoch ohne
die Bildung von Dimeren [78 oder Filamenten [7°],

Aufgrund der Abwesenheit einer Signal- oder Interaktionsdomane (CARD) lasst
sich die Funktion von LGP2 schwieriger einordnen. Daher wurden bereits mehrfach
regulatorische Funktionen von LGP2 vermutet [98% Eine Zuweisung einer
eindeutigen Rolle von LGP2 in der RLR-Signalkaskade wird jedoch weiterhin durch
teilweise widersprichliche Ergebnisse kompliziert. Dabei scheint LGP2 eine
bifunktionelle, konzentrationsabhangige Rolle einzunehmen: eine positive Regulation
der antiviralen Immunantwort durch RLR (besonders MDAS) in basaler LGP2-
Konzentration, sowie eine negative Regulation nach gesteigerter LGP2-
Expression [79],

Zunachst konnten Rothenfusser et al. zeigen, dass die Uberexpression von LGP2
die RIG-l-abhangige Interferon-Antwort inhibiert 3¢, Hierbei wurde eine regulierende
Funktion durch Konkurrenz um die dsRNA vermutet 36771, Folgend konnte gezeigt
werden, dass diese negative Regulation unabhangig von der Bindung des LGP2 an
die dsRNA ["8 und auch unabhéngig von der ATPase Funktion ablauft [73l, Saito et al.
wiesen eine direkte Interaktion zwischen der CTD von LGP2 und der Helikasen-
Doméne von RIG-I nach, die zur Suppression der RIG-I-Signale fiihrt 7], Diese
inhibitorische Funktion von LGP2 konnte auch auf der Ebene von MAVS gezeigt
werden. Hier scheint eine direkte Proteininteraktion unabhangig von einer dsRNA-
Bindung oder einer Virusinfektion vorzuliegen, bei der eventuell die Signalfunktion von
MAVS Uber IKK durch LGP2 gestort wird 78], Ferner wurden hemmende Einfliisse von
LGP2 auf die TRIM25-abhangingen RIG-I-Ubiquitinylierung upstream von MAVS 81
und Hemmung der IRF3- und NF-kB-Aktivierung downstream von MAVS durch
Interaktion mit TRAF [82 beschrieben.

Eine positiv-regulatorische Funktion von LGP2 ist fir MDA5S bisher am besten
charakterisiert [8384, Diese Funktion ist abhangig von der ATP-Hydrolyse, wobei das
volle LGP2 zur Augmentation der MDA5-Aktivitat bendtigt wird 71, Die synergistische
Funktion mit MDAS wurde von der Entdeckung gestutzt, dass auch die ATP-Hydrolyse
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von LGP2 durch die V-Proteine der Paramyxoviren inhibiert wird [, Die Interaktion
zwischen LGP2 und den V-Proteinen verhindert die Koaktivierung von MDADS, ist
jedoch ohne Einfluss auf die inhibitorische Funktionen von LGP2 8¢, Besonders Bruns
et al. konnten einen Mechanismus fr die modulierende Wirkung von LGP2 auf MDA5S
belegen. Es zeigte sich, dass LGP2 zur effizienten Filamentbildung von MDAS5
beitragt, wobei die Anwesenheit von LGP2 zur schnelleren Ausbildung vermehrter,
aber kiirzerer MDA5-Filamente fuhrt, die jedoch in ihrer Signalwirkung starker sind 1791,
Eine eigene Filamentbildung von LGP2 konnte allerdings ausgeschlossen werden 79,
Des Weiteren zeigte sich eine dichotome Wirkung von LGP2: in geringer
Konzentration wirkt LGP2 fordernd auf MDAS, in héheren Konzentrationen allerdings
hemmend [79,

Die Hoffnung eine Klarung der Rolle von LGP2 in der Modulation des RLR-Signals
durch knockout Mausmodelle zu erreichen, wurde bisher nicht erflllt. Drei
unabhéngige LGP2-defiziente Mausmodelle wurden publiziert, jedoch mit
unterschiedlichen, teils widersprichlichen Ergebnissen. Venkataraman et al. [
beschrieben, dass die LGP2-Defizienz in Mausen zu einer vermehrten
Interferonproduktion nach Stimulation der Zellen mit poly(l:C) fuhrt. Ebenso ist die
antivirale Immunantwort nach Infektion mit dem durch RIG-I erkannten Vesicular
stomatitis Virus (VSV) in LGP2-defizienten Zellen erhoht. Die Infektion mit
Encephalomyocarditis Virus (EMCV), das spezifisch von MDA5 erkannt wird, flhrte
bei LGP2-Defizienz jedoch zu verminderter Interferonproduktion. Diese Ergebnisse
stitzten die bifunktionelle regulatorische Rolle des LGP2. LGP2-defiziente Zellen
zeigten dabei eine erhdhte Resistenz gegenuber VSV. Daraufhin fihrten Satoh et al.
weitere Virusinfektionsversuche mit LGP2-defizienten Mausen durch 4. Hier zeigte
die LGP2-Defizienz eine verminderte antivirale Antwort durch RIG-1 und MDA5 nach
Infektion mit Mengovirus, VSV, EMCV oder Sendai Virus (SeV), sowie die
Abhangigkeit dieser antiviralen Effekte von der ATPase-Funktion von LGP2. LGP2
zeigte jedoch keine essenzielle Rolle in der antiviralen Immunabwehr, sodass trotz
einer LGP2-Defizienz eine Interferonproduktion nachweisbar war. Dies fiihrte zur
Hypothese, dass LGP2 eine Ubergeordnete augmentierende Rolle fir die Funktion
von RIG-I und MDAS spielt. Zuletzt zeigten Suthar et al. eine nicht essenzielle
Funktion von LGP2 fur die antivirale Immunantwort in LGP2-defizienten Mausen, die
jedoch bei LGP2-Defizienz reduziert auftritt 88, Des Weiteren lieR? sich eine wichtige
Rolle von LGP2 fiir das Uberleben von CD8*-T-Lymphozyten nachweisen (8],

Weitere Funktionen von LGP2 unabhéngig von der RLR-Signalkaskade sind
beschreiben: Widau et al. zeigten, dass LGP2 bedeutend flr die zellulare Resistenz
gegenuber ionisierender Strahlung ist, indem LGP2 die zytotoxischen Effekte nach
Bestrahlung mindert. Dies wurde auf eine Verminderung der Interferonproduktion
durch erhohte Expression des LGP2 zurlickgefiihrt 8%, Neuere Untersuchungen durch
Parisien et al. weisen auf eine NF-kB-Regulation durch LGP2 hin, wodurch die
strahlenabhangige NF-kB-Aktivierung moglicherweise beeinflusst wird 82, Liu et al.
zeigten, dass Pumilioprotein 1 (PUM1) einen negativen Regulator von Genen der
adaptiven Immunitat durch Suppression von LGP2 darstellt, wobei LGP2 als ,master
activator of innate immunity genes* beschrieben wurde [*%. Ferner ist eine Interaktion
von LPG2 mit Pumilioproteinen (PUM1 & PUM2) nach Infektion mit NDV (Newcastle
Disease Virus) beschrieben [Pl Die Komplexbildung der PUM zu antiviraler
Stressgranula mag eine weitere Funktion von LGP2 unabhangig von RIG-I oder MDA5
darstellen.

Des Weiteren ist eine Interaktion zwischen LGP2 und der RNA Interferenz (RNAI)
durch Dicer bekannt P2, Die Endoribonuklease Dicer (ebenfalls DExD/H Helikase
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Domane) produziert small interfering RNAs (siRNA) durch Spaltung viraler dsRNA.
Die siRNA bindet komplementéare virale RNA und fihrt zu deren Verdauung °2. Die
antivirale Aktivitat von Dicer in Sdugetierzellen ist allerdings noch umstritten. Van der
Veen et al. zeigten, dass die Inhibition von Dicer durch Interferone maglicherweise auf
dem ISG LGP2 beruht 92, Ahnliche Ergebnisse von Takahashi et al. zeigten eine
Interaktion von LGP2 mit TRBP, einem Kofaktor von Dicer [®3l. Die Hemmung der
TRBP-Interferenz fuhrte wahrend einer Infektion mit SeV zu vermehrter Expression
pro-apoptotischer Gene und somit zu einer gesteigerten Apoptose nach SeV-
Infektion. Dies stellt moglicherweise einen antiviralen Schutzmechanismus dar [°3,

Zusammenfassend lassen die bisherigen Studien keine einheitliche Einordnung
der physiologischen Rolle von LGP2 zu, weisen aber auf eine Funktion in der
antiviralen Immunantwort hin. Besonders die teilweise widersprtchlichen Ergebnisse
in Studien mit LGP2 knockout Mausen erzeugen starkes Interesse an der weiteren
Erforschung der Funktion von LGP2.
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1.6. Fragestellung

RLR spielen als Mustererkennungsrezeptoren eine wichtige Rolle bei der
Erkennung viraler Infektionen im Zytoplasma infizierter Zellen. Wahrend die
Familienmitglieder RIG-I und MDAGS in ihrer physiologischen Funktion inzwischen in
grolRer Detailtiefe charakterisiert sind, gibt es bisher widersprichliche Ergebnisse in
der Fachliteratur zur Funktion des dritten Familienmitglieds LGP2. Durch das Fehlen
einer Signaldoméne ist LGP2 selbststandig nicht zur Initierung einer antiviralen
Immunantwort befahigt. Es wurden jedoch bisher verschiedene regulatorische
Funktionen von LGP2 auf die antivirale Immunabwehr von MDA5 und RIG-I
beschrieben, teilweise jedoch mit widersprichlichen Ergebnissen. Die Ergebnisse der
bisherigen Studien beruhten dabei im Wesentlichen auf loss of function Experimenten
in knockout Mausmodellen oder transienten knock-down Versuchen mit siRNA. In der
vorliegenden Arbeit sollten durch CRISPR/Cas9 Geneditierung stabile LGP2-
defiziente Klone der humanen 1205lu Melanomzelllinie generiert werden, in der
Erwartung die bisherigen Studien zu komplementieren und die mdglicherweise der
Methodik geschuldeten Inkonsistenz bisheriger Ergebnisse zu umgehen.

Mit den neu generierten LGP2-defizienten Zelllinien sollten in funktionellen
Experimenten folgende Fragestellungen untersucht werden:

- Aufwelcher Ebene der RLR-Signalkaskade wirkt sich das Fehlen von LGP2
aus?

- Wie beeinflusst das Fehlen von LGP2 die zellulare Reaktion nach
Aktivierung von MDA5 und RIG-I mit den synthetischen Liganden
Triphosphat-RNA und poly(I:C)?

- Wie beeinflusst das Fehlen von LGP2 die zellulare Reaktion nach einer
Infektion mit Viren, die eine RLR-abhangige Immunreaktion induzieren?

- Welchen Einfluss hat das Fehlen von LGP2 auf die Replikationsfahigkeit
von Viren?

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob in vitro Experimente eine direkte
Interaktion  zwischen rekombinantem LGP2 und aufgereinigten viralen
Ribonukleoprotein-Komplexen nachweisen kdnnen. Diese Interaktion wurde als
Voraussetzung fir die Hypothese gesehen, dass LGP2 eine Wirkung auf RIG-1 und
MDAS Uber die Zuganglichkeitmachung der viralen RNA in RNP-Komplexen ausiiben
konnte.
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Material

Gerat
Begasungsbrutschrank
Chemi- und
Biolumineszenzdetektor
Durchflusszytometer
Elektrophoresekammer
Elektrophoresekammer —
Westernblot
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock
Konfokalmikroskop
Lichtmikroskop

Fluoreszenzleser

Neubauer Zahlkammer

PCR-Maschine

pH-Meter

Pipetten
- Elektronische

- Manuelle

RT-gPCR-Maschine

2. Material
2.1. Gerate
Produktname

Heraeus BBD 6220
Luminescent Image
Analyzer LAS4000 mini
FACS-Calibur
Sub-Cell® GT Cell
Owl™ Dual-Gel
Vertical
Electrophoresis
Systems

Axiovert 200M
Thermomixer

compact/comfort
Leica TCS SP5

Axiovert 25C
Mithras LB940

T3 Thermocycler

SenTix 41

Pipetus

Discovery Comfort
Eppendorf Research
Pipetman

LightCycler 480l
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Hersteller, Herkunftsort

(Land)

Heraeus Holding
GmbH, Hanau (D)
Fujifilm, Minato (J)

BD Biosciences, San
Jose (USA)
Bio-Rad-Laboratories,
Inc., Hercules (USA)
ThermoFisher Scientific,
Waltham (USA)

Carl Zeiss AG, Jena (D)
Eppendorf AG,
Hamburg (D)

Leica Microsystems
CMS GmbH, Mannheim
(D)

Carl Zeiss AG, Jena (D)
Berthold Technologies
GmbH, Bad Wildbad (D)
Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen (D)
Biometra GmbH,
Gottingen (D)

WTW Wissenschattlich-
Technische
Werkstatten, Weilheim

(D)

Hirschmann
Laborgeréate GmbH,
Eberstadt (D)

HT Lab AG, Pfaffikon
(CH)

Eppendorf AG,
Hamburg (D)

Gilson Inc., Middleton
(USA)

Roche, Basel (CH)



Material

Spannungsgerat
Spectralphotometer
Sterilwerkbank
Tank-Blotter

UV-Imager

Vortex

Zentrifuge

Model 200/20
NanoDrop 2000c
Laminar air flow (HB
2448)

Criterion™ Blotter

Alphalmager (302 nm)

2011 Macrovue
Transilluminator

Vortex-Genie 2
Centrifuge 5415R

Heraeus Multifuge
3L-R

Bio-Rad-Laboratories,
Inc., Hercules (USA)
ThermoFisher Scientific,
Waltham (USA)
Heraeus Holding
GmbH, Hanau (D)
Bio-Rad-Laboratories,
Inc., Hercules (USA)
Alpha-InnoTec GmbH,
Kasendorf (D)
Amershampharmacia
Biotech Europe GmbH,
Freiburg (D)

Scientific Industries Inc.,
Bohemia (USA)
Eppendorf AG,
Hamburg (D)
ThermoFisher Scientific,
Waltham (USA)

2.2. Allgemeine Chemikalien

Produktname
2-Mercaptoethanol
2-Propanol
Agarose

Acrylamid 30% - Rotiphorese Gel
30

Chloroquin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fraktion V Albumin (BSA)
Glyzin

Methanol

Milchpulver

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Schwefelsaure

TEMED =
Tetramethylethylenediamine
TRIS =
tris(hydroxymethyl)aminomethane
TRIS-Hydrochlorid

Tween-20

Zink Chlorid

Hersteller, Herkunftsort (Land)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Merck Millipore, Billerica (USA)
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

InvivoGen, San Diego (USA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Merck Millipore, Billerica (USA)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Apotheke des Klinikums der Universitat

Munchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
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2.3.

Produktname

Anti-Maus-1gG (H+L) HRP
konjugiert, Wirt: Ziege
Anti-Kaninchen-lgG (H+L) HRP
konjugiert, Wirt: Ziege

Anti-LGP2 DHX58 polyklonaler
Antikorper, Wirt: Hase

Anti-MDA5 (human) polyklonaler
Antikorper, Wirt: Hase

Anti-RIG-1 (human) monoklonaler
Antikdrper (Alme-1), Wirt: Maus
Anti-GAPDH-IgG-HRP
polyklonaler Antikorper, Wirt: Hase

2.4.

Produktname

NucleoBond® Xtra Maxi Plus EF
Plasmid Maxiprep kit

peqGOLD Gel extraction kit C-Line

peqGOLD Total RNA kit C-Line

SmartSeq DNA-Sequenzierungskit

DNA-Agarosegel-Elektrophorese:
- 6X Orange DNA loading
dye
- Ethidiumbromid
- O’Gene ruler mix (100 -
10.000 bp)

human IP-10-ELISA:
- BD OptEIA™ Human IP-10
ELISA-Set
- TMB substrate reagent set

Firefly-Luciferase-Assay
- Coelenterazin-h
- Passive lysis buffer

Antikorper

Hersteller, Herkunftsort (Land)
Bio-Rad-Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Bio-Rad-Laboratories, Inc., Hercules (USA)
Proteintech Europe, Manchester (UK)

Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale (USA)
Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale (USA)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)

Reagenziensatze (kits) und Zusatzprodukte

Hersteller, Herkunftsort (Land)
Macherey-Nagel, Diren (D)

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Eurofins Genomics, Ebersberg (D)
ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)

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

BD Biosciences, San Jose (USA)

BD Biosciences, San Jose (USA)

Promega Corp., Madison (USA)
Promega Corp., Madison (USA)
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Polymerase-Ketten-Reaktion

(PCR):
- PCR-tubes

- QuickExtract™DNA
extraction solution

- 5x Phusion-HF Puffer

- Primer

Reverse transcription quantitative

PCR (RT-gPCR):

Kapa Probe Fast gPCR

master mix (2x)

- RiboLock RNase Inhibitor

- Oligo(dT) Microbeads

- dNTP

- Reverse Transkriptase
Puffer

- Universal Probe Library

Sonde
- Primer

Westernblot:

- Amersham Hybond-ECL

0,45um Nitrozellulose
Membran

- DC Protein Assay Reagent

B,A&S

- Immobilon-P Membran;
0,45um, PVDF

- PageRuler prestained
protein ladder (10 — 170
kDa)

- SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrat

CellTiter-Blue® cell
viability assay
SYBR-Green Il
DNA stain clear G

Produkthame

Phusion High-fidelity DNA
Polymerase
T7E1-Endonuklease
RevertAid H Minus reverse
transcriptase

2.5.

Eppendorf AG, Hamburg (D)
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

(D)
NewEnglandBiolabs, Ipswich (USA)
Metabion GmbH, Steinkirchen (D)

Kapa Biosystems, Wilmington (USA)
ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)
Metabion GmbH, Steinkirchen (D)
ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)
ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)
Roche, Basel (CH)

Metabion GmbH, Steinkirchen (D)
GE-Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire
(UK)

Bio-Rad-Laboratories, Inc., Hercules (USA)

Merck Millipore, Billerica (USA)

ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)

ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)

Promega Corp., Madison (USA)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

(D)
Enzyme

Hersteller, Herkunftsort (Land)
NewEnglandBiolabs, Ipswich (USA)

NewEnglandBiolabs, Ipswich (USA)
ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)
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2.6. Material fur die Zellkultur

Produktname
Antibiotika
- Ampicillin
- Ciprofloxacin
- Penicillin / Streptomycin

LOsungen

- Fetales Kalberserum

- Kochsalzlésung 0,9 %

- L-Glutamine (200 mM in
0,85 % NacCl)

- Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS)

- Trypsin (10x)

- Tryptose-Phosphat

Nahrmedium
- Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium (DMEM,;
4,5 g/L Glukose)
- Opti-MEM, Serum-
reduziertes Kulturmedium

Verbrauchsmaterial

Kulturbehélter:

- 75 cm? Kulturflasche,
0,2 um Vent cap

- 10 cm Kulturplatte

- 6-well Mikrotiterplatte

- 12-well Mikrotiterplatte

- 24-well Mikrotiterplatte

- 48-well Mikrotiterplatte

- 96-well Mikrotiterplatte

- 96-well Mikrotiterplatte
unsteril

Serumpipetten:

- Stripette 5 mL
- Stripette 10 mL
- Stripette 25 mL

Pipettenspitzen:
- 10 pL weil3
- 200 pL gelb
- 1000 pL blau

Hersteller, Herkunftsort (Land)

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

Life Technologies, Carlsbad (USA)
B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)
Lonza, Basel (CH)

Lonza, Basel (CH)

Lonza, Basel (CH)
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Lonza, Basel (CH)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

Corning Inc., Corning (USA)

Corning Inc., Corning (USA)
Corning Inc., Corning (USA)
Greiner Bio-one, Kremsmunst (A)
Corning Inc., Corning (USA)
Corning Inc., Corning (USA)
Corning Inc., Corning (USA)
Brand GmbH, Wertheim (D)

Corning Inc., Corning (USA)
Corning Inc., Corning (USA)
Corning Inc., Corning (USA)

Gilson Inc., Middleton (USA)
Sarstedt Ag & Co., Nurnbrecht (D)
Sarstedt Ag & Co., Nurnbrecht (D)
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Zentrifugenrdhrchen:

- 1,5mL Easy Cap Sarstedt Ag & Co., Nurnbrecht (D)
- 2,0mL Sarstedt Ag & Co., Nurnbrecht (D)
- 15mL Greiner Bio-one, Kremsminst (A)
- 50 mL Greiner Bio-one, Kremsmiinst (A)

2.7. Transfektionsreagenzien

Produktname Hersteller, Herkunftsort (Land)
GeneJuice® transfection reagent  Merck Millipore, Billerica (USA)

Lipofectamine® RNAIMAX Life Technologies, Carlsbad (USA)
transfection reagent

TransIT-X2® dynamic delivery Mirus Bio, Madison (USA)

system

2.8. Stimulantien

2.8.1.  Synthetische Stimulantien

Stimulanz Beschreibung / Sequenz (5° — 3°) Hersteller,
Herkunftsort (Land)

5-pppRNA 1 GGCAUGCGACCUCUGUUUGA- Hergestellt durch in

UCAAACAGAGGUCGCAUGCC vitro Transkription

Hochmolekulares 1,5-8,0kb InvivoGen, San

poly(l:C) 2 Diego (USA)

(engl.: high molecular

weight; HMW)

Niedermolekulares 0,2—-1,0kb InvivoGen, San

poly(I:C) 2 Diego (USA)

(engl.: low molecular

weight; LMW)

OH-RNA-CO4 3 GCGCUAUCCAGCUUACGUA Metabion,
Martinsried (D)

poly(A:U) 4 InvivoGen, San
Diego (USA)

Interferon-f 1a, PBL Assay Science,

mammalian Piscataway (USA)

L In vitro transkribierte RNA mit einer Triphosphat-Gruppe am 5%-Ende. Durch komplementare
Sequenzen innerhalb des Stranges bilden sich intramolekulare Bindungen, wodurch eine
Haarnadelschleife (engl.: hairpin loop) und doppelstrangige Regionen aus 18 Basenpaare entstehen.
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2 Synthetisches Analog doppelstrangiger RNA, bestehend aus einer poly-Inosinsaure- und einer poly-
Cytidinsaure-Kette. Poly(l:C) dient als Ligand fur den Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3), sowie RIG-I und
MDAGS (Produktdatenblatt InvivoGen; online: http://www.invivogen.com/polyic-hmw; [59.94],

8 Nicht immunstimulatorische RNA. Sie diente zur Kontrolle bei Stimulationsversuchen mit den oben
genannten synthetischen Liganden Triphosphat-RNA und poly(l:C).

4 Synthetisches Analog doppelstrangiger RNA, bestehend aus einer poly-Adenylsaure- und einer poly-
Uridylsaure-Kette. Poly(A:U) dient als Ligand fiir den Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3). (Produktdatenblatt
InvivoGen; online: http://www.invivogen.com/polyau)

2.8.2.  Stimulationsplasmide

Genprodukt Vektor Promotor Wirkung

IRF3-5D pcDNA 3.1 CMV Downstream von
MAVS

RIG-I-CARD- pcDNA 3.1 Cmv Direkte MAVS-

Domaéane Aktivierung

MDA5-CARD- pcDNA 3.1 Cmv Direkte MAVS-

Domane Aktivierung

pcDNA 3.1 pcDNA 3.1 CMV Leervektor, Kontrolle

pl125-firefly- pGL3 P125 (IFN-B) Reporterplasmid;

luciferase firefly-Luciferase
gesteuert durch IFN-
B-Promotor

pRL-TK-Renilla pRL HSV-thymidine  Kontroll-Reporter;

kinase (TK) Bezogen von Promega

Corp., Madison, USA

2.8.3.  Viren
Virusname Beschreibung
Mengovirus C19A/C22A Mengoviren sind eine Untergruppe des

EMCV. Diese Mutante des Mengovirus
erlaubt  die Interferonproduktion  der
infizierten Zellen durch C19A/C22A-Mutation
im leader (L) Gen.

Zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. F.J.M. van
Kuppeveld, Department of Biomolecular Health
Sciences & Infectious Diseases & Immunology
Universitat Utrecht, Niederlande.

Sendai Virus (SeV) Cantell-Stamm; (-)ssRNA; Paramyxoviridae,

nicht-segmentiertes Genom
Bezogen von Charles River Laboratories (Wilmington,
MA, USA)

23


http://www.invivogen.com/polyic-hmw
http://www.invivogen.com/polyau

Material

Vesicular stomatitis Virus (VSV) Indiana-Stamm, Wildtyp; (-)SSRNA;

Rhabdoviridae, nicht-segmentiertes Genom.
Zur Verfugung gestellt von Oliver Ebert, Technische

Universitat Mnchen [25:96]

Vesicular stomatitis Virus P-GFP VSV mit green flourescent protein (GFP)

(VSV-WT P-GFP) markiertem P-Protein
Zur Verfugung gestellt von Oliver Ebert, Technische

Universitat Minchen [25:96]

Vesicular stomatitis Virus M51R VSV mit Met->Arg-Substitution an Position
(VSV-M51R) 51 des M-Proteins zerstort dessen

interferon-inhibierende Funktion
Zur Verfugung gestellt von Oliver Ebert, Technische
Universitat Minchen [95.96]

2.9. Verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung
1205Ilu Humane Melanomzelllinie isoliert aus einer

Lungenmetastase; adharent
Zur Verfugung gestellt von Dr. Robert Besch, Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen

A549 Humane Adenokarzinomzelllinie (alveolar-

epithelial); adharent
Bezogen von American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA)

BHK 21 Nierenfibroblastzelllinie eines Babyhamsters

(engl.: Baby Hamster Kidney cell); adharent
Bezogen von American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA)

HEK 293T Humane embryonale Nierenzelllinie (engl.:

Human Emybryonic Kidney cells); adhéarent
Bezogen von American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, USA)

2.10. Verwendete Programme

Programm/Datenbank Entwickler, Lizenz
Adobe lllustrator CS5.1 Adobe Systems Inc., Abteilungslizenz
ApE - A plasmid editor 2.0.47 M. Wayne Davis
online frei erhdaltlich: http://biologylabs.utah.edu/

jorgensen/wayned/ape/
EndNote X7 Thomson Reuters; LMU Campus Lizenz
FlowJo 7.6.1 FlowJo, LLC.; Abteilungslizenz
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Google Scholar
Graphpad Prism 5.01
Microsoft Office 2013
NCBI Blast

NCBI Pubmed

Google Inc., Lizenz der Universitatsbibliothek
Munchen

GraphPad Software, Inc.; Abteilungslizenz
Microsoft Corporation; Studenten-Lizenz

National Center for Biotechnology Information
online: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
Datenbank MEDLINE der U.S. National Library of
Medicine, Lizenz der Universitatsbibliothek
Minchen
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3. Methoden
3.1. Zellkultur

Sterile Zellkulturbedingungen wurden unter der Sterilwerkbank (Heraeus HB
2448, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) geschaffen, deren laminarer
Luftstrom das Eintreten von Fremdkorpern auf der Arbeitsflache erschwert. Die
Arbeitsflache wurde taglich mit UV-Licht dekontaminiert und zuséatzlich wéchentlich
gereinigt. Die Zellkulturen wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM,;
Glukose 4,5 g/L) geziichtet, mit folgenden Zusatzen:

Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zellkulturmedium BHK-21-Zellmedium
Fetales Kalberserum (FBS)! 10 %Vol 10 %Vol
L-Glutamin? 2 mM 2 mM
Ciprofloxacin® 10 mg/L 10 mg/L
Tryptosephsophat 1%
In DMEM In DMEM

Tabelle 2: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

fetales Kalberserum: wachstumsférdernd und mitogene Wirkung 971,

2L-Glutamin, eine nichtessenzielle Aminosaure, die als Vorstufe fir Ribonukleotide dient und als
Energiequelle verwendet werden kann 71,

3Anstatt Ciprofloxacin wurde zeitweise auch Penicillin/Streptomycin verwendet

Zellkulturbehéalter wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 96 % Luftfeuchtigkeit in einem
Begasungsbrutschrank (Hereaus, BBD 6220; Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) aufbewahrt. Die Zelldichte wurde unter einem Lichtmikroskop beurteilt.
Die Abl6ésung adhéarenter Zellen von der Kulturflache erfolgte nach Waschung mit
steriler Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) mit einer 1x Trypsinldsung. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte durch lichtmikroskopische Auszéhlung einer Neubauer
Zahlkammer nach Standardprotokoll.

Als unerwiinschte Kontamination sind besonders Mykoplasmen als intrazellulare
Erreger gefurchtet, die sich stark auf zellulare Expressionsmuster auswirken kdnnen
und somit Ergebnisse verfalschen kénnen. Daher wurden abteilungsintern monatliche
Mykoplasmentests der Zellkulturiberstande zur Qualitatskontrolle der Zellkultur und
als Reinheitsmarker der Zelllinien durchgefihrt.

Die Identitat der verwendeten Zelllinien wurde mittels short tandem repeats (STR)-
Analyse am Institut fir Rechtsmedizin der LMU Munchen Uberpruft. Durch Abgleich
mit der STR-Profil-Datenbank der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkultur (DSMZ), konnte die Identitat der verwendeten Zellen verifiziert werden.
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3.1.1.  Zellen Ausplattieren

Zu Beginn jedes Zellversuches wurden die benotigten Zellen auf der verwendeten
Mikrotiterplatte im Zellkulturmedium ausgesat (Tabelle 3), anschlieBend fur 24

Stunden im Brutschrank inkubiert und fur die Versuchszwecke verwendet.
(Anmerkung: Wenngleich die Zellzahl zu Versuchsbeginn standardisiert wurde, kann aufgrund
unterschiedlichen Wachstumsverhaltens einzelner Zellklone die Zellzahl zum Infektions- bzw.
Stimulationszeitpunkt abweichen.)

Ausgesate Zellzahl

Mikrotiterplatte Anzahl Zellen / well Medium / well
96-well 20.000 150 pL
24-well 60.000 450 pL
6-well 600.000 2 mi

Tabelle 3: Ausgesate Zellzahl

3.1.2. Transfektion von Zellen

Die Stimulation mittels synthetischer RNA (Abschnitt 2.8.1) oder DNA-Plasmiden
bendtigt eine transiente (vortiibergehende) Transfektion der Stimulanzien in die Zellen.
Die Stimulanzien missen daher mit einer lipophilen Hulle verpackt werden, um die
Zellmembran zu dberwinden. Diese Hille besteht aus einem Transfektionsreagenz.
In der Arbeit wurden zwei verschiedene Transfektionreagenzien verwendet, je nach
Nukleotidstruktur der Stimulanzien:

Verwendete Transfektionsreagenzien

Transfektionsreagenz Lipofectamine® RNAIMAX GeneJuice®
Stimulanz RNA (poly(l:C), poly(A:U), DNA (Plasmide)
Triphosphat-RNA)

Menge 1,0 ul je 6-well-Probe 3 UL : 1 pug DNA
Transfektionsreagenz 0,9 ul je 24-well-Probe;

0,1 pl je 96-well-Probe
Verdinnungsmedium Opti-MEM Opti-MEM

Tabelle 4: Verwendete Transfektionsreagenzien

Nach getrennter Verdinnung des Transfektionsreagenzes und der Stimulanzien
in Opti-MEM Kulturmedium (Life Technologies, Carlsbad, USA), wurden diese
getrennt fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben zusammengefuhrt und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, sodass
die Stimulanzien mittels Transfektionsreagenz verpackt werden konnten. Zur
Transfektion wurde das verpackte Stimulanz anschlie3end direkt in das Zellmedium
der ausplattierten Zellen hinzugegeben (50 uL) und fur 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert.
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3.1.3. Virusinfektion von Zellen

Als weiterer Aktivierungsassay der knockout Klone wurden diese mit Viren
infiziert, um Unterschiede in der Immunantwort zu untersuchen. Die verwendeten
Viren (Abschnitt 2.8.2) wurden zu Beginn einer Versuchsreihe aliquotiert und der
Virustiter eines Aliquots mittels TCID50 bestimmt (Abschnitt 3.6.1). Die Virusbesténde
wurden bei -80 °C gelagert.

Die Menge der zugegebenen Viren wird in MOI (=Multiplicity of Infection =
Multiplizitat der Infektion) angegeben, was der durchschnittlichen Anzahl infizierender
Partikel je Zelle entspricht. Die nétige Virusmenge der verwendeten Virusaliquots
wurde mithilfe des TCID50-Wertes wie folgend berechnet:

Einzusetzende Virusmenge [ml] = MOI x Zellzahl* / TCID50 [/ml]

1Die Zellzahl entspricht der ausgesaten Zellzahl zu Beginn des Versuches (Tabelle 3)

Der TCID50-Wert kann mittels folgender Gleichung in FFU-Wert eines Plaque-
Assays (=focus forming units) umgerechnet werden, entsprechend der Poisson’schen
Verteilung [°8;

FFU [/ml] = 0,69 x TCID50 [/ml]

Die bendtigte Virusmenge wurde in 50 pL Opti-MEM je Probe gel6st und in das
Zellmedium hinzugegeben. Die Virusarbeiten wurden in einer S2-Anlage der Abteilung

unter den entsprechenden Sicherheitsbedingungen durchgefihrt.

(Anmerkung: Als wichtige Ausnahme ist das Sendai Virus (SeV) zu nennen. Da dieses Virus auf
humane Zellen und Hamsterzellen nicht zytotoxisch wirkt, kann der Sendai-Virus-Titer nicht mittels
TCID50 gemessen werden. Hier wird die Virusmenge nach Angaben des Herstellers (Charles River) in
Units/ml (U/ml) angegeben und wurde aus den erworbenen Vorrat entsprechend verdinnt.)

3.2.  Erstellung von knockout (KO) Zellklonen
3.2.1. CRISPR/Cas9 Geneditierung

Das CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Pallindromic Repeats)/Cas
(CRISPR-associated)-System (CRISPR/Cas) entspricht einem prokaryotischen
Immungedachtnis. Es erlaubt fremde Nukleinsaure-Abschnitte nach einer Infektion
(z.B. durch Viren oder Plasmide) innerhalb ihrer CRISPR-Gen-Loci zu speichern und
sich dadurch vor einer Re-Infektion zu schitzen. Durch Produktion komplementéarer
crRNA (CRISPR-derived-RNAs) 9, kann die Re-Infektion der Zelle durch gleichartige
DNA erkannt werden. Mithilfe der Cas-Proteine (CRISPR-assoziierte Proteine) wird
die fremde DNA anschlieend zerstort, wodurch ein Schutz vor dem Pathogen
ermoglicht wird 19 Dieses System &hnelt der eukaryotischen RNAi (RNA-
Interferenz), mit der eukaryotische Zellen die Stilllegung von Genen steuern
konnen 19U, Urspriinglich wurde dieses System 1987 in E. Coli-Bakterien
identifiziert 1921 und in verschiedenen Spezies der Prokaryoten (Bakterien und
Archaeen) nachgewiesen 193104 Die CRISPR-Gene sind nach einem einheitlichen
Schema aufgebaut (Abbildung 6): kurze repetitive Sequenzen (repeat), die meist als
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Palindrome aufgebaut sind. Dazwischen ist die nicht-repetitive spacer-DNA
geschaltet, die den Fremd-DNA-Fragmenten entspricht (sogenannte protospacer).
Und schliel3lich benétigt jedes CRISPR-Gen eine leader/Promotor-Sequenz und die
Cas-Gene. Drei verschiedene CRISPR-Typen sind bisher beschrieben, die sich durch
Integration der spacer-DNA und Modifikation der crRNA unterscheiden [101.105],

Cas-Gene CRISPR

Abbildung 6: CRISPR/Cas-Gen-Aufbau

Das CRISPR-Gen besteht aus repetitiven Sequenzen (Repeat, haufig als Palindrom), die zwischengeschaltete,
nicht-repetitive Sequenzen (Spacer) flankieren. Zusatzlich wird ein leader/Promotor benétigt, sowie die Cas-Gene
(CRISPR-associated). (Modifiziert nach [101),

Die hier verwendeten Konstrukte der Firma Sigma-Aldrich basieren auf dem Typ-
[I-CRISPR/Cas-System, mit der Notwendigkeit eines 3-PAM (protospacer adjacent
motif; 5'“NGG-3‘, wobei N einem beliebigen Nukleotid entspricht) und verwendet eine
guideRNA (Abbildung 7). Die guideRNA bindet komplementér an eine Zielsequenz vor
einem 3‘-PAM im Zielgen (Tabelle 5) und aktiviert die Endonuklease Cas9 mithilfe
einer hairpin-Struktur. AnschlieBend fihrt die Cas9 einen Doppelstrangbruch
innerhalb einer Zielsequenz ein, der durch fehlerhafte Reparatur zu einer Mutation
fuhrt. Hierzu werden zunachst Wildtypzellen mit einem CRISPR/Cas9-Plasmid
transfiziert, welches fir die guideRNA und Endonuklease Cas9 kodiert (DHX58
SIGMA CRISPR Plasmid, CMV-Promotor gesteuerte CAS9-2A-GFP Kassette und U6
gesteuerte guideRNA; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die erfolgreich transfizierten
Zellen kdnnen mithilfe des ko-exprimierten green fluorescent protein (GFP; grin-
fluoreszierendes-Protein) mittels FACS-Sortierung isoliert, durch
Grenzverdinnungsklonierung vereinzelt (Aussaen 0,5 GFP-positiver Zellen je well
einer Mikrotiterplatte) und anschlieBend als Einzelzellklone weitergezichtet werden.
Die hierdurch geziichteten Zellklone werden durch anschlielende Analyse der DNA-
und Proteinexpression des Zielgens als knockout Klone verifiziert.

Verwendete guideRNA Zielsequenzen

Zielgen Sequenz (5' -> 39)

LGP2 CTTCGGTCCTACCAATGGGAGG
MDAS GAGGGCTGCCGGTTCTCCGGAGG
RIG-I GGGTCTTCCGGATATAATCCTGG

Tabelle 5: Verwendete guideRNA Zielsequenzen
Ein essenzielles Element fur die korrekte Funktion der CRISPR/Cas9-Konstrukte sind die enthaltenen PAM
(protospacer adjacent motif;, NGG) am 3'-Ende der Zielsequenzen.
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Zielsequenz v
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Cas9
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Abbildung 7: Funktionsweise der CRISPR/Cas9 Geneditierung

Dargestellt ist die guideRNA Zielsequenz eines Zielgens mit dem PAM (protospacer adjacent motif) und der
guideRNA. Die guideRNA bindet an komplementdre Abschnitte der Zielsequenz und aktiviert die Cas9-
Endonuklease. Diese fugt daraufhin einen Doppelstrangbruch im Zielgen ein. (Modifiziert nach Sigma Aldrich
(online: http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/crispr-cas9-genome-editing.html).

PAM

3.3. DNA-Analyse
3.3.1. DNA-Extraktion

Der erste Schritt jeder DNA-Analyse ist die Isolierung der DNA aus den zu
untersuchenden Zellen/Bakterien. Hierflr wird ein Extraktionspuffer verwendet, der
die Isolierung ohne Zentrifugationsschritte ermoglicht. Fur eine zufriedenstellende
DNA-Ausbeute wurden 1x10° Zellen verwendet und mit 50 pL der QuickExtract™ DNA
extraction solution (Biozym Scientific GmbH) mit folgendem Programm im
Thermocycler (Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland) inkubiert und anschlieRend
bei -20 °C gelagert:

Verwendetes Programm zur DNA-Extraktion

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min)
1. 68,0 17,0
2. 95,0 8,0

Tabelle 6: Verwendetes Programm zur DNA-Extraktion

3.3.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Entwicklung der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl: Polymerase-Chain-
Reaction, PCR) durch Kary Mullis im Jahre 1983 erlaubte erstmals die Synthese
groRer Mengen von DNA-Fragmenten mit technisch einfachen Mitteln [106],

Die Methode beruht auf der zyklischen Verdopplung einer DNA-Sequenz, die
somit eine exponentielle Vermehrung eines Genabschnittes erlaubt. Die Durchfiihrung
erfordert eine kleine Menge der isolierten DNA (=template) und zwei spezifische
Primer (kurze Oligonukleotide), die komplementar zur template-DNA binden kdnnen
und als Startpunkt fir die Replikation der Zielsequenz dienen. Die Synthese der neuen
DNA wird von einem hitzestabilen Polymerase-Enzym durchgefthrt (hier: Phusion-
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Polymerase, einem Fusionsprotein der Pfu-DNA-Polymerase und dem DNA-
Bindungsprotein Sso7d, wodurch die Bindung der Pfu an die DNA erhoht wird [107]),

Jeder Zyklus der PCR beginnt mit dem Denaturierungsschritt der Template-DNA
(Auftrennung der beiden DNA-Strange) bei hoher Temperatur. Beim folgenden
annealing (=Anlagerung) wird die Temperatur gesenkt, sodass die Primer an die
jeweiligen DNA-Strange binden koénnen. Wahrend des Elongationsschrittes
(Verlangerung) wird ein komplementarer DNA-Strang durch die Polymerase an den
Primer angehangt. Die Synthese wird von der Polymerase ausgehend von den vier
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (=dNTP) dA, dT, dC und dG katalysiert. [108],
Aufgrund unterschiedlicher Sequenzen besitzt jeder Primer spezifische physikalische
Eigenschaften (z.B. der Schmelzpunkt des Primers), die beispielsweise durch den
GC-Gehalt bestimmt werden. Daher sollte die annealing-Temperatur jeder PCR an
das Primer-Paar angepasst werden. Das verwendete PCR-Protokoll (Tabelle 7), die
Primer-Sequenzen (Tabelle 8) und Programme fur den PCR-Thermocycler (Biometra
GmbH, Gottingen, Deutschland; Tabelle 9) sind nachfolgend aufgefihrt.

Verwendetes PCR-Protokoll

Reagenz Menge

Template DNA 80 ng

Primer 1 (forward) 0,2 uM

Primer 2 (reverse) 0,2 uM

Phusion HF Polymerase 0,2 yuL = 0,4 Einheiten
dNTP 2mM

5x HF Puffer 10 pL

ddH20 ad 50 pL

Tabelle 7: Verwendetes PCR-Protokoll
Die Mengen der Reagenzien beziehen sich jeweils auf einen PCR-Ansatz.

Verwendete PCR-Primer fur die Amplifikation des Genabschnitts, in dem die
guideRNA-Zielsequenz liegt

Name Sequenz (5' -> 39)
LGP2-CRISPR-forward CCTGGGCAGACCTACCTACT
LGP2-CRISPR-reverse TCTTCACCATGCTGGGTCAC
MDAS5-CRISPR-forward AGGCACAGAGCGGTAGACC
MDA5-CRISPR-reverse CACATTTGGAAAGGGGCAAACG
RIG-I-CRISPR-forward GGGAAACGAAACTAGCCCGA
RIG-I-CRISPR-reverse CCTGGGCAGACCTACCTACT

Tabelle 8: Verwendete PCR-Primer fir die Amplifikation des Genabschnittes mit den guideRNA-
Zielsequenzen
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Verwendete PCR-Programme zur CRISPR/Cas9-Klon-Analyse

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Sek.)
LGP2 und RIG-I:
1. Denaturierung 98,0 210
2. Annealing 60,0 30
3. Elongation 72,0 30
Zyklen 36
MDAS:
1. Denaturierung 98,0 310
2. Annealing 62 30
3. Elongation 72,0 30
Zyklen 31

Tabelle 9: Verwendete PCR-Programme zur CRISPR/Cas9-Klon-Analyse

3.3.3.  Agarosegel-Elektrophorese

Die Analyse und Visualisierung der PCR-Produkte geschieht mittels Auftrennung
der Fragmente nach ihrer Lange in einem Agarosegel mithilfe eines Spannungsfeldes.
Hierzu wurde ein 1,0 % Agarosegel mit 1x TAE-Puffer zubereitet und mit 5 %
Ethidiumbromid versetzt, um die DNA-Fragmente unter Ultraviolettstrahlung (UV)
sichtbar werden zu lassen. Die DNA-Proben wurden, mit einem Ladepuffer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) gemischt, in die Ladekammern des
Agarose-Ethidiumbromid-Gels geladen. Zur Quantifizierung der einzelnen DNA-
Fragmentlangen wurde eine aus definierten DNA-Fragmenten bestehende DNA-
Leiter (ThermoFisher Scientific) als Standard in eine Kammer des Gels geladen.
AnschlieBend wurde die Auftrennung der DNA fir 30 Minuten in einer
Elektrophoresekammer (Bio-Rad-Laboratories, Hercules, USA) in 1x TAE-Puffer bei
100V durchgefuhrt. Durch das Spannungsfeld wird die negativ-geladene DNA zur
Anode hin nach ihrer Grél3e aufgeteilt, wobei die grol3eren Fragmente erschwert durch
das netzartige Gel wandern und daher kathodennahe bei den Ladekammern
verbleiben. Das Ethidiumbromid lagert sich als interkalierendes Salz an
doppelstrangige DNA oder RNA an. Nach Bindung wird die Fluoreszenz des
Ethidiumbromids verstarkt (Produktdatenblatt Sigma-Aldrich:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/e7637?lang=de). Durch eine UV-
Bestrahlung in einen UV-Transilluminator (Amershampharmacia Biotech Europe) oder
mittels Computer-gestitztem Alphalmager bei 302 nm (Alpha-InnoTec) werden die
DNA-Banden sichtbar.

3.3.4. T7-Endonuklease-1-Verdau

Die T7-Endonukleasel (T7E1) ist ein Enzym mit der Eigenschaft fehlgepaarte
Nukleotide in einer DNA-Probe zu erkennen und innerhalb der ersten drei
Phosphodiester-Bindungen in 5-Richtung einen Doppelstrangbruch einzufligen
(Produktdatenblatt NewEnglandBiolabs, Ipswich, USA; online: https://www.neb.com/
products/m0302-t7-endonuclease-i). Die T7E1 hat sich im Vergleich zu &hnlichen
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Enzymen (Surveyor, T4-Endonuklease-VII, Endonuklease-V) durch hohere
Sensitivitat in Erkennung von Mutationen bewahrt [109.110],

Die Durchfuhrung erfordert zunachst die Amplifikation der Zielsequenzen der
CRISPR/Cas9-Konstrukte mittels PCR aus jedem Einzelzellklon (Abschnitt 3.3.2).
Anschliel3end werden die PCR-Produkte jedes Zellklons mit einem PCR-Produkt aus
mit der Wildtyp-Zelllinie equimolar (1:1) vermischt und in einem 10 pl Ansatz mit 5
Einheiten T7E1 nach vorheriger Denaturierung fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch
Denaturierung und annealing der gemischten Probe entstehen drei mogliche
annealing-Produkte (Abbildung 8a): Wildtyp-Wildtyp, Klon-Klon und Wildtyp-Klon.

Wildtyp-Alel

Wildtyp-Wildtyp Klon-Klon Klon-Allel

\ T7-
Endonuklease 1
Wildtyp-Klon A

4

Elektrophorese

Korrekte Basenpaarung:
Klon-Klon oder

Wildtyp-Wildtyp

Spaltprodukte nach
T7-Endonuklease-
Verdau

b

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines T7E1-Assays

a) Die Wildtyp- und Klon-PCR-Produkte werden in einem PCR-tube vermischt. Der griin-markierte Bereich des
Klon-Allels stellt eine Mutation dar. Nach der Denaturierung kann es zu einer fehlerhaften Basenpaarung zwischen
einem Wildtyp- und einem Klon-Allel kommen (rote Blitze). Diese wird nach Zugabe der T7-Endonuklease erkannt
und ein Doppelstrangbruch eingefihrt.

b) Nach Agarosegel-Elektrophorese kann aufgrund des Bandenmusters beurteilt werden, ob eine Mutation in der
Zielsequenz vorliegt, wenn zuséatzliche Banden der T7E1-Spaltprodukte nachweisbar sind.
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Bei Vorliegen einer Mutation in der Zielsequenz bei einem der Zellklone entsteht
eine fehlerhafte Basenpaarung zwischen dem Wildtyp- und Klon-Allel. Diese wird
nach Zugabe der T7-Endonukleasel erkannt und ein Doppelstrangbruch eingefihrt.
Nach dem T7E1-Verdau kann das Produkt mittels Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt werden (Abschnitt 3.3.3). Bei Vorliegen einer Mutation in der
Zielsequenz eines Einzelzellklons entstehen durch die Elektrophorese drei distinkte
Banden (Abbildung 8b und Abbildung 11a). Das langste Fragment (oberste Bande)
entspricht den unverdauten annealing-Produkten Wildtyp-Wildtyp und Klon-Klon
Allelen. Die unteren beiden Fragmente entsprechen dem verdauten annealing-
Produkt zwischen Wildtyp-Klon, wobei es durch eine Mutation in der Zielsequenz zu
einer fehlerhaften Basenpaarung und Verdau durch die T7E1 gekommen ist. Diese
Methode erlaubt ein einfaches screening der CRISPR/Cas9-behandelten-Zellklone.
Falls nach dem T7E1-Verdau drei Banden sichtbar werden, wird der Klon als
maoglicher knockout Klon durch Sanger-Sequenzierung Zielsequenz (Abschnitt 3.3.5)
und Protein-Expression im westernblot (Abschnitt 3.4.3) validiert.

3.3.5.  Sequenzierung

Die Sequenzierung bietet die praziseste Analyse einer DNA-Probe durch
Identifizierung der exakten Nukleotid-Sequenz. Die verwendeten SmartSeq-
Sequenzierungskits (Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland) wurden mit dem
PCR-Produkt der Zielsequenz (template), sowie dem entsprechenden forward-Primer
(Tabelle 8) nach Herstellerangaben eingesendet. Die erhaltenen DNA-Sequenzen
wurden anschlieend mit dem frei zuganglichen Programm ,ApE — A plasmid
editor* (online erhdltlich: http://biologylabs.utah.edu/ _jorgensen/wayned/ape/)
ausgewertet. Die BLAST-Datenbank des ,National Center for Biotechnology
Information“ (NCBI; online: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) erlaubt den Abgleich
erhaltener DNA-Sequenzen mit Wildtypsequenzen, um eventuell vorhandene
Mutationen zu charakterisieren. Hierdurch konnten die Zielsequenzen der CRISPR-
Klone Uberpruft werden.

3.4. Proteinanalysen

Neben der DNA-Analyse ist die Analyse der Proteinexpression des Zielproteins
ein wichtiger Schritt in der Validierung potenzieller knockout Klone. Hierbei kénnen
mittels immunologischer Reaktionen, vermittelt durch Antikérper-Bindungen, das
Vorhandensein eines Proteins in Zellen oder Uberstanden spezifisch nachgewiesen
und quantifiziert werden.

3.4.1. Zelllyse

Befindet sich das Zielprotein intrazellular, missen die Zellen zunachst lysiert
(=Auflésung der Zellen) werden, um die Proteine aus dem Zellinneren zu befreien.
Dies wird mit einem speziellen Puffer erreicht, der die Proteine nach der Lyse
stabilisiert. Der verwendete RIPA-Puffer (Radioimmunoprézipitations-assay-Puffer,
Lyse-Puffer) bewirkt neben der Auflésung der Zytoplasmamembran auch einen Abbau
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der Kernmembran und erlaubt daher auch die Untersuchung nuklearer Proteine (z.B.
von Transkriptionsfaktoren).

Fur eine Protein-Extraktion wurden 6x10* Zellen mit Kochsalzlésung gewaschen
und anschlieRend mit 250 pL RIPA-Puffer bedeckt und fur 10 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen gel6st und fur weitere 10 Minuten bei 4 °C
in einem 1,5 mL Zentrifugenréhrchen inkubiert. Nach 20-mindtiger Zentrifugation bei
4 °C mit 16000xg kann der proteinhaltige Uberstand vom Zelldetritus (v.a. DNA und
Lipide) getrennt und stabil bei -20 °C gelagert werden.

Zusammensetzung des RIPA-Lyse-Puffers

Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
NP-40 1%
SDS 0,1 %
Sodium Deoxycholate 0,5 %
Sodium Orthovanadate 1 mM
NaF 1 mM
pH 8,0
ddH20

Tabelle 10: Zusammensetzung des RIPA-Lyse-Puffers

3.4.2. Lowry Protein Assay

Zur Interpretation von Proteinexpressionen aus Zellversuchen missen gleiche
Mengen einer Proteinsuspension verwendet werden. In dieser Arbeit wurden
Proteinkonzentration aus Zelllysaten nach dem Herstellerprotokoll des ,DC Protein
Assay” (Bio-Rad-Laboratories, Hercules, USA) bestimmt. Das verwendete Protokoll
basiert auf der Lowry-Methode, entwickelt 1951 von Oliver Lowry 111, Die Methode
besteht aus einer zweistufigen Reaktion zwischen Proteinen, einer alkalinen Kupfer-
Tartrat-Losung und dem Folin Reagenz (Produktdatenblatt Bio-Rad-Laboratories,
online: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/LIT448.pdf). Als
Endprodukt entsteht eine Blaufarbung, die kolorimetrisch erfasst und quantifiziert wird.
Diese wurde bei 750 nm Absorption im Mithras LB940 (Berthold Technologies GmbH,
Bad Wildbad, Deutschland) ausgelesen. Zur Standardisierung diente eine Albumin-
RIPA-L6sung mit Konzentrationen 0,1 pg/pL, 0,2 pg/plL, 0,5 pg/uL, 1,0 pg/ul,
2,5 ng/pl und 5,0 pg/uL.

3.4.3. Westernblot

Der westernblot, auch Protein Immunoblot genannt, gilt als Goldstandard zum
spezifischen Nachweis einzelner Proteine in einem Proteingemisch (z.B. Zelllysat).
Die SDS-PAGE (SDS=  Natriumdodecylsulfat; PAGE=  Polyakrylamid-
Gelelektrophorese) wurde maRgeblich von U. K. Lammli 121 und Tobwin et al. 113!
entwickelt und erlaubt die Trennung von Proteinen entsprechend ihrer Masse in einem
Gel durch ein Spannungsfeld (Elektrophorese), mit anschlieRender Ubertragung auf
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eine Membran (blotten). Durch die diskontinuierliche Auftrennung im Spannungsfeld
entstehen einzelne Proteinbanden. Mithilfe von Antikérpern und Chemilumineszenz
kénnen anschliel3end Zielproteine auf der Membran dargestellt werden. Der Begriff
,westernblot* wurde 1981 durch W. N. Burnette [*14, in Anspielung auf eine dhnliche
Methode zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente (,southern blot* [115]),
gepragt 1161,

1. Elektrophorese

Zunachst werden die Zelllysate (Abschnitt 3.4.1) durch Erhitzen auf 95 °C im
Lammli-Puffer (Tabelle 11) denaturiert. Das im Lammli-Puffer enthaltene SDS lagert
sich an die Proteine an und sorgt flir eine gleichmafige negative Ladung und
Auftrennung rein nach Masse, unabhangig von der Proteinladung [117:118l  Die
verwendete Proteinmenge wurde mittels Lowry Protein Assay zuvor angepasst
(Abschnitt 3.4.2). Anschlieend werden die denaturierten Proteine auf ein
Polyacrylamidgel geladen (Tabelle 12), das in einer Elektrophorese-Kammer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) mit Elektrophorese-Puffer (Tabelle 13)
eingespannt wurde. Als spaterer Massenstandard diente der ,PageRuler Prestained
Protein Ladder” (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) mit zehn rekombinanten
Proteinen mit bekannter Masse (10 kDa bis 170 kDa).

Zusammensetzung des Lammli-Puffers (1x)

2-Mercaptoethanol 0,1%
Bromophenol Blau 0,0005 %
Glycerol 10 %
SDS 2%
Tris-HCI 63 mM
pH 6,8

Tabelle 11: Zusammensetzung des Lammli-Puffers (1x).
SDS = Natriumdodecylsulfat

Zusammensetzung des Polyacrylamid-Gels

Stacking Gel (5 %) Resolving-Gel (10 %)
Acrylamid 5% 10 %
Tris-HCI 0,125 M (pH=6,8) 0,375 M (pH=8,8)
APS 0,1 % 0,1 %
TEMED 40 pL 40 pL
SDS 0,1 % 0,1 %

ddH20

Tabelle 12: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Elektrophoresegel
APS = Ammoniumperoxodisulfat, SDS = Natriumdodecylsulfat, TEMED = Tetramethylethylendiamin
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Anschliel3end wird die Elektrophoresekammer an das Spannungsgerat (Bio-Rad-
Laboratories) angeschlossen, sodass die mit SDS beladenen Proteinketten an dem
Anoden-Ende geladen werden und zum Kathoden-Ende der Elektrophoresekammer
im Spannungsfeld wandern. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung
durchgefuhrt (100 V im stacking-Gel, 150 V im resolving-Gel). Entsprechend der DNA-
Agarose-Elektrophorese (Abschnitt 3.3.3) kodnnen langere Proteinketten das
Polyacrylamidgel nur langsamer durchdringen und bleiben daher am Anoden-Ende
des Gels zurtck. Kleinere Proteinketten durchwandern das Gel in Richtung Kathoden-
Ende des Gels [116:118],

Zusammensetzung des Elektrophorese-Puffers (Running-Buffer)

Tris 25 mM
Glycine 190 mM
SDS 0,1 %
pH 8,3
ddH20

Tabelle 13: Zusammensetzung des Elektrophorese-Puffers
SDS = Natriumdodecylsulfat

2. Blotten

Als blotten wird die Ubertragung der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Membran bezeichnet. Die hier verwendeten PVDF-Membranen (Polyvinylidenfluorid)
mussen vor dem blotten zur Minderung der Oberflachenhydrophobie in Methanol
aktiviert werden. Das anschlieRende wet-blotten (Nass-blotten) wurde in einem Tank-
blotter (Bio-Rad-Laboratories) mithilfe eines Spannungsfeldes in einem wet-/
Transfer-Puffer (Tabelle 14) fur 120 Minuten bei 110V konstanter Spannung
durchgefuhrt.

Zusammensetzung des wet-/ Transfer-Puffers

Tris 25 mM
Glycine 192 mM
Methanol 20 %
ddH20

pH 8,3

Tabelle 14: Zusammensetzung des wet-/ Transfer-Buffers

3. Detektion

Nach dem blotten sind die aufgetrennten Proteine auf der Membran fixiert und
kénnen durch Antikdrperbindung und anschlielender Chemilumineszenzreaktion
visualisiert werden. Zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindungen an der
PVDF-Oberflache werden diese nach dem blotten zunachst mit Milchlésung geblockt
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(5-% Milchlésung (Carl Roth GmbH) in TBST-Puffer; Tabelle 15). Die anschliel3ende
Inkubation mit Antikérpern erfolgt in zwei Schritten: der priméare Antikoérper richtet sich
gegen ein Epitop des gesuchten Proteins, der sekundéare Antikdrper richtet sich gegen
den primaren Antikérper und ist mit dem Enzym HRP konjugiert (=horseradish
peroxidase = Meerrettichperoxidase). Die Visualisierung der gesuchten Proteinbande
erfolgte nach Zugabe des ECL-Substrats (Enhanced-Chemilumineszenz) fir HRP
(SuperSignal West Pico, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Dieses wird durch
die HRP in Luminol umgewandelt, dessen Lumineszenz mittels eines Luminescent
Image Analyzer LAS4000 (Fuijifilm, Minato, Japan) detektiert wird. Zur Uberprifung
der geladenen Proteinmenge erfolgte eine Ladekontrolle mittels GAPDH
(=Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Dies ist ein Protein, das in allen
Zellen gleichermaf3en exprimiert wird und daher in gleicher Intensitét detektierbar sein
sollte (GAPDH Bande bei 37 kDa).

Zusammensetzung des TBST-Puffers

Tris 50 mM
NaCl 150 mM
Tween-20 0,1%
pH 7,6
ddH20

Tabelle 15: Zusammensetzung des TBST-Puffers
TBST = Tris-buffered saline (NaCl-L6sung) mit Tween

Antikorper-Verdinnung

Priméarer Antikrper Sekundéarer Antikorper
Verdinnung 1:500 — 1:20.000 1:3000
Natrium Azid 0,005% 0 e

5 %-Milch-TBST

Tabelle 16: Antikdrper-Verdinnung zur Protein-Detektion

Die verwendeten Antikérper werden entsprechend ihrer Bindungsaffinitat und Konzentration in 5%-Milch-TBST-
Lésung verdunnt. Zur Mehrfachnutzung und Aufbewahrung der Antikdrperlésung kann mikrobielles Wachstum
durch Natrium Azid unterbunden werden. Das zugefiigte Natrium Azid inhibiert jedoch das HRP-Enzym und darf
daher nicht mit den sekundéren Antikdrpern in Kontakt kommen. Dazu werden Spulvorgdnge der Membranen mit
TBST durchgefihrt.

3.4.4. ELISA zum Nachweis von humanem IP-10

Der enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) bietet neben dem tberwiegend
gualitativen westernblot (Abschnitt 3.4.3) eine Methode zur Proteinquantifizierung.
Das hier verwendete humane-IP-10-ELISA-kit (BD Biosciences, San Jose, USA)
basiert auf einem direkten sandwich immunoassay (Abbildung 9), wobei das
Zielantigen (hier: humanes IP-10) durch einen capture-Antikorper an der Oberflache
einer Mikrotiterplatte gebunden und fixiert wird. Anschlie3end bindet ein zweiter
detection-Antikorper ein weiteres Epitop. Der detection-Antikérper enthalt zusatzlich
Biotin-Molekile (Vitamin H, Biotinylierung). Zur Auswertung wird zuséatzlich HRP
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(Abschnitt 3.4.3) hinzugefugt. Das HRP ist an Streptavidin gekoppelt, welches
spezifisch an das Biotin des detection-Antikdrpers bindet. Die Menge gebundenen
HRPs korreliert daher mit der Konzentration des Zielantigens. Durch die Zugabe eines
Substrat Reagenzes (BD Biosciences, San Jose, USA) kommt es durch die HRP-
vermittelte Reaktion zu einer sichtbaren Farbveranderung, die mittels Schwefelsaure
zur Auswertung arretiert werden kann. Eine Standardmessreihe mit rekombinantem
hiIP-10 ermoglicht eine Quantifizierung des Zielantigens. Die Auswertung der
Farbintensitat erfolgte mittels Absorptionsmessung im Mithras LB940 (Berthold
Technologies GmbH, Bad Wildbad, Deutschland).

In dieser Arbeit wurde der ELISA zur Bestimmung der kumulativen Immunaktivitat
anhand der Menge von hIP-10 im Uberstand der Zellklone nach Stimulation oder

Infektion verwendet.

Y Y aitaila

1) Capture ) Probe 3) Detection 4) Streptavidin- 5) Substratzugabe
Antikdrper Antlkorper HRP & Farbumschlag
(biotinyliert)

Abbildung 9: Sandwich ELISA
(Modifiziert, nach BioRad Laboratories: “Guide: An Introduction to ELISA — Overview of direct sandwich ELISA”,
online: https://www.bio-rad-antibodies.com/human-mouse-rat-antibodies-matched-elisa.html )

3.4.5. Electrophoretic mobility shift assay

Der electrophoretic mobility shift assay (EMSA) erlaubt die Visualisierung von
Protein-RNA-Komplexen. Die Methode wurde aufgrund der Arbeiten von Fried &
Crothers 119 und Rezvin et al. 120 basierend auf einer nativen Elektrophorese
entwickelt. Das hier verwendete Protokoll entstammt der Arbeit von Berke & Modis [68l:

Die native Agarose-Elektrophorese (Abschnitt 3.3.2) erméglicht die Auftrennung
von RNA nach ihrer Masse unter dem Erhalt von Protein-RNA-Komplexen. Freie RNA-
Molekille wandern schneller durch das Agarosegel in Richtung Kathode als RNA-
Protein-Komplexe 121, Diese Laufdifferenz wird durch anschlieRende Farbung der
RNA mittels SYBR-Green-II (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sichtbar und imponiert
als shift (versetzen). Der EMSA liefert einen indirekten Nachweis einer Protein-RNA-
Interaktion.

Proteine und RNA wurden in einem EMSA-Puffer (Tabelle 17) auf jeweils 20 pL
verdinnt und in einem PCR-Thermocycler (Biometra GmbH) bei 37 °C fur 60 Minuten
inkubiert. AnschlieR3end wurden die Proben mithilfe von 5 % Glycerol auf ein 1,2 %
Agarosegel in einer Elektrophoresekammer (Bio-Rad-Laboratories) aufgetragen und
bei 100 V konstant fiir 60 Minuten in 1x TAE-Puffer aufgetrennt. Im Anschluss an die
Elektrophorese wurde die RNA mithilfe von SYBR-Green-Il (1:2500 in 1x TAE-Puffer)
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur fir 60 Minuten gefarbt. Auf diese Farbung konnte
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bei spateren Versuchen mit DNA Stain Clear G durch direkte Zugabe in das
Agarosegel verzichtet werden. Die Visualisierung wurde mittels Alphalmager bei
302 nm (Alpha-InnoTec, Kasendorf, Deutschland) durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurde der EMSA zur Analyse des Bindungsverhaltens der
rekombinanten RLR-Proteine mit synthetischen RNAs (poly(I:C), pppRNA) verwendet,
sowie der Uberpriifung einer Interaktion zwischen RLR und viralen Ribonukleinsaure-
Protein-Komplexen (RNP).

Zusammensetzung des EMSA-Puffers

Hepes 20 nM
NacCl 150 nM
MgCl2 3 nM
pH 7,5
DTT 1nM
ddH20

Tabelle 17: Zusammensetzung des EMSA-Puffers
DTT wurde kurz vor Verwendung dem Puffer zugefligt. DTT = Dithiothreitol

3.4.6. Firefly-Luciferase Reporter assay

Die firefly-Luciferase ist ein h&ufig verwendetes Reportergen in Versuchen zur
Untersuchung der Expressionsanderung von Genen. In Promotorstudien wird die
Promotorsequenz des zu untersuchenden Zielgens vor das Reportergen auf einem
Plasmid gekoppelt (%€, Basierend auf der ersten Klonierung der firefly-Luciferase
(Gluhwirmchen) in ein E. coli Expressionsplasmid durch de Wet et al. 24 und
anschlieBende Transfektion in Versuchszellen kann die Expression des Zielgens
anhand der Promotoraktivitdt durch Messung des Reportergens quantifiziert werden.
Als Reportergen wurde die firefly-Luciferase der Photinus pyralis verwendet. Die
Luciferase produziert in Anwesenheit eines geeigneten Substrates eine messbare
grine Biolumineszenz (650 nm) [108123.124]  Dyrch Kombination mit einer zweiten,
konstitutiv (dauerhaft) aktiven Luciferase (Renilla-Luciferase der Qualle Renilla
reniformis) wird die gemessene Promotoraktivitat relativ zur Transfektionseffizienz der
Versuchszellen standardisiert [1°81, Das verwendete Substrat der firefly-Luciferase ist
in Tabelle 18 aufgefiihrt, fur die Renilla-Luciferase wurde das Substrat Coelenterazin-
h (Promega Corp., Madison, USA) verwendet.

In dieser Arbeit wurde der Luciferase-Reporter-assay zur Uberprifung der
Aktivitat des RLR-Signalwegs in durch CRISPR/Cas9 Geneditierung erstellten
knockout Klonen durch Transfektion von Stimulationsplasmiden (Abschnitt 2.8.2) auf
unterschiedlichen Ebenen des RLR-Signalwegs eingesetzt. Als Reportergen wurde
dabei der an firefly-Luciferase-gekoppelte IFN-B-Promotor verwendet. Zur
Durchfiihrung werden zunachst 2x104 Zellen in Triplikaten je Stimulationsbedingung
in 150 pL komplettiertem DMEM in 96-well-Miktrotiterplatten ausgesat und nach 24
Stunden Inkubation bei 37 °C mit den Plasmiden mithilfe des GenedJuice
Transfektionsreagenz  (Merck  Millipore, Billerica, USA) transfiziert. Die
Zusammensetzung eines Transfektionsansatzes je well ist in Tabelle 19 aufgefihrt.
Die transfizierten Zellen werden anschliel3end nach 24 Stunden Inkubation mit 50 pL
1x passive lysis buffer lysiert und jeweils 20 pL des Zelllysats auf zwei
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lichtundurchlassige 96-Mikrotiterplatten verteilt. Nach Hinzugabe von entweder 20 pL
Firefly-Substrat oder Coelenterazin-H (Renilla-Luciferase-Substrat; 1:800 verdinnt)
wird die Lumineszenz im Mithras LB940 (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad,
Deutschland) gemessen. Die Ergebnisse werden als RLU = Relative Light Units als
Quotienten aus gemessener firefly-Lumineszenz / Renilla-Lumineszenz angegeben.

Verwendetes firefly-Luciferasesubstrat

Tricine 20 mM
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 2,67 mM
EDTA, pH=8,0 0,1 mM

DTT 33,3 mM
ATP 0,53 mM
Acetyl-CoA 270 uM
Luciferin 131,6 pg/mL
Natriumhydroxid 5mM
Magnesiumcarbonathydroxid 0,265 mM
ddH20

Tabelle 18: Verwendetes firefly-Luciferasesubstrat
Das firefly-Luciferasesubstrat ist lichtempfindlich und muss daher lichtgeschutzt bei -20 °C gelagert werden.
Acetyl-CoA = Acetyl-Coenzym A, DTT = Dithiothreitol, EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure

Luciferase-assay Transfektion

Reagenz Menge
IFN-B-Luciferase-Reporterplasmid 50 ng
Renilla-Luciferaseplasmid 50 ng
Stimulationsplasmid 50 ng
GenelJuice 0,45 uL
Opti-MEM ad 50 pL

Tabelle 19: Zusammensetzung eines Luciferase-Transfektions-Ansatzes

3.5. Genexpressionsanalyse
3.5.1. RT-gPCR

Die reverse transcription quantitative PCR (RT-gPCR oder gPCR) gilt als
Goldstandard zur Bestimmung der Genexpression 125 Die wissenschaftlichen
Grundlagen hierfur lieferten David Baltimore 1281 und Howard Temin 2271 1970 mit der
Entdeckung der reversen Transkription und ein Jahr spater erstmalig durch Sol
Spiegelman erfolgreich durchgeftihrt (1281,

Die RT-qPCR &hnelt einer normalen PCR 129 (Abschnitt 3.3.2): Das Zielgen wird
aus einer DNA Probe (hier: cDNA) spezifisch amplifiziert. Am Ende jedes Zyklus
bindet jedoch zusatzlich eine Sonde an einen Abschnitt des Zielgens. Die Sonden der
universal probe library (UPL; Roche, Basel, Schweiz) sind an ein Fluorochrom
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gekoppelt und strahlen nach Anregung Licht einer bestimmten Wellenlange ab 13,
Die UPL-Proben binden wahrend des annealings an die Zielsequenz, allerdings
entsteht durch die raumliche Nahe von 5° fluorescein (FAM) und einem 3' quencher
(Loscher) keine Fluoreszenz. Durch Polymerase-vermittelte Hydrolyse wéahrend der
Elongation (Tabelle 24) wird das FAM vom quencher befreit
(https://lifescience.roche.com/documents/RealTime-ready-Universal-ProbelLibrary.pdf). Durch
Messung der Fluoreszenz kann die Menge des Zielgens quantifiziert werden.

Zur Quantifizierung einer Genexpression muss zunachst die mRNA mithilfe der
reversen Transkription in DNA umgeschrieben werden. Sie erlaubt den Umschrieb
einer einzelstrangigen RNA in eine doppelstrangige cDNA (komplementéare DNA). Zur
Standardisierung wird die ermittelte mMRNA Menge des Zielgens mit der eines
konstitutiv aktiven Gens (sogenanntes Housekeepinggen) als internen Standard
verglichen 1981, Die einzelnen Schritte einer RT-gPCR werden folgend kurz vorgestellt:

1. RNA Extraktion:

Die RNA-Extraktion der virusinfizierten Zellen wurde nach Standardprotokoll des
,peqGOLD Total RNA Kit C-Line“ (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) durchgefuhrt. Die extrahierte RNA kann bei -80 °C gelagert werden.

2. Reverse Transkription

Nach RNA-Extraktion wurde die RNA-Konzentration photometrisch im ,NanoDrop
2000c* (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) gemessen. Eine Qualitatskontrolle
erfolgte durch die OD2s0280 Messung (1,8-2 entspricht guter Qualitat), jedoch wurde
keine Integritatskontrolle durchgefiihrt 129, Der anschlieBende Umschrieb der mRNA
in cDNA (reverse Transkription) erfolgte in je 50 uL Ansatzen (Tabelle 20) mit Oligo-
(dT)-Microbeads als Primer (bindet den Poly-A-Schwanz der mMRNA; Metabion GmbH,
Steinkirchen, Deutschland). Die Durchfuhrung der reversen Transkription erfolgte im
Thermocycler (Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland; Tabelle 21). Die
entstandene cDNA ist stabiler als die RNA und kann bei -20 °C gelagert werden.

Zusammensetzung des Ansatzes fur die reverse Transkription

RNA Probe 125 ng
RT-Puffer 10 pL
dNTPs 1uM
Oligo(dT) Microbeads 1uM
RiboLock Rnase Inhibitor 1,25 uL
Reverse Transkriptase 0,1 pL

In RNAse freiem Wasser ad 50 pL

Tabelle 20: Zusammensetzung des reversen Transkriptionsansatzes
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Verwendetes Temperatur-Programm fiur die reverse Transkription

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min)
1. Reverse Transkription 42,0 60
2. Abspaltung der Oligo (dT) Microbeads 70,0 10
3. Abkihlung 4,0

Tabelle 21: Verwendetes Temperatur-Programm fiir die reverse Transkription

3. gPCR:
Die gPCR erfolgte in zweifachen technischen Replikaten im LightCycler Il (Roche,

Basel, Schweiz) in je 10 pL Ansatzen (Tabelle 23). Das verwendete Protokoll und die
verwendeten Primer sind in Tabelle 22 und Tabelle 24 beschrieben.

Verwendete Primer und Sonden der RT-qPCR

Zielgen Primer (5 — 39) Universal
Probe Library
Sonde
B-Aktin Forward: CCAACCGCGAGAAGATGA #64
(human) Reverse: CCAGAGGCGTACAGGGATAG
Interferon- Forward: CGACACTGTTCGTGTTGTCA #25
B (human) Reverse: GAGGCACAACAGGAGAGCAA
IP-10 Forward: AAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGT #34
(human) Reverse:GACATATACTCCATGTAGGGAAGTGA
TLR3 Forward: GGACTTTGAGGCGGGTGTT #80
Reverse: TGTTGAACTGCATGATGTACCTTGA
Mengovirus Forward: ATGGCCAATTTTCGAATCTG #68
Al Reverse: GGAGGGGGAGCATGTTAGA
VSV-N Forward: CGAAGACAAACAAACCATTATTATCA #85

Reverse: TCTGCAACTTCTCGGTTCAA

LGP2 Forward: GCCTTGCAAACAGTACAACCT #71
(human) Reverse: TCTTCAGCAAGTCCCAAAC

Tabelle 22: Verwendete Primer und Sonden fir RT-gPCR-Assays
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Zusammensetzung eines RT-gPCR-Ansatzes

cDNA 3uL
Kapa Probe Fast qPCR Master Mix (2x) 5 pL
Primer 1 (forward) 0,2 uM
Primer 2 (reverse) 0,2 uM
Universal Probe Library Sonde 0,1 uM
In ddH20 ad 10 pL

Tabelle 23: Zusammensetzung eines RT-qPCR-Ansatzes

Verwendetes Protokoll der RT-gPCR

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Sek.)
1. Denaturierung 98,0 210
2. Annealing 60,0 30
3. Elongation 72,0 30
4. Sonde
Zyklen: 40

Tabelle 24: Protokoll der RT-qPCR

Die Auswertung erfolgte mittels relativer Quantifizierung des LightCycler
Programms durch die AACt-Methode:

Relative Quantifizierung = 2 (AC; Zielgen - AC; B-Aktin)

Die Ci-Werte (Threshold-Werte) fur das Zielgen und Housekeepinggen (B-Aktin)
wurden durch den LightCycler errechnet. ,2“ entspricht der ,PCR-Effizienz®, was einer
kontinuierlichen Produkt-Verdopplung entspricht. Dies ist eine sehr grobe Anndherung
und setzt optimale Bedingungen voraus 1311,

Die RT-gPCR wurde in dieser Arbeit als Querschnittsanalyse fir einen
zusatzlichen Informationsgewinn Uber die Dynamik der Immunaktivitat oder
Virusreplikation verwendet. Neben den kumulativen Endpunkt-Analysen (ELISA,
TCID50) konnen durch die mRNA-Expressionsanalyse Aussagen uber einen
bestimmten Zeitpunkt getroffen werden.

3.6 Virusreplikationsassays
3.6.1 TCID50

Die “median tissue culture infective dose 50” (TCID50) ist eine einfache Methode
zur Bestimmung einer Viruskonzentration (Titer) durch Endpunkttitration. Diese
Zellkultur-basierte Methode erlaubt eine schnelle und kostengunstige Alternative zur
Titerbestimmung mittels Versuchstieren 132, Der Virustiter wird anhand des
zytotoxischen Effektes auf eine sensible Zelllinie (hier: BHK-21) bestimmt. Es wurden
5x10° BHK-21-Zellen in 180 puL BHK-Medium je well einer 96-well-Mikrotiterplatte
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ausgeséat und 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die anschlieRende Infektion der
BHK-21-Zellen mit der Virusprobe erfolgte mittels 12-stufiger, serieller, dezimaler
(Faktor 10) Verdunnungsreihe (entsprechend der 12 Spalten der Mikrotiterplatte),
jeweils in 8 Replikaten (entsprechend der 8 Reihen der Platte) in Opti-MEM. Als
Endpunkt wurden hier 6 Tage nach der Infektion die Anzahl positiver well (250%-iger
Zelltod) der 8 Replikate je Verdinnung notiert. Die Auswertung erfolgte mittels frei
zuganglicher Kalkulationstabelle von M. Binder der Universitat Heidelberg, Abteilung
fur Molekulare Virology (online: https://www.klinikum.uni-heidelberg.de/zentrum-fuer-
infektiologie/molecular-virology/welcome/downloads).

In dieser Arbeit wurde diese Titermessung zur Bestimmung der
Viruskonzentration in Virusvorraten (Abschnitt 3.1.3) und zur Bestimmung der
Viruslast im Uberstand nach Virusinfektion verwendet.

3.6.2 CellTiter Blue

Der CellTiter Blue (CTB) Assay ist ein Vitalittstest zur Prifung intakter
Zellfunktion. Hierbei wird ein frei diffundierbarer Stoff von vitalen Zellen metabolisiert,
wobei ein fluoreszierender Farbstoff entsteht. Die Fluoreszenz korreliert demnach mit
der Anzahl metabolisch-aktiver und somit vitaler Zellen 1971,

Der verwendete ,CellTiter-Blue® Cell Viability Assay” (Promega Corp., Madison,
USA) basiert auf folgender Reduktionsreaktion (Datenblatt: CellTiter-Blue® Cell
Viability Assay, online: https://www.promega.de/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/101/celltiter-blue-cell-viability-assay-protocol.pdf ):

Resazurin (Alamar Blue) — Resorufin (fluoresziert)

In dieser Arbeit wurde der CTB-Assay zur Vitalititsbestimmung nach
Virusinfektion verwendet. Hierzu werden 2x104 Zellen in Triplikaten in eine 96-well-
Mikrotiterplatte ausgesat und nach 24 Stunden Bebritung mit dem VSV-WT Virus
(MOI = 0,1) infiziert (Abschnitt 3.1.3). Nach weiteren 24 Stunden werden 20 pL des
CellTiter Blue Reagenzes (Promega Corp., Madison, USA) je Probe hinzugefligt und
fur 4 Stunden inkubiert. Die Fluoreszenz wurde im Mithras LB940 Fluoreszenzleser
(Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, Deutschland) bei 530ex / 585em nm
bestimmt.

3.6.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine schnelle und automatisierte
Vermessung groRer Zellpopulationen auf Einzelzellebene 2331, Die Methode wurde am
Los Alamos National Laboratory von Dick Sweet (134 und Mack Fulwyler entwickelt [135]
und durch Leonard Herzenberg um die Erkennung von Fluoreszenzsignalen
erweitert (1331361 Technisch beruht die Analyse auf einer Einzelzellsuspension in
einem laminaren Flussigkeitsstrom (Abbildung 10a) ], Jede Zelle wird mittels Argon-
Laser (488 nm) zur Vermessung bestrahlt. Aufgrund ihrer GroRe und zellularer
Beschaffenheit entstehen zwei Streustrahlen: das forward scatter (FSC;
Vorwartsstreulicht) entspricht der Ablenkung in kleinem Winkel und korreliert mit der
ZellgroRe. Das sideward scatter (SCC; Seitwartsstreulicht) entsteht durch
Lichtstreuung in groRerem Winkel und korreliert mit der Granularitat der Zelle 7. Zur
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Detektion der Fluoreszenz werden die Zellen mittels weiterer Laser angeregt und das
emittierte Licht in verschiedenen Fluoreszenzkanélen analysiert.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur indirekten
Virusreplikationsmessung verwendet. Hierzu werden knockout Klone mit VSV-WT P-
GFP Viren (MOI = 0,1) infiziert. Diese VSV-Variante kodiert fur ein P-Protein, das mit
einem GFP-Reporter-Protein fusioniert ist und von Virus-infizierten Zellen exprimiert
wird. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen geldst und in FACS tubes in
4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS suspendiert und anschlieBend fur 5 Minuten
mittels UV-Bestrahlung inaktiviert. Hiervon werden jeweils 2x10* Zellen in der
Durchflusszytometrie im FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, USA) auf deren
GFP-Fluoreszenz analysiert. Die GFP-Fluoreszenz korreliert mit der Viruslast (1371, Die
Daten wurden mit dem Programm ,FlowJo 7.6.1“ (FlowJo, LLC.) ausgewertet
(Abbildung 10b,c).
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Abbildung 10: Durchflusszytometrie

a) Die Probe wird in einer Hullflissigkeit suspendiert und in einen laminaren Einzelzellstrom versetzt. Jede
suspendierte Zelle wird anschlie@end mit einem Laser bestrahlt, der im Detektor in verschiedenen Dioden
analysiert wird (FSC-Diode, SSC-Diode oder Fluoreszenz-Dioden). Mithilfe einer Ladungselektrode kénnen die
Einzelzellen anschlieRend sortiert werden. (Modifiziert nach Gstraunthaler & Lindl 7]

b) Durchflusszytometrische Messung von 2x10* 1205lu Wildtyp Zellen. Zunachst Markierung der vitalen Zellen im
Streudiagramm aller Zellen in einem ,Livegate®. AnschlieBend Bestimmung der Fluoreszenz-positiven Zellen
innerhalb der Markierung in einem Histogramm

¢) Wie in b, blof3 exemplarisch fiir LGP2-KO-Klon 2.

SSC = sideward scatter (entspricht Zellgranularitat), FSC = forward scatter (entspricht Zellgro3e), gfp= green
fluorescent protein (fluoreszierender Farbstoff)
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3.7 Statistische Auswertungen

Statistische Auswertungen wurden mit GraphPad Prism durchgefuhrt. Aufgrund
der Nichtanwendbarkeit des t-Tests bei fehlender Normalverteilung der Datensatze
wurde der two-tailed Mann-Whitney-U-Test mit Signifikanzwert p < 0,05 zur
statistischen Auswertung eines signifikanten Unterschiedes der Ergebnisse zwischen
den durch CRISPR/Cas9 Geneditierung erstellten KO-Klonen und Wildtyp-Zellen
verwendet. Alle Ergebnisse einzelner knockout Klone wurden mittels frei zugénglicher
Software von ,GraphPad Software® auf Ausreil’er mit Signifikanzniveau p = 0,05
(zweiseitig)  getestet  (online:  https://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm).
Signifikante AusreiRer wurden aus den kumulativen Daten entfernt, um den zu
untersuchenden biologischen Effekt nicht zu verzerren. Den Ergebnissen der
Zellversuche liegen mindestens 3 unabhangig durchgefuhrte Replikate (biologische
Replikate) jedes Einzelzellklons zugrunde. Um Ungenauigkeiten beim Pipettieren
entgegenzuwirken wurde jeder Versuch in Duplikaten oder Triplikaten (technische
Replikate) je Kondition jedes Einzelzellklons durchgefiihrt. Die etablierten Regeln
guter wissenschaftlicher Arbeit wurden nach bestem Wissen und Mdglichkeiten
befolgt.

a7


https://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm

Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1. Generierung und Validierung von LGP2-defizienten 1205Iu
Zelllinien durch CRISPR/Cas9 Geneditierung

Zur Untersuchung der Rolle von LGP2 in loss of function-Experimenten, wurden
LGP2-defiziente Zelllinien mittels CRISPR/Cas9 Geneditierung generiert. Hierfur
wurde als Ausgangszelllinie die Melanomzelllinie 1205lu verwendet, von der aus
Vorexperimenten unserer Arbeitsgruppe die Intaktheit der RLR-Signalwege bekannt
war. 1205lu Zellen wurden dafir mit einem Expressionsplasmid transfiziert (DHX58
SIGMA CRISPR Plasmid; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), das fur eine unter der
Kontrolle eines CMV-Promoter stehende CAS9-2A-GFP Kassette kodiert sowie eine
U6-kontrollierte guideRNA, mit der Zielsequenz 5-CTTCGGTCCTACCAAT-
GGGAGG-3' im Exon 1 des LGP2 Gens. Die auswachsenden Klone wurden
expandiert und mittels eines T7E1 Vor-screenings (Abschnitt 3.3.4) auf die
Anwesenheit von Mutationen in der Zielsequenz Gberprift (Abbildung 11a). Im T7E1
screening positive Klone wurden anschliel3end im westernblot auf die Expression von
LGP Uberprift (Abbildung 11b). Aus Klonen mit fehlender LGP2-Expression im
westernblot wurde der Genabschnitt, in dem die guideRNA-Zielsequenz liegt, mittels
PCR amplifiziert und die Sequenz mittels Sangersequenzierung bestimmt (Abbildung
11c und Tabelle 25). Von Uber 90 untersuchten Klonen konnten so drei Klone mit
definierter biallelischer Mutation im LGP2 Gen und im westernblot fehlender
Expression von LGP2 identifiziert werden, die in den folgenden Experimenten
eingesetzt und funktionell charakterisiert wurden. Die in den folgenden Experimenten
zusatzlich eingesetzten RIG-l-, MDA5- und MAVS-defizienten 1205lu Zelllinien
wurden auf &hnliche Weise von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe hergestellt und
freundlicherweise von V. Bothe und S. Willms zur Verfligung gestellt.

Zur Sicherung der Zelllinienidentitat wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Rechtsmedizin der LMU Minchen eine STR-Analyse durchgefiihrt. Alle getesteten
LGP2-, RIG-I-, MDA5- und MAVS-defizienten Klone waren eindeutig 1205lu-Zellen.

LGP2-defizienter Klon Mutation

1 (entsprechend Klon 1-3) Deletion 7 Basen 5-CTACCAA-3‘ in beiden Allelen

2 (entsprechend Klon 2-1) Allel 1: Deletion 4 Basen: 5*-CCAA-3
Allel 2: Transition G — A, anschlieRend 2 Basen
normal, dann Deletion 2 Basen GG

3 (entsprechend Klon 2-23)  Allel 1: Deletion 4 Basen 5-CCAA-3’
Allel 2: Insertion , T

Tabelle 25: Mutationsanalyse der LGP2-defizienten Klone.
Durch Sangersequenzierung der guideRNA-Zielsequenz der KO-Klone erhaltene Mutationen.
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Abbildung 11: Generierung und Validierung von LGP2-defizienten 1205lu Zelllinien durch
CRISPR/Cas9 Geneditierung

Die Generierung der LGP2-defizienten 1205lu Zelllinien erfolgte durch die CRISPR/Cas9 Geneditierung mit
Zielsequenz 5-CTTCGGTCCTACCAATGGGAGG-3* (DHX58 Gen, Chr. 17g.21.2, Exon 1, Nukleotidposition 163-
184) der guideRNA. Hierzu wurden 5x10° 1205lu Zellen in einer 6-well-Mikrotiterplatte mit einem
Expressionsplasmid mit CMV-Promotor gesteuerter CAS9-2A-GFP Kassette und U6 gesteuerter guideRNA im
Verhéltnis 3 ug DNA/ 9 pl TransIT Transfektionsreagenz transfiziert. Nach 24 h wurden GFP-positive Zellen
durchflusszytometrisch sortiert und Einzelzellklone mittels Grenzverdinnungsklonen durch Ausséen von 0,5 GFP-
positiver Zellen in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte geziichtet. Anwachsende Zellklone wurden durch
schrittweises Ubersaen in 24-well- und 6-well-Mikrotiterplatten expandiert.

a) T7E1 Vor-screening: Genomische DNA wurde mit QuickExtract™ DNA extraction solution extrahiert. Die
guideRNA-Zielsequenz wurde durch PCR amplifiziert und anschlielend einem T7-Endonuklease-1-Verdau
unterzogen. Hierzu wurden Zielsequenz-PCR-Amplifikate der potentiellen knockout Klone equimolar mit
Zielsequenz-PCR-Amplifikaten von Wildtyp (WT) 1205lu mit 5 Einheiten T7E1 fur 1 h inkubiert und im Agarosegel
visualisiert. Rot markierte Zellklone wurden durch Vorhandensein von drei T7E1-Verdau-Produkten im Sinne einer
fehlerhaften Basenpaarung zwischen knockout Klon und WT-Zelllinie als T7E1-positiv gewertet.

b) LGP2-Expressionsscreening: 5x10° Zellen je Klon wurden in einer 6-well-Mikrotiterplatte ausgesat und nach
24 h durch Transfektion mit HMW poly(l:C) (50 ng/mL) und 1 pl Lipofectamine® RNAIMAX Transfektionsreagenz
Uber 24 h stimuliert und anschlie@end mit RIPA-Lyse-Puffer lysiert. Zelllysate wurden anschlieRend mithilfe des
Lammli-Puffers denaturiert und mittels westernblot auf eine PVYDF-Membran Gibertragen und mit einem Anti-LGP2-
Antikdrper analysiert. Als Ladekontrolle diente ein Anti-GAPDH-Antikérper. Rot markierte Klone zeigen keine
LGP2-Proteinexpression im westernblot.

¢) Sangersequenzierung der Zielsequenz: guideRNA-Zielsequenzen aus im westernblot LGP2 negativen Klonen
erfolgte wie unter a) beschrieben. Das PCR-Amplifikat wurde nach Agarosegelelektrophorese mittels Skalpells
isoliert. AnschlieBend wurde das PCR-Amplifikat mithilfe des peqGOLD gel extraction kits aus dem
Agarosegelisolat gelést. Die Sangersequenzierung erfolgte durch Eurofins Genomics nach Herstellerangaben.
LGP2-defiziente Zellklone wurden durch Vorhandensein biallelischer frameshift Mutationen in der guideRNA-
Zielsequenz im Vergleich zur Wildtypsequenz, sowie fehlender LGP2-Expression im westernblot identifiziert.
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4.2. LGP2 beeinflusst die RLR-Signhalwege oberhalb oder auf
Ho6he von RIG-1 und MDAS aber nicht in nachgeschalteten
Teilen des RLR-Signalwegs

Zur Klarung auf welcher Hohe LGP2 einen Einfluss auf die RLR-Signalwege
nimmt wurden die LGP2-defizienten Zellklone zunachst mit Stimulationsplasmiden auf
unterschiedlicher Ebene des RLR-Signalwegs stimuliert und anschlieend die
Interferon-B-Antwort mittels IFN-B-Reporter-assay (Abschnitt 3.4.6) gemessen. Die
stimulatorische Wirkung der CARD-Domanen von RIG-I und MDA5 und deren
Aktivierung eines gemeinsamen Signalwegs wurden von Yoneyama et al. etabliert (441,
Bei RLR-spezifischer Stimulation reprasentieren die MAVS-defizienten Klone,
aufgrund des fehlenden Adaptermolekiils fur RIG-I- und MDA5-CARD, eine
Negativkontrolle.

Die Ergebnisse in Abbildung 12a zeigten keine Unterschiede in der IFN-B-
Promotoraktivitdt nach RLR-Stimulation durch RIG-I- oder MDA5-CARD-Doménen in
LGP2-defizienten Klonen (RIG-I-CARD: 126,5 RLU, MDA5-CARD: 170,3 RLU) im
Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (RIG-I-CARD: 113,8 RLU, MDA5-CARD: 192,3 RLU).
Erwartungsgemalf weisen die MAVS-defizienten Klone keine IFN-B-Aktivitat auf. Der
RLR-Signalweg der LGP2-defizienten Klone wurde zusatzlich durch Stimulation mit
konstitutiv aktivem Transkriptionsfaktor IRF3 (IRF3-5D) getestet, welches in der
Signalkaskade dem Adaptermolekil MAVS nachgeschaltet liegt (Abbildung 5). Die
Stimulation mit IRF3-5D zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den LGP2-
defizienten Klonen und den Wildtyp-Zellen (WT: 24,4 RLU, LGP27: 25,8 RLU). Die
reduzierte IFN-B-Promotoraktivitat der MAVS-defizienten Klone ist analog zur
geringfugig gesteigerten Aktivitat der LGP2-defizienten Klone und Wildtyp-Zellen nach
Transfektion mit dem Leervektor zu sehen.

Des Weiteren wurden die Zellklone mit Interferon-p (IFN-B) stimuliert, wobei die
Immunreaktion durch einen hIP-10-ELISA im Zelliberstand gemessen wurde.
Humanes IP-10 (interferon-induced protein-10; CXCL10-Gen) wird als ISG durch Typ-
I- und Typ-lI-Interferone gebildet 1381, Die Stimulation mit IFN-B dient zur Uberpriifung
eines LGP2-Effektes auf die positive feedback Schleife von Interferon. Die in
Abbildung 12b dargestellten Ergebnisse belegen, dass die LGP2-defizienten Klone
auch nach direkter Stimulation mit IFN-B keine signifikant unterschiedliche Reaktion
zu Wildtypzellen zeigen (LGP27: 1234,0 pg/ml, WT: 957,0 pg/ml). Das Interferon-
wurde analog einer Virusinfektion direkt in Opti-MEM geldst in das Zellkulturmedium
der ausplattierten Zellen gegeben (Abschnitt 3.1.3).

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf einen Einfluss von LGP2 auf
Hohe oder oberhalb von RIG-I und MDAS hin, aber nicht in den nachgeschalteten
Teilen des RLR-Signalweges oder der positiven feedback Schleife von IFN-.
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Abbildung 12: LGP2 beeinflusst die RLR-Sighalwege auf Hohe oder oberhalb von RIG-I und
MDAS

a) Interferon-B-Reporter assay: Je Zellklon wurden 2x10* Zellen je well einer 96-well-Mikrotiterplatte ausgesat und
nach 24 h Inkubation mit je 50 ng IFN-B-Promotor-Luciferase Plasmid (p125-firefly-luciferase), 50 ng Renilla
Luciferase (pRL-TK-Renilla, HSV-TK-Promotor gesteuert) und 50 ng eines Stimulationsplasmids (pcDNA 3.1
Leervektor, RIG-I-CARD, MDA5-CARD oder konstitutiv aktives IRF3-5D; CMV-Promotor gesteuert) mit 0,45 pl
GeneJuice® Transfektionsreagenz transfiziert. Zelllyse erfolgte nach weiteren 24 h Inkubation mit passive lysis
buffer. IFN-B-Promotoraktivitait wird als relative luminescence unit (RLU)-Quotient aus Firefly/Renilla-
Luciferaseaktivitat nach Hinzugabe von 20 pl firefly- oder Renilla-Substrat zu jeweils 20 pl Zelllysat durch Messung
der Chemilumineszenz bestimmt.

b) Interferon-B-Stimulation: Je Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgesat und nach
24 h Inkubation mit IFN-B1a (5000 U/ml) ohne Transfektion stimuliert. Nach weiteren 24 h Inkubation wurde die
kumulative hIP-10-Konzentration im Zelluberstand mittels ELISA gemessen.

Fur jeden der angegebenen Genotypen wurden drei, fir MAVS™ zwei, unterschiedliche knockout Klone separat
untersucht und die Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n= 3 unabhé&ngigen Wiederholungen
dieses Experiments. Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-Zellen. Statistische
Analysen wurden zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. ** p <
0.01, *** p £0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.
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4.3. LGP2-Defizienz fuhrt zu einer stark verminderten
Immunaktivitdt nach Stimulation mit synthetischen RLR-
Liganden

Nachdem gezeigt wurde, dass LGP2 die RLR-Signalwege auf Héhe oder oberhalb
von RIG-I und MDA5 beeinflusst, wurden funktionelle Stimulationsversuche mit
synthetischen RLR-Liganden durchgefuhrt. Durch parallele Testung der RIG-I-,
MDADS5- und MAVS-defizienten Klone konnte eine Spezifitat der verwendeten Liganden
fur RIG-I oder MDA5 und somit die Auswirkung der LGP2-Defizienz deren Signalwege
untersucht werden. Bei Fehlen des spezifischen Rezeptors ist in den entsprechenden
knockout Klonen keine Immunantwort zu erwarten, wéahrend die anderen Zellklone
Wildtyp-ahnliche Immunaktivitaten aufweisen sollten. Die RIG-I- und MDAS5-
defizienten Klone reprasentieren daher je nach Ligand eine Negativ- oder
Positivkontrolle.

Zunachst wurden die Zellklone mit dem etablierten RIG-I-spezifischen-Liganden
Triphosphat-RNA (pppRNA) stimuliert 57 (Abbildung 13a). Als Negativkontrolle wurde
eine  RNA ohne 5'-Triphosphatmodifikation eingesetzt (OH-RNA-CO4). Die
verwendete pppRNA verfligt durch komplementére Sequenzen Uber eine hairpin loop
(Haarnadelschleife) mit Bildung einer doppelstrangigen Region. Aufgrund fehlender
Rezeptoren beziehungsweise Adaptermolekilen weisen die RIG-I- und MAVS-
defizienten Klone erwartungsgemald eine nahezu fehlende Immunaktivitat nach
Stimulation mit pppRNA auf. Die MDAS5-defizienten Klone mit intaktem RIG-I-
Signalweg zeigten hier erwartungsgemalfd eine normale Immunaktivitat. Die LGP2-
defizienten Klone zeigten jedoch eine verminderte hiP-10-Expression von 25,4 % der
Wildtyp-Zellen (LGP27: 20067,4 pg/ml, WT: 79123,8 pg/ml), was auf einen positiven,
aber nicht essenziellen Einfluss von LGP2 bei Stimulation des RIG-I Signalweges
hinweist.

Dieser Effekt liel3 sich auch nach Transfektion mit poly(l:C) reproduzieren.
Poly(l:C) kann als hochmolekulare dsRNA (HMW; 1,5 — 8,0 kB) oder niedermolekulare
dsRNA (LMW, 0,2 — 1,0 kB) erworben werden. Transfiziertes HMW poly(l:C) aktiviert
in niedriger Dosis hauptsachlich MDA5, aber in groRerer Dosis oder als LMW ist
poly(I:C) ebenfalls ein Ligand fur RIG-I %941 womit er als ein promiskutser RLR-
Ligand wirkt. Des Weiteren st poly(l:C) ein Ligand fir endosomal
membrangebundenes TLR3. Nach Transfektion von HMW poly(l:C) zeigten die
MDADS-defizienten Klone erwartungsgemald eine stark verminderte hIP-10-
Expression, wahrend die RIG-I-KO-Klone eine nahezu unverdnderte Immunaktivitat
aufwiesen (Abbildung 13a). Die LGP2-defizienten Klone wiesen ebenfalls eine
deutlich  verminderte  hIP-10-Expression auf (LGP27: 4192,0 pg/ml,
WT: 22155,7 pg/ml). Die Aktivierung von TLR3 erklart die Immunaktivitat der MAVS-
defizienten Klone, die ahnliche hIP-10 Konzentrationen wie die Wildtyp-Zellen
aufwiesen. Um diesen vermuteten TLR3-Effekt zu unterdricken wurde der Versuch
mit einer TLR3-Inhibition durch Chloroquin wiederholt (Abbildung 13a). Hierzu wurden
die Zellen zwei Stunden vor Transfektion in 50 uM Chloroquin-haltigem Zellmedium
inkubiert. Hierdurch war eine MDA5-abhéngige RLR-Aktivierung mit verringerter hiP-
10-Expression der MAVS- und MDA5-defizienten Klone, bei intakter Aktivierung der
RIG-I-defizienten Klone hervorzurufen. Die LGP2-defizienten Klone zeigten hier
abermals eine reduzierte hIP-10-Expression (LGP27: 211,1 pg/ml, Wildtyp hier
1353,3 pg/ml), was auf eine nicht essenzielle Rolle von LGP2 auf den MDAb5-
Signalweg hindeutet.
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Abbildung 13: LGP2-Defizienz fuhrt zu verminderter Immunaktivitdt nach Stimulation mit
synthetischen RLR-Liganden

a) Fur jeden Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24 h Inkubation
mit OH-RNA-CO4 (200 ng/ml, nicht-immunogene 5-OH-Kontroll-RNA), pppRNA (150 ng/ml; 5'-Triphosphat-RNA
mit ds-Region durch hairpin loop, hergestellt durch in vitro Transkription) oder HMW poly(I:C) (1,5 ng/ml) mithilfe
von 0,9 pl Lipofectamine®RNAIMAX Transfektionsreagenz tiber 24 h stimuliert. Zur TLR3-Inhibition mit Chloroquin
wurde das Zellmedium 2 h vor Stimulation gewechselt und mit 50 uM Chloroquin versetzt. Nach weiteren 24 h
Inkubation wurde die kumulative hlP-10-Konzentration im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen.

b) wie a) aber poly(A:U) (5000 ng/ml) oder HMW poly(I:C) (5000 ng/ml) wurden ohne Transfektion direkt in das
Zellmedium hinzugefiigt und ebenfalls Uber 24 h inkubiert.

Fur jeden der angegebenen Genotypen wurden drei, fir MAVS™ zwei, unterschiedliche knockout Klone separat
untersucht und die Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n= 3 oder 4 unabh&ngigen
Wiederholungen dieses Experiments. Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-
Zellen. Statistische Analysen wurden zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt. * p <0.05, ** p £0.01, *** p < 0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.

Zur weiteren Untersuchung der TLR3-Aktivitat nach vermeintlicher RLR-
Stimulation der Zelllinien wurden die Zellklone mit HMW poly(I:C) ohne
Transfektionsreagenz in groRerer Konzentration (5000 ng/ml), sowie mit dem TLR3-
dsRNA-Ligand poly(A:U) stimuliert (Abbildung 13b). Nach Stimulation mit
HMW poly(I:C) zeigte sich eine vermeintlich RLR-unabhangige Stimulation, bei
anndhernd gleicher hIP-10-Expression der LGP2-defizienten Zellklone und der
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Wildtyp-Zellen (LGP27: 29777,4 pg/ml, WT:48572,7 pg/ml). Der vermutete TLR3-
Effekt lie3 sich allerdings durch vorherigeTLR3-Inhibition durch Chloroquin nicht
vollstdndig aufheben. Trotz stark reduzierter hiP-10-Induktion wiesen die Zellklone
unter TLR3-Inhibition erhéhte Immunaktivitaten auf. Lediglich die Immunaktivitat der
MAVS-defizienten Klone wurde durch TLR3-Inhibition unterdriickt, was als
promiskudse Wirkung von HMW poly(l:C) auf MDA5 und RIG-I gewertet wurde. Diese
Schlussfolgerung wird durch Stimulationsversuche mit poly(A:U), ebenfalls ohne
Transfektionsreagenz, unterstitzt (Abbildung 13b). Die Ergebnisse legen nahe, dass
die TLR3-Aktivitat in den knockout Zellklonen starker als in den Wildtyp-Zellen ist,
vermutlich aufgrund klonaler Varianz aul3erhalb der CRISPR/Cas9-Zielregion. Die
LGP2-defizienten Klone zeigen hier eine 25-fach hohere hiP-10-Expression als die
Wildtyp-Zellen (LGP27-: 459,9 pg/ml, WT: 18,34 pg/ml). Dieser Effekt lasst sich nahezu
vollstandig in allen Zellklonen durch die Vorinkubation mit Chloroquin unterdriicken
(LGP27: 15,61 pg/ml, WT: 9,1 pg/ml), was eine spezifische TLR3-Aktivierung durch
nicht-transfizierte poly(A:U)-Stimulation nahelegt.

Die etwas erhdhte Immunaktivitat der knockout Klone in der Kontroll-Transfektion
mit der OH-RNA-CO4 (Abbildung 13a) war zumindest fur die LGP2-defizienten Klone
nicht signifikant. Ein versuchter Einsatz von 2-3-cGAMP in Stimulationsversuchen als
RLR-unabhéngiger, zytosolischer Immunstimulator erwies sich als nicht zielfihrend.
2'-3'-cGAMP ist ein Ligand fur STING und spielt eine zentrale Rolle als second-
messenger des cGAS-STING Signalwegs, welcher eine bedeutende Rolle in der
zytosolischen Erkennung von Fremd-DNA darstellt und Uber NF-kB und IRF3 die
Produktion von Typ-I-Interferonen auslost 13%-141, Dartiber hinaus ist bekannt, dass
STING auch direkt Uber zyklische Dinukleotide, die wéhrend einer bakteriellen
Infektion entstehen, eine Immunreaktion auslosen kann [141. Leider verliefen die
Stimulationsversuche mit 2-3-cGAMP erfolglos und es konnte keine Immunaktivitat
in knockout- oder Wildtyp-Zellen gemessen werden. Screening-Ergebnisse von
Christine Heuer (Medizinische Doktorandin, Arbeitsgruppe Rothenful3er, Abteilung fur
Klinische Pharmakologie, LMU Miuinchen) zeigten, dass die CcGAS-STING-
Signalkaskade in den 1205lu-Zellen nicht exprimiert wird. Alternative Kontrollen
wurden nicht weiter untersucht.

Zusammenfassend weisen die Stimulationversuche mit synthetischen RLR-
Liganden auf eine Bedeutung von LGP2 als positiver Regulator sowohl im RIG-I-
Signalweg, als auch im MDA5-Signalweg hin.

4.4. LGP2-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Expression von
Interferon und Interferon-induzierten Genen nach Infektion mit
Sendai Virus, VSV und Mengovirus

Aufgrund der physiologischen antiviralen Funktion der RLR wurden die knockout
Zellklone mit Viren infiziert und die anschlielende Immunaktivitdt gemessen, um den
Einfluss von LGP2 auf die antivirale Funktion von RIG-I und MDAS5 zu untersuchen.
Hierfur wurden Infektionsexperimente mit drei RNA-Viren durchgefihrt: Sendai Virus
(SeV, Abbildung 14a), Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV, Abbildung 14b) und
Mengovirus (Mengo, Abbildung 15). Als Kontrolle wurde eine Scheininfektion mit Opti-
MEM Kulturmedium verwendet (Abbildung 14a).
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Die Infektionsdosis kann bei Sendai Virus (SeV, Familie: Paramyxoviridae)
aufgrund fehlender zytotoxischer Eigenschaften des Virus nicht anhand einer MOI
angegeben werden, sondern wird nach Herstellerangaben in Einheiten/ml (U/ml)
gemessen (Abschnitt 3.6.1). SeV Iost eine RIG-I abhangige Immunreaktion aus 142,
was anhand der sparlichen hlP-10-Sekretion der RIG-I- und MAVS-defizienten Klone
nach 24 Stunden, bei starker Immunaktivitdt der MDA5-defizienten Klone mit intaktem
RIG-I-Rezeptor, widergespiegelt wird. SeV produziert als Paramyxovirus ein V-
Protein, das die ATP-Hydrolyse von MDAS5 inhibiert und die antivirale Funktion
teilweise unterdriickt ['2143], Die LGP2-defizienten Klone zeigten hier eine signifikant
verminderte hIP-10-Sekretion (LGP2': 2426,3 pg/ml, WT:11507,4 pg/ml).

Zur Klarung, ob sich der Einfluss von LGP2 auch auf die mRNA-Expression von
Interferon-B und Interferon-induzierten Genen (hier hiP-10) zeigt, wurden RT-gPCR-
Untersuchungen (Abschnitt 3.5.1) aus extrahierter RNA ebenfalls 24 Stunden nach
einer Virusinfektion analysiert und auf die Aktin-mRNA-Expression normiert
(Abbildung 14; logarithmische Skala beachten). Diese Untersuchung spiegelt die
vorhandene mRNA-Expression zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion wider und erganzt
somit die Bestimmung der kumulativen hIP-10 Konzentration im Zelluberstand nach
24 Stunden. Die hIP-10-mRNA Expression entsprach weitestgehend der gemessenen
hIP-10-Expression im ELISA (LGP27: 0,0503904 hIP-10/Aktin, WT: 0,123948 hlIP-
10/Aktin). Die Expression der Interferon-B-mRNA zeigte Ubereinstimmende
Ergebnisse mit der hiP-10-Expression fiur die RIG-I-, MDA5- und MAVS-defizienten
Klone. Die LGP2-defizienten Klone wiesen jedoch bei dieser Analyse keine
signifikante Reduktion der IFN-B-mRNA-Expression auf (LGP2-KO: 0,00576833 IFN-
B/Aktin; WT: 0,00729667 IFN-B/Aktin).

Zur Bestatigung der verminderten Immunreaktion der LGP2-defizienten Klone
nach SeV-Infektion wurden die Zellklone mit dem Vesicular stomatitis Virus (VSV,
Familie: Rhabdoviridae, MOI=0,1) infiziert, welches ebenfalls eine RIG-I-abhéngige
Immunreaktion auslost 142, Aufgrund der Unterdriickung einer Interferonproduktion
durch das VSV Matrix (M)-Protein [1441451 wurde hier eine M-Protein-Mutante des Virus
verwendet (VSV-M51R; Met->Arg-Substitution an Position 51 des M-Proteins und
GFP-Expression), die nicht in der Lage ist die Interferonproduktion zu hemmen.
Zunachst wurde die hIP-10-Expression im Zelliberstand 24 Stunden nach VSV-
M51R-Infektion (MOI=0,1) gemessen (Abbildung 14b). Analog der SeV-Infektion
zeigte die Infektion mit dem VSV-M51R einen RIG-I-spezifischen Phanotyp: die RIG-
I- und MAVS-defizienten Klone zeigten eine sparliche Immunaktivitat, wahrend die
MDAJ5-defizienten Klone eine Wildtyp-ahnliche Immunantwort aufwiesen. Auch die
LGP2-defizienten Klone zeigten nach der VSV-M51R-Infektion eine verminderte hlP-
10-Expression (LGP27: 2365,79 pg/ml, WT: 16835,4 pg/ml). Dies war ebenfalls auf
der mRNA-Expressionsebene von hIP-10 (LGP27: 0,281342 hIP-10/Aktin,
WT: 1,18468 hIP-10/Aktin) und Interferon-B (LGP”: 0,0923583 IFN-b/Aktin,
WT: 0,386392 IFN-b/Aktin) nachweisbar (Abbildung 14b, logarithmische Skala
beachten).

Zusammenfassend zeigten die SEV- und VSV-M51R-Infektionsversuche eine
verminderte Immunaktivitdt der LGP2-defizienten Klone. In Zusammenschau mit den
Stimulationsversuchen mit synthetischen RLR-Liganden in Abbildung 13 zeigt sich
eine positive, jedoch nicht essenzielle, Rolle von LGP2 im RIG-I Sighalweg. Die
spezifische RIG-I-Aktivierung lie3 sich durch die verwendeten Kontrollen (RIG-I-,
MDAJS5- und MAVS-defiziente Klone) validieren.
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Abbildung 14: LGP2-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Expression von Interferon und
Interferon-induzierten Genen nach Infektion mit Viren die durch RIG-I detektiert werden

a) Far jeden Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgesat und nach 24 h Inkubation
mit Sendai Virus infiziert (SeV; 8 U/ml) oder 50 pl virusfreiem Opti-MEM Kulturmedium behandelt (Scheininfektion).
Nach weiteren 24 h Inkubation wurde die kumulative hlP-10-Konzentration im Zelliberstand mittels ELISA
gemessen. Die mMRNA-Expressionsanalyse erfolgte nach RNA-Isolation aus virusinfizierten Zellen mittels RT-
gPCR mit entsprechenden Primern fur IFN-B, hIP-10 oder B-Aktin und universal probe library Sonden. Die IFN-3-
und hIP-10-mRNA-Expressionen wurden jeweils auf die Aktin-mRNA-Expression normiert.

b) Wie in a) bloR mit Infektion durch die Vesicular stomatitis Virus-Mutante VSV-M51R (MOI=0,1; Met->Arg-
Substitution an Position 51 des M-Proteins zerstdrt dessen Interferon-inhibierende Funktion).

Fir jeden der angegebenen Genotypen wurden drei, fir MAVS™- zwei, unterschiedliche knockout Klone separat
untersucht und die Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n= 3 oder 4 unabhé&ngigen
Wiederholungen dieses Experiments. Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-
Zellen. Statistische Analysen wurden zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt. * p < 0.05, ** p <0.01, *** p £ 0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.
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Zur Untersuchung, ob sich ein ahnlicher Einfluss von LGP2 auf die antivirale
Aktivitdat von MDA5 zeigt, wurden die Zellklone mit Mengovirus infiziert. Das
Mengovirus gehért zur Familie der Picornaviridae und zur Spezies der
Encephalomyocarditis Viren (EMCV). Basierend auf Mausmodellen wurde
Mengovirus als MDA5-abhangiges Virus charakterisiert 1461, Venkataraman et al. [87]
und Satoh et al. 84 konnten eine Verminderung der Immunantwort nach Infektion mit
EMCV oder Mengovirus bei LGP2-defizienten Mausen nachweisen. Analog zu VSV
wurde fir Mengovirus-Infektionen eine Mutante des Wildtypvirus verwendet, dessen
mutiertes leader-(L)-Protein eine messbare Interferonproduktion zulasst (Mutation:
C19A/C22A) [147.148]  Um eine ausreichend starke Interferon-Induktion zu erreichen,
wurden die Zellklone mit einer MOI=50 fiir 48 Stunden infiziert (Vergleich: 24 Stunden
fur SeV, VSV). Aufgrund der verlangerten Inkubationszeit erfolgte fir das Mengovirus
ebenfalls eine Scheininfektion mit Opti-MEM Kulturmedium fur 48 Stunden. Die hiIP-
10-Expression nach Mengovirus Infektion ergab zunachst ein Bild einer MDA5-
abhangige Immunreaktion: die MDA5-defizienten Klone zeigten eine stark reduzierte
Immunantwort, wéhrend die RIG-I-defizienten Klone eine starke Immunantwort
aufwiesen. Die LGP2-defizienten Klone wiesen nach Mengovirus-Infektion eine stark
verminderten hIP-10-Expression auf (LGP27-: 247,5 pg/ml, WT: 2197,7 pg/ml), &hnlich
der HMW poly(l:C)-Stimulationsversuche (Abbildung 13). Dieses Ergebnis liel3 sich
auch durch Messung der hIP-10-mRNA durch RT-gPCR bestatigen. Abbildung 15a
zeigt eine verminderte hIP-10-mRNA Expression der LGP2-defizienten Klone
(LGP27-: 0,0116167 hIP-10/Aktin, WT: 0,0964007 hIP-10/Aktin). Auch die Interferon-
B-mRNA-Expression war in LGP2-defizienten Klonen signifikant reduziert
(LGP27-: 0,00183071 IFN-B/Aktin, WT: 0,010678 IFN-B/Aktin). Trotz der konsistenten
Verminderung der Interferon und Interferon-induzierten Gene in LGP2-defizienten
Zellen durch das Mengovirus blieb der Zweifel, ob das Mengovirus auch eine TLR3-
abhéngige Immunantwort auslést und somit TLR3 als confounder den vermeintlichen
LGP2-Effekt ausibt. Die Vermutung beruhte auf den Ergebnissen der MAVS-
defizienten Klone, die nur gering reduzierte Immunaktivititen nach Mengo-
C19A/C22A-Infektion aufwiesen. Hierzu wurde die TLR3-mRNA-Expression der
Zellklone nach Mengovirusinfektion mittels RT-gPCR gemessen (Abbildung 15b),
welche eine ahnliche TLR3-Expression wie IFN-B- und hIP-10-mRNA-Expressionen
aufwies. Deshalb wurden die Mengovirus-Infektionsversuche mit einer TLR3-Inhibition
durch Chloroquin wiederholt. Die Ergebnisse in Abbildung 15b zeigten eine
verminderte hIP-10-Expression aller durch CRISPR/Cas9 Geneditierung erstellten
Zellklone im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Die LGP2-defizienten Klone zeigten eine
h1P-10-Expression von nur 2,8 % der Wildtypen-Zellen (LGP27: 24,4 pg/ml, WT: 877.0
pg/ml, Vergleich: 11,3 % ohne TLR3-Inhibition). Besonders auffallig war die stark
verminderte Immunantwort der RIG-I-defizienten Klone nach TLR3-Inhibition.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass es sich bei
den hier verwendeten Mengovirus-Infektionsversuchen nicht um einen reinen MDA5-
abhangigen Viruseffekt handelt, sondern auch eine RIG-l-abhéngige antivirale
Immunaktivitat nachweisbar war. Dieser Effekt wurde jedoch von der TLR3-Aktivitat
zunachst verschleiert. Unabhangig dieser TLR3-Interferenz und RLR-Spezifitat des
Mengovirus zeigen diese Ergebnisse einen einheitlichen LGP2-Phénotyp: die
Immunantwort nach Mengovirusinfektion ist bei LGP2-Defizienz deutlich reduziert.
Insgesamt zeigen die SeV, VSV und Mengovirus Infektionsexperimente, dass die
LGP2-Defizienz nach Infektion mit Viren, die von RIG-I und/oder MDA-5 erkannt
werden, zu einer reduzierten Expression von Interferon und Interferon-induzierten
Genen fihrt.
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Abbildung 15: LGP2-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Expression von Interferon und
Interferon-induzierten Genen nach Infektion mit Viren die durch MDAS5 detektiert werden sollen
a) Fir jeden Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgesat und nach 24 h Inkubation
mit MOI=50 der Mengovirus-Mutante (C19A/C22A-Mutation im leader-(L)-Gen zerstort die Fahigkeit des leader
Proteins die Expression von IFN-a/B zu inhibieren) infiziert oder mit 50 pl virusfreiem Opti-MEM Kulturmedium
behandelt (Scheininfektion). Nach weiteren 48 h Inkubation wurde die kumulative hIP-10-Konzentration im
Zelluberstand mittels ELISA gemessen. Die mRNA-Expressionsanalyse erfolgte nach RNA-Isolation aus
virusinfizierten Zellen mittels RT-gPCR mit entsprechenden Primern fiir IFN-B, hIP-10 oder 3-Aktin und universal
probe library Sonden. Die IFN-B- und hIP-10-mRNA-Expressionen wurden jeweils auf die Aktin-mRNA-Expression
normiert.

b) RT-gPCR wie in a) allerdings Messung der TLR3-mRNA-Expression mit Primern fiir TLR3. Zuséatzlich fir TLR3-
Inhibition Mengo-C19A/C22A-Infektion und hIP-10-ELISA wie in a). Zur TLR3-Inhibition mit Chloroquin wurde das
Zellmedium 2 h vor Mengo-C19A/C22A Infektion gewechselt und mit 50 uM versetzt.

Fur jeden der angegebenen Genotypen wurden drei, fir MAVS™ zwei, unterschiedliche knockout Klone separat
untersucht und die Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n= 3, 4 oder 5 unabhé&ngigen
Wiederholungen dieses Experiments. Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-
Zellen. Statistische Analysen wurden zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt. * p < 0.05, ** p £0.01, *** p £ 0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.
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4.5. LGP2-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Virusreplikation
nach Infektion mit VSV in 1205lu Zellen

In Abbildung 15 wurde gezeigt, dass die LGP2-Defizienz eine verminderte
Immunreaktion nach Virusinfektion durch SeV, VSV-M51R und Mengo-C19A/C22A
hervorruft. Zur Untersuchung, ob diese verminderte antivirale Immunaktivitat auch
einen Einfluss auf die Virusreplikation austbt, wurden Proben der Zelliberstande aus
Abbildung 14 und Abbildung 15 vor Inaktivierung asserviert und die Viruslast im
Zelliberstand durch den TCID50 assay durch Infektion von BHK21-Zellen gemessen
(Abschnitt 3.6.1). Dieser Assay ist jedoch nicht fir das Sendai Virus geeignet, da
dieses in humanen und Hamster-Zelllinien keine Zytotoxizitat hervorruft. Des Weiteren
wurden die RNA-Isolate aus den Infektionsversuchen auf Expression viraler mRNA
fur VSV-N- beziehungsweise Mengovirus A1-mRNA untersucht und ebenfalls auf die
Aktin-mRNA-Expression normiert. Leider war eine SeV-mRNA-Expressionsanalyse
erfolglos. Ahnliche negative Daten mit SeV hatten Johannes Riickel und Johannes
Tossounidis unserer Arbeitsgruppe. Eine Ursache dieses wahrscheinlich primar
technischen Problems konnte bisher nicht eruiert werden.

Die Ergebnisse der Virusreplikationsanalyse fir VSV-M51R in Abbildung 16a
zeigen erwartbare Ergebnisse eines RIG-I-spezifischen Virus. Wahrend die MDA5-
defizienten Klone Wildtyp-ahnliche Virustiter aufwiesen, zeigten die RIG-I- und MAVS-
defizienten Klone bei verminderter Interferonproduktion eine stark erhdhte Viruslast
im Zelliberstand und auf mMRNA-Expressionsebene des VSV-N-Proteins, (Abbildung
14b). Diese Ergebnisse sind vereinbar mit einem publizierten Mausmodell, in dem
ebenfalls eine erhohte Viruslast in RIG-I-defizienten Zellen beschrieben wurde [146.149],
Daniel Bohmer (medizinischer Doktorand, Arbeitsgruppe Schnurr, Abteilung fir
Klinische Pharmakologie, LMU Minchen) konnte mit denselben RIG-I-defizienten
Klonen zeigen, dass die VSV-Replikation in Kokultur mit interferonproduzierenden
Wildtyp-Zellen vermindert war. Uberraschenderweise zeigten die LGP2-defizienten
Klone, trotz verminderter Interferonproduktion, eine reduzierte Viruslast im
Zelluberstand (LGP27-: 1,442x108 /ml; WT: 2,335x10°/ml) und auf mRNA-
Expressionsebene des  VSV-N-Proteins  (LGP27: 8,472  VSV-N/Aktin,
WT: 26,248 VSV-N/AKktin).

Die Ergebnisse der Mengovirus-Replikation in Abbildung 16b zeigen auf den
ersten Blick eine deutlich verminderte Viruslast im Uberstand der LGP2-defizienten
Klone im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (LGP27: 0,49x10° /ml, WT: 8,63x10° /ml).
Allerdings hat wahrscheinlich keine Mengovirus-Replikation stattgefunden, da bereits
eine Viruslast von 6x10° /ml zur Infektion verwendet wurde (entsprechend 3x10°
Virionen bei MOI=50 fir 6x10* Zellen in 500 uL Zellmedium). Ebenfalls konnte
aufgrund replikationshemmender Nebenwirkungen von Chloroquin keine TLR3-
Inhibition erfolgen [*5%, Am ehesten wird von einer gesteigerten Interferonsensibilitat
der Mengo-C19A/C22A-Mutante ausgegangen. Durch die fehlende Fahigkeit zur
Interferoninhibition findet bei bereits geringen Interferonmengen, gegebenenfalls
durch TLR3 induziert, keine Replikation mehr statt 1471, Dies wiirde die verminderte
Mengovirus Al-mRNA-Expression in MAVS-defizienten Klonen durch den in
Abbildung 15 beschriebenen TLR3-Effekt erklaren. Ein LGP2-Effekt auf die
Mengovirus-Replikation kann daher aufgrund fehlender Daten nicht abschliel3end
geklart werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die LGP2-Defizienz eine
Verminderung der Virusreplikation der VSV-M51R in der 1205Iu Zelllinie aufweist.
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Abbildung 16: LGP2-Defizienz fuhrt zu einer reduzierten Virusreplikation von VSV-M51R in
1205lu Zellen

a) Fur jeden Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24 h Inkubation
mit MOI=0,1 der Vesicular stomatitis Virus-Mutante infiziert (VSV-M51R; Met->Arg-Substitution an Position 51 des
M-Proteins zerstort dessen Interferon-inhibierende Funktion). Nach weiteren 24 h Inkubation wurde die Viruslast
im Zelliberstand mittels TCID50 assay bestimmt. Die mMRNA-Expressionsanalyse erfolgte nach RNA-Isolation aus
virusinfizierten Zellen mittels RT-gPCR mit entsprechenden Primern fur VSV-N oder -Aktin. Die VSV-N-mRNA-
Expression wurde auf die B-Aktin-mRNA-Expression normiert.

b) wie a) bloR Infektion mit MOI=50 Mengovirus-Mutante Uber 48 h (C19A/C22A-Mutation im leader-(L)-Gen
zerstort die Fahigkeit des leader Proteins die Expression von IFN-o/p zu inhibieren) . mRNA-Expressionsanalyse
wie in a) bloR mit Primern fiir Mengovirus Al. Die Mengovirus A1-mRNA-Expression wurde ebenfalls auf die B-
Aktin-mRNA-Expression normiert.

Fur jeden der angegebenen Genotypen wurden drei, fir MAVS™ zwei, unterschiedliche knockout Klone separat
untersucht und die Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n=3, 4 oder 5 unabh&ngigen
Wiederholungen dieses Experiments. Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-
Zellen. Statistische Analysen wurden zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt. * p £ 0.05, ** p £0.01, *** p £0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.

4.6. LGP2-Defizienz fihrt auch nach Infektion mit VSV-WT in
1205lu Zellen zu verminderter Virusreplikation und dies beruht
nicht auf einer Reduktion der Zellvitalitat

Zur Untersuchung, ob die Ergebnisse zur VSV-M51R Virusreplikation aus
Abbildung 16a auch unter den Bedingungen einer durch das VSV-M-Protein
inhibierten Interferonproduktion reproduzierbar sind, wurden die Untersuchungen der
LGP2-defizienten Klone nach Infektion mit einem VSV-WT P-GFP Stamm wiederholt.
Durch das intakte M-Protein ist dieses Virus in der Lage die antivirale Immunantwort
zu unterdriicken 1441451 und kodiert zusatzlich ein GFP-markiertes P-Protein, dessen
Expression fur weitere Virusreplikationsanalysen verwendet wurde. Die VSV-Viruslast
im Zelliberstand von Wildtyp-Zellen nach Infektion mit VSV-WT P-GFP (MOI=0,1,
Abbildung 17a) ergab annéhernd identische Werte wie nach VSV-M51R-Infektion
(Abbildung 16a) (VSV-WT: 2,626x10°/ml, VSV-M51R: 2,335x10°/ml). LGP2-
defiziente Klone wiesen ebenfalls vergleichbare Werte der Virusreplikation fur VSV-
WT und VSV-M51R auf (VSV-WT: 1,385x108 /ml, VSV-M51R: 1,442x108 /ml).
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Abbildung 17: LGP2-Defizienz fuhrt auch nach Infektion mit VSV-WT in 1205lu Zellen zu
verminderter Virusreplikation und beruht nicht auf einer Reduktion der Zellvitalitat

a) Fur jeden Zellklon wurden 6x10* Zellen je well einer 24-well-Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24 h Inkubation
mit MOI=0,1 des Vesicular stomatitis Virus infiziert (VSV-WT P-GFP; GFP-gekoppeltes P-Protein). Nach 24 h
Inkubation wurde die Viruslast im Zelliiberstand mittels TCID50 assay bestimmt.

b) wie in a) Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS suspendiert und 5 min
mit UV-Bestrahlung inaktiviert. AnschlieRend wurden jeweils 2x10* Zellen in der Durchflusszytometrie auf deren
GFP-Fluoreszenz analysiert. Das Ergebnis wird als Quotient der GFP-positiven Zellen an allen vitalen Zellen in
Prozent angegeben.

c) CellTiter Blue Vitalitatsassay: Fir jeden Zellklon wurden 2x10*4 Zellen je well einer 96-well-Mikrotiterplatte
ausgesat und nach 24 h Inkubation mit MOI=0,1 Vesicular stomatitis Virus (VSV-WT) oder Opti-MEM Kulturmedium
(Scheininfektion) infiziert. Nach weiteren 24 h und 48 h wurden 20 pL des CellTiter Blue Reagenzes je well
hinzugefiigt und die Fluoreszenz nach 4 h bestimmt. Das Uberleben wird als Fluoreszenzquotient aus VSV-WT
und Scheininfektion angegeben.

Fur jeden der angegebenen Genotypen wurden drei unterschiedliche knockout Klone separat untersucht und die
Werte gemittelt. Gezeigt sind hier Mittelwerte +- SEM von n=3 unabhé&ngigen Wiederholungen dieses Experiments.
Horizontale gestrichelte Linien entsprechen den Mittelwerten der Wildtyp-Zellen. Statistische Analysen wurden
zwischen den angezeigten Bedingungen mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. * p < 0.05, ** p < 0.01,
*** 1 <0.001, ns (nicht signifikant) p > 0.05.

Diese Ergebnisse waren auch durch eine durchflusszytometrische Bestimmung
der Viruslast Uber die GFP-Fluoreszenz reproduzierbar (Abbildung 17b). Die GFP-
Expression als Parameter der Virusinfektion ist eine etablierte Methode, unter
anderem verwendet von Yao et al. 1371, Die LGP2-defizienten Klone zeigten in der
GFP-Expression eine deutlich verminderte Anzahl infizierter Zellen nach Infektion mit
dem VSV-WT P-GFP (LGP27: 20,73 %, WT: 45,97 %), entsprechend ungefahr einer
Verdopplung infizierter Zellen nach 24 Stunden (MOI=0,1 entspricht 10 % infizierte
Zellen zu Beginn). Erwartungsgemald war nach Scheininfektion mit Opti-MEM keine
GFP-Expression nachweisbar. Diese Ergebnisse zeigen keinen deutlichen Effekt des
intakten M-Proteins auf die Virusreplikation, obwohl von einer geringeren
Interferonproduktion durch den VSV-WT Stamm im Vergleich zur VSV-M51R-Mutante
ausgegangen werden kann 151, Zum Ausschluss eines confounding Effektes durch
den virusinduzierten Zelltod wurde ein Vitalitditsassay mittels CellTiterBlue assay
(Abschnitt 3.6.2) nach Infektion der LGP2-defizienten Klone durchgefuhrt. Zur
Vermeidung einer Interferenz der GFP-Expression mit der Resorufin-
Fluoreszenzmessung wurde hierfur ein VSV-WT Stamm ohne GFP-Expression
verwendet (VSV-WT, MOI=0,1). Es erfolgte eine Analyse der Vitalitat nach 24 und 48
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Stunden, wobei die Ergebnisse jeweils auf die Werte einer Scheininfektion mit Opti-
MEM Kulturmedium normiert wurden (Abbildung 17c). Die Normierung auf die
Scheininfektion erlaubt eine Korrektur von Variationen der Zellteilung einzelner
Zellklone. Die Ergebnisse zeigten, dass die LGP2-defizienten Klone nach 24 Stunden
(LGP27: 0,898 xFluoreszenz, WT: 0,898 xFluoreszenz) und 48 Stunden
(LGP27-: 0,537 xFluoreszenz, WT: 0,374 xFluoreszenz) eine gleiche oder hohere
Vitalitat im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen aufwiesen, vereinbar mit der in Abbildung
17a/b gezeigten Viruslast.

Zusammenfassend verifizieren die Infektionsversuche mit VSV-WT, dass die
LGP2-Defizienz mit einer verminderten Virusreplikation von VSV in 1205lu Zellen
einhergeht und dass dieser LGP2-Effekt nicht auf vermehrtem Zelltod beruht.

4.7. LGP2 zeigt keine Interaktion mit VSV-RNP im electrophoretic
mobility shift assay

Wie zuvor beschrieben zeigen die phénotypischen Untersuchungen der LGP2-
defizienten Klone eine verminderte Zytokinproduktion (reduziertes IP-10 im
Zelliberstand, sowie reduzierte IFN-B- und IP-10-mRNA-Expression) und eine
verminderte Viruslast (reduzierte Viruslast im Uberstand im TCID50 und reduzierte
Zahl infizierter Zellen nach Infektion mit einem GFP-Reportervirus) nach Infektion mit
VSV. Diese Ergebnisse lie3en sich nicht durch einen gesteigerten Zelltod der LGP2-
defizienten Klone erklaren, weshalb eine spezifische Rolle von LGP2 in der VSV-
Replikation vermutet wurde.

Als eine von vielen mdglichen Ursachen wurde eine Effektorfunktion von LGP2
durch eine direkte Interaktion mit viralen Proteinen und Nukleinsauren unabhéngig
von der antiviralen Signalkaskade der RLRs vermutet. Eine solche Funktion wurde
von Yao et al. fur RIG-I und MDA5 nachgewiesen 2371, Durch PAMP-Sequestrierung
verhindert die Bindung viraler Proteine an dsRNA einen PKR-abhé&ngigen Verdau der
dsRNA. Diese PKR-Inhibition konnte durch die Interaktion von RIG-I und MDA5 mit
den viralen Proteinen verhindert werden. Insbesondere war auch fir CARD-
deletiertes-RIG-I/MDA5 eine Interaktion mit viralen Proteinen nachweisbar [137],
Aufgrund der Sequenzhomologie von LGP2 und den verwendeten CARD-deletierten
RIG-I- und MDA5-Proteinen wurde eine &hnliche Interaktion von LGP2 mit viralen
Proteinen vermutet. Eine mogliche Interaktion von LGP2 mit viralen Proteinen kann in
Ribonukleoprotein Komplexen (RNP) stattfinden. RNP bestehen aus viraler RNA, die
mit viralen Proteinen besetzt ist 1371, Solche Protein-RNA-Komplexe lassen sich im
electrophoretic mobility shift assay (EMSA, Abschnitt 3.4.5) durch unterschiedliches
Elektrophorese-Verhalten in einer nativen Agarose-Elektrophorese nachweisen. Die
in dieser Arbeit verwendeten VSV-RNP wurden durch Maximilian Gradel und
Johannes Raps unserer Arbeitsgruppe aus VSV-WT isoliert, basierend auf der
Ultrazentrifugation denaturierter, hochtitriger und DI-Genom-armer Virusbestande.
Fur eine ausfuhrliche Beschreibung der Methode wird auf die Promotionsarbeiten von
Johannes Raps verwiesen [152],

Zur Etablierung der Methode wurden zunéchst rekombinante RLR-Proteine (zur
Verfigung gestellt durch Prof. Dr. Karl-Peter Hopfner, Genzentrum, LMU Munchen)
mit den etablierten synthetischen Liganden pppRNA und LMW poly(l:C) inkubiert.
Erwartungsgemal zeigte RIG-I eine Interaktion mit pppRNA (40 Basen), was durch
den shift der RNA-Bande nachweisbar war (Abbildung 18a). Auch LGP2 zeigte in

62



Ergebnisse

steigender Konzentration eine Interaktion mit der pppRNA, die im Vergleich zu RIG-I
jedoch qualitativ schwacher ausfiel. Eine schwache Interaktion von LGP2 mit pppRNA
ist am ehesten auf Interaktion mit dem dsRNA-PAMP zurtckzufiihren. Eine Interaktion
von LGP2 mit dsRNA unabhéngig eines Triphosphat-Rests ist beschrieben [77:78.153],
MDAS und Albumin zeigten erwartungsgemal keine Interaktion mit pppRNA. HMW
poly(I:C) konnte aufgrund der Molekilmasse (1,5 — 8,0 kb) nicht in das 1,2 % native
Agarosegel wandern (Daten nicht gezeigt), weshalb hier LMW poly(l:C) verwendet
wurde. LMW poly(l:C) zeigte aufgrund der undefinierten Lange (0,2 — 1 kb) im
Gegensatz zur pppRNA keine definierte Bande, sondern einen Schmier (Abbildung
18b). MDAS wies eine Interaktion durch einen shift des poly(l:C)-Schmiers auf. Dies
ist vereinbar mit publizierten EMSA-Daten zur Fibrillenbildung von MDA5 an poly(l:C)
von Berke & Modis [%8, Die MDA5-Bindung an LMW poly(I:C) war sowohl mit als auch
ohne ATP sichtbar, vereinbar mit dem dynamischen MDA5-Bindungsmodell 59711, Die
Promiskuitat von poly(l:C) wird durch die Interaktion mit RIG-I auch im EMSA gezeigt.
Nach Inkubation mit rekombinantem LGP2 war im EMSA ebenfalls ein shift mit klar
definierter Bande im Agarosegel nachzuweisen. Dieser Effekt war in Analogie zu den
pppRNA-Versuchen auch fur LMW poly(I:C) von der LGP2-Konzentration abhangig.
Diese direkte Interaktion wurde bereits 2005 von RothenfuBer et al. durch
Immunoprazipitation von LGP2 mit poly(l:C) beschrieben 3¢l und unterstitzt eine Rolle
von LGP2 in der MDA5-abhéngigen Erkennung von poly(l:C) (Abbildung 13a).
Erwartungsgemall war keine Interaktion zwischen Albumin und LMW poly(l:C)
nachweisbar.

Die EMSA-Versuche mit pppRNA und LMW poly(l:C) zeigten die Validitat der
Methode fir die folgenden Versuche mit VSV-RNP (Abbildung 18c). Analog zu HMW
poly(I:C) war die Elektrophorese der VSV-WT-RNP im 1,2 % Agarosegel aufgrund der
hohen Molekularmasse zunéchst nicht méglich. Hierzu wurden die VSV-RNP Proben
fur 30 Minuten mit 0,05 % SDS vor-inkubiert, um einen Anteil der gebundenen
Proteine zu loésen. Anschlieend wurden die Proben wie zuvor mit rekombinanten
RLR-Proteinen oder Albumin inkubiert. Als methodische Anpassung erfolgte hier die
Farbung mit DNA Stain Clear G. Diese erlaubt neben der karzinogen-freien Arbeit die
FortfUhrung der Elektrophorese nach einer Zwischen-Auswertung nach 24 Stunden,
da keine aufwandige Farbung mit SYBR-Green-1l notwendig war. Die Elektrophorese
wurde fir 60 Minuten und 120 Minuten durchgefiihrt. Die Ergebnisse der VSV-RNP-
EMSA zeigten fir RIG-I ein leicht verandertes Bandenmuster mit verschmiertem
Aspekt der mittleren Bande, besonders nach 120 Minuten. Dies entspricht
moglicherweise einer Interaktion zwischen RIG-1 und VSV-RNP. Fir LGP2, MDA5 und
BSA zeigten sich allerdings keine veranderten Bandenmuster. Allerdings sollten die
methodischen Einschrankungen dieser Versuchsreihe anhand des notwendigen SDS-
Verdaus der VSV-RNP vor Inkubation mit den rekombinanten RLR-Proteinen beachtet
werden. Dieser SDS-Verdau ermoglichte zwar die elektrophoretische Auftrennung im
Agarosegel, konnte jedoch Protein-RNA-Strukturen innerhalb der RNP auflosen oder
eine Interaktion zwischen RLR-Proteinen und RNP-Proteinen behindern. Alternative
Fragmentierungsansatze durch enzymatische Degradation oder Ultraschall-Verdau
waren erfolglos (Daten nicht gezeigt). Daher lasst sich anhand dieser Ergebnisse
keine direkte Interaktion zwischen LGP2 und den VSV-RNP nachweisen.
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Abbildung 18: LGP2 zeigt keine Interaktion mit VSV-RNP im electrophoretic mobility shift assay
Die unten beschriebenen Proben wurden in EMSA-Puffer (20 nM Hepes, 150 nM NaCl, 3 nM MgClz, 1 nM DTT,
pH 7,5) verdiinnt, 60 min bei 37 °C inkubiert und dann auf ein 1,2 % natives Agarosegel mithilfe von 5 % Glycerol
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V in 1x TAE-Puffer fir 60 min durchgefihrt und in a) und b)
anschlieRend mit SYBR-Green-II gefarbt. Rekombinante RLR-Proteine wurden durch Prof. Dr. Karl-Peter Hopfner
zur Verfiigung gestellt.

a) Triphosphat-RNA-EMSA: 400 ng pppRNA (5'-Triphosphat-RNA mit ds-Region und hairpin loop; hergestellt durch
in vitro Transkription) wurden mit Albumin (BSA, 100 ng, 500 ng oder 1000 ng) oder rekombinanten RLR-Proteinen
LGP2 (100 ng, 500 ng oder 1000 ng) oder 1000 ng RIG-I oder MDA5 mit/ohne ATP (100 uM) inkubiert.

b) Poly (I:C)-EMSA: 400 ng LMW poly(l:C) wurden mit Albumin (BSA, 100 ng, 500 ng oder 1000 ng) oder
rekombinanten RLR-Proteinen LGP2 (100 ng, 500 ng oder 1000 ng) oder 1000 ng RIG-I oder MDA5 mit/ochne ATP
(100 uM) inkubiert.
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¢) VSV-WT-RNP-EMSA: 300ng VSV-WT-RNP wurden zunéchst in 0,05 % SDS fur 30 min bei Raumtemperatur
verdaut und anschlieRend mit 1000 ng Albumin (BSA) oder rekombinanten RLR-Proteinen (100 ng LGP2, 1000 ng
RIG-I oder 2500 ng MDAS) mit/ohne ATP (100 uM) inkubiert und mit DNA Stain Clear G nach Herstellerangaben
gefarbt. oben: 60 min Elektrophorese, unten: 120 min Elektrophorese.

Die gezeigten EMSA entsprechen reprasentativen Ergebnissen aus drei unabhangigen Wiederholungen dieses
Experiments.
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5. Diskussion

Zur Klarung der Rolle von LGP2 im RLR-Signalweg wurden mithilfe der
CRISPR/Cas9 Geneditierung drei LGP2-defiziente Klone der Melanomzelllinie 1205Iu
generiert. Die LGP2-Defizienz der knockout Klone wurde dabei durch Fehlen einer
LGP2-Expression im westernblot und Nachweis bialleler frameshift Mutationen in der
Sangersequenzierung fur jeden der Klone bestétigt. In folgenden Untersuchungen
wurden die LGP2-defizienten Zellklone in funktionellen Experimenten eingesetzt, um
die Rolle von LGP2 im RLR-Signalweg zu untersuchen. Zunachst konnte durch die
Stimulation der Zellklone auf unterschiedlichen Ebenen im RLR-Signalweg durch
Interferon-B-Reporter-Untersuchungen eine Rolle von LGP2 auf oder oberhalb der
Ebene von RIG-I und MDAS gezeigt werden. Die positive Interferon-feedback-Schleife
war dabei durch das Fehlen von LGP2 nicht beeinflusst. Als Nachstes konnte gezeigt
werden, dass die LGP2-Defizienz eine reduzierte Immunaktivitdt nach Stimulation mit
den synthetischen RLR-Liganden Triphosphat-RNA und HMW poly(l:C) hervorruft.
Dafur wurde mittels ELISA die IP-10 Konzentration im Zelliberstand nach 24 Stunden
bestimmt. Des Weiteren fuhrte die LGP2-Defizienz zu einer reduzierten Expression
von Interferon und Interferon-induzierten Genen nach Infektion mit SeV, der VSV-
M51R-Mutante und der Mengovirus-C19A/C22A-Mutante. Dies zeigte sich in der
mittels ELISA im Zelluberstand bestimmten IP-10 Konzentration nach 24 Stunden und
der zum selben Zeitpunkt mittels RT-gPCR gemessenen Expression von IFN-B- und
IP-10-mRNA. Somit weist das vorliegende loss of function Modell eine modulierende,
allerdings nicht essenzielle Rolle von LGP2 im antiviralen Signalweg von RIG-I und
MDAS auf. Das Fehlen von LGP2 fuhrte unerwarteterweise zu einer verminderten
Virusreplikation von VSV und Mengovirus in 1205lu Zellen. Dies konnte durch
Bestimmung der Viruslast im Zelliberstand mittels TCID50, Expression viraler mRNA
mittels RT-gPCR und fiur VSV durch durchflusszytometrische Bestimmung der
infizierten Zellen nach Infektion mit einem GFP-exprimierendem VSV-Stamm
bestimmt werden. Zumindest fir VSV konnte gezeigt werden, dass die verminderte
Virusreplikation nicht durch erhdhten Zelltod der LGP2-defizienten Klone
hervorgerufen wird. Eine Interaktion zwischen LGP2 und VSV-Ribonukleoprotein-
Komplexen (RNP) als méglicher Mechanismus einer Rolle von LGP2 konnte durch
EMSA nicht gezeigt werden.

Diese Ergebnisse miissen kritisch unter Beriicksichtigung einiger Storfaktoren
interpretiert werden. Die Verwendung einer genetisch instabilen Melanomzelllinie (hier
1205Iu) beruhte vorwiegend auf Praktikabilitdtsgrinden: der starken Expression der
RLR in dieser Zelllinie, sowie einfacher Zellkultur-Handhabung, guter
Transfizierbarkeit mit Plasmiden oder RNA-Molekllen und langjahriger Etablierung
der Zelllinie in der Arbeitsgruppe. Die Zugehdrigkeit aller verwendeten Zellklone zur
1205lu-Zelllinie konnte durch die STR-Analyse bewiesen werden. Der Versuch der
zusatzlichen Etablierung von LGP2-defizienten Klonen der Zelllinien HEK-293T und
A549 blieb erfolglos (Daten nicht gezeigt). Bereits die Generierung der knockout Klone
durch Heranztichten klonierter Einzelzellklone nach der CRISPR/Cas9 Geneditierung
bedarf einer relevanten Anzahl an Zellteilungen, bis man mit ihnen experimentieren
kann. Aufgrund der bei jeder Zellteilung zufallig vorkommenden Mutationen kann dies
zu einer genetischen und phanotypischen Divergenz von knockout Klonen und der
Wildtyp-Zelllinien in Merkmalen auRerhalb des Zielgens fiihren 541551 Die
phénotypische Instabilitat zeigte sich in dieser Arbeit vereinzelt bei knockout Klonen,
die aufgrund uneinheitlicher biologischer Replikate aus Versuchsreihen
ausgeschlossen werden mussten (Daten nicht gezeigt). Die MDA5-defizienten Klone
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wiesen eine gesteigerte Reaktion nach Kontrolltransfektion mit OH-RNA-COa,
Scheininfektionen und Virusinfektion mit SeV und VSV auf. Eine Kontamination des
Opti-MEM Kulturmediums konnte durch weitere Ergebnisse ausgeschlossen werden.
Ebenfalls konnte die Analyse der Einzelzellergebnisse bestatigen, dass dies nicht auf
einem Einzelzell-Effekt oder Ausreil3erdaten beruhte. Leider konnte aufgrund
fehlender STING-Expression in 1205Iu keine Stimulation des ebenfalls zytosolischen
CcGAS-STING-Signalweges zur besseren Charakterisierung dieses Phanotyps und als
Negativkontrolle einer RLR-Stimulation verwendet werden.

Im Rahmen der knockout-Validierung wurde keine Untersuchung moglicher off-
target Effekte der CRISPR/Cas9 Geneditierung durchgefuhrt. Obwohl das System als
sehr zuverlassig gilt, kann die guideRNA theoretisch auch an Loci aul3erhalb des
Zielgens binden und dort Mutationen hervorrufen. In einer Studie von Kim et al. waren
allerdings nur wenige genomische Loci von solchen off-target-Mutationen
betroffen (156, Ferner konnen neuerdings durch die Verwendung modifizierter
guideRNAs die Nebenwirkungen minimiert werden [1%6, Ob mogliche off-target
Mutationen letztendlich den Phanotyp der hier verwendeten knockout Klone
beeinflusst haben oder fur observierte phanotypische Instabilitat verantwortlich sind,
bleibt ungeklart.

Zuséatzlich muss bei der Interpretation der Daten die relativ kleine Anzahl an
Klonen jedes Genotyps bertcksichtigt werden: Die sehr geringe Ausbeute
tatsachlicher knockout Klone im Vergleich zur Zahl der geziichteten Einzelzellklonen
war hierbei der am starksten limitierende Faktor. Beispielsweise waren von 90
gezuchteten Einzelzellklonen nur drei biallelische LGP2-defiziente Klone etablierbar.
Der beschriebene Effekt beruht daher auf zusammengefassten Ergebnissen mehrerer
Untersuchungen von zwei bis drei Klonen je Genotyp. Die mdgliche Verzerrung des
wahren biologischen Effekts durch gepoolte Daten im Vergleich zu Daten aus
Mischkulturen bleibt ebenfalls ungeklart. Fir diese Arbeit wurde die aufwendigere
Einzelzellanalyse bevorzugt, da sie individuelle Schwankungen wie Unterschiede in
Wachstumsverhalten vermeintlich besser widerspiegelt. Durch eine Mischkultur der
Einzelzellklone zu Beginn jedes Versuches kdonnte das Wachstumsverhalten oder
phanotypische Variabilitat eines Einzelzellklons bei starker Auspragung den Effekt
anderer Klone Uberdecken und somit den wahren biologischen Effekt verbergen.
Dieser Begrindung unterliegt auch die Verwendung von zwei Wildtyp-
Einzelzellklonen zusatzlich zur Wildtyp-Mischpopulation.

Neben der durchgefihrten genotypischen (biallelische frameshift-Mutation in der
Sangersequenzierung) und phanotypischen (fehlende Proteinexpression im
westernblot) Validierung der LGP2-Defizienz, konnte die LGP2-Defizienz nicht auf
transkriptioneller Ebene verifiziert werden. Entgegen der Erwartung wies die Messung
der LGP2-mRNA-Expression mittels RT-gPCR nach Stimulation von LGP2-
defizienten Klonen mit HMW poly(l:C) erhdhte Werte auf (Daten nicht gezeigt). Dies
ist fur ein Interferon-stimuliertes Gen (ISG) zu erwarten, allerdings fir knockout Zellen
zunachst Uberraschend. Eine mogliche Erklarung bietet der nonsense-mediated
MRNA decay (NMD), durch den fehlerhafte mRNA in Zellen degradiert wird. Dieser
Mechanismus beschreibt den Abbau ,defekter* mRNA bei Vorliegen eines vorzeitigen
Stopp-Codons in der Umgebung einer Splicestelle 157161, Trotz bialleler frameshift-
Mutationen und folglich funktionslosem Protein ware es denkbar, dass aufgrund der
Lokalisation des Stopp-Codons innerhalb der mRNA-Sequenz keine Degradation
dieser mRNA durch das NMD erfolgt. Theoretisch kdnnte es hierdurch zu einer
Translation der defekten mRNA kommen. Aufgrund der gewahlten guideRNA
Zielsequenz im vorderen Genabschnitt (Nukleotidpositionen 163-184, Exon 1) kdme

67



Diskussion

es durch das vorzeitige Stopp-Codon zur Translation eines funktionslosen Peptids,
welches anschlieRend anderweitig abgebaut wird (z.B. im Proteasom). Die
verwendeten RT-gPCR-Primer sind hingegen mittig im LGP2-Gen lokalisiert, an den
Nukleotidpositionen 795-815 (forward Primer). Es erscheint daher nachvollziehbar,
dass die Amplifikation dieses Abschnitts bei mdglicherweise nicht degradierter mRNA
erfolgreich verlief. Aufgrund des kombinierten Nachweises einer genotypischen und
phanotypischen LGP2-Defizienz konnten die Zellklone trotz erhéhter LGP2-mRNA-
Expression eindeutig als knockout verifiziert werden.

Die Untersuchung der Rolle von LGP2 auf den MDA5-Signalweg wurde durch das
Fehlen eines MDA5-spezifischen Liganden und der Stimulation von TLR3 durch
poly(I:C) und Mengovirus erschwert. TLR3 erkennt ebenfalls das dsRNA-PAMP und
fuhrt zur Produktion von Typ-I-Interferonen, wird allerdings membrangebunden und
vorwiegend endosomal exprimiert 132, Unter TLR3-Inhibition und Transfektion von
HMW poly(I:C) war dennoch eine MDA5-spezifische RLR-Stimulation mit positiv
modulierendem, nicht essenziellem Einfluss von LGP2 im MDA5-Signalweg
nachweisbar. Diese Ergebnisse sind vorwiegend kongruent zur Fachliteratur [83.162]
allerdings widersprichlich zu Ergebnissen von Parisien et al., die in LGP2-defizienten
HEK293-Zellen eine erhthte IFN-B-Expression 6 Stunden nach Stimulation mit
poly(I:C) zeigten [#2, Bruns et al. zeigten die Bedeutung von LGP2 in der friihen
Erkennung von  dsRNA  durch  MDA5, allerdings mit dichotomer,
konzentrationsabhangiger Wirkung: In geringer Konzentration unterstitzt LGP2 die
effiziente MDA5-Filamentbildung entlang poly(l:C) ["779. In hoherer Konzentration
wirkt LGP2 allerdings hemmend auf MDAS5, beispielsweise durch PAMP-
Sequestrierung bei kompetitiver Bindung der dsRNA [7°1,

Im Mausmodell von Satoh et al. ging die LGP2-Defizienz mit einer gesteigerten
Viruslast nach Infektion mit dem EMCV einher, das durch MDA5 detektiert wird (841,
Ahnliche LGP2-Effekte konnten in der vorliegenden Arbeit fir das mit EMCV-
verwandte Mengovirus nicht etabliert werden, wahrscheinlich aufgrund fehlender
Virusreplikation bei gesteigerter Interferonsensibilitat der in dieser Arbeit verwendeten
Mengo-C19A/C22A-Mutante 1471, Diese konnte zum einen durch die Bildung von
defective interfering-(DI)-Genomen als Stimulus fur eine Interferon-Induktion beruhen
und dem selektiven sensing einer Mengovirusinfektion durch MDAS entgegenstehen.
DI-Genome entstehen als verkurzte, defekte Produkte der Replikation bei hoher MOI
(in den vorgestellten Experimenten wurde mit einer MOI=50 eine hohe MOI
verwendet) und wirken durch bestimmte Strukturelemente als eigenstandiges
PAMP [163-165] ' das neben MDAS insbesondere auch RIG-I aktivieren kann [30.151]
Andererseits konnte eine interferierende Rolle durch gesteigerte TLR3-Aktivitat
nachgewiesen werden. Die TLR3-Aktivitdt war in den Stimulationsversuchen durch
Chloroquin unterdrtckbar, allerdings kann Chloroquin aufgrund Beeinflussung der
Virusreplikation (beispielsweise Flaviviren, Retroviren, Coronaviren und Picornaviren)
in Virusinfektionsexperimenten nur unter Vorbehalt verwendet werden [150.166]  Dije
Etablierung stabiler TLR3-MDA5- bzw. TLR3-LGP2-defizienter Zelllinien durch
erneute CRISPR/Cas9 Geneditierung war aufgrund des grofien Aufwandes nicht
realisierbar. Die Chloroquin-Inhibition wurde einer transienten TLR3-Stilllegung mittels
siRNA aufgrund mdéglicher immunstimulatorischer Aktivitat vorgezogen. Ferner kbnnte
die Stilllegung von TLR3 die RLR-Aktivitat beeinflussen. Eine synergistische Rolle von
TLR3 und MDAS5/RIG-I zur Eindammung bestimmter Virusinfektionen (beispielsweise
Dengue Virus) sind beschrieben [1871, Zudem konnte eine TLR3-abhangige
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Vorstimulation durch Expression von RLR als ISG konzentrationsabhéngige Effekte
vermitteln.

Eine negative regulatorische Funktion von LGP2 auf RIG-I-induzierte
Immunaktivitaten ist in der Fachliteratur am gangigsten verbreitet [2¢l, In dieser Arbeit
lag allerdings bei LGP2-Defizienz eine Verminderung der Immunantwort nach
Stimulation mit RIG-I-spezifischen Liganden (Triphosphat-RNA) und Viren (VSV und
SeV) vor. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Infektionsexperimenten mit SeV
und VSV in einem LGP2-defizienten Mausmodell von Satoh et al., in dem LGP2 eine
nicht essenzielle, aber adjuvante Rolle fur die Immunantwort austbte 4. Zudem sind
sie kongruent zu unveroffentlichten Daten von Maximilian Gradel unserer
Arbeitsgruppe, der eine kumulativ verminderte Immunantwort nach Infektion mit VSV
und SeV in durch siRNA generierter, transient LGP2-defizienter HEK293T-Zelllinien
zeigte. Diese zu friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, insbesondere von
RothenfuBer et al. 81 und der Dissertationsarbeit von Johannes Helmuth [168]
vermeintlich widerspriichlichen Ergebnisse lassen sich durch mégliche Auswirkungen
des Konzentrationsverhaltnisses zwischen LGP2 zu RIG-I erklaren. Die
beschriebenen inhibitorischen Funktionen von LGP2 in der Erkennung von
Triphosphat-RNA durch RIG-1 68 oder in der TLR-unabh&angigen IFN-B-Induktion
nach Infektion mit SeV und Newcastle Disease Virus (NDV) 3¢ basierten auf einer
Uberexpression von LGP2 in LGP2-kompetenten Zellen. Eine mdgliche
konzentrationsabhéngige Rolle von LGP2 im RIG-I-Signalweg durch PAMP-
Sequestrierung bei LGP2-Uberexpression 71, analog zur Rolle von LGP2 im MDAS5-
Signalweg, kénnte die hier vorliegenden Ergebnisse mit denen der Fachliteratur in
Einklang bringen. Zudem weisen neue Erkenntnisse von Quicke et al. auf RNA-
unabhéngige Effekte von LGP2 auf RIG-I hin. Die Hemmung der RIG-I-
Ubiquitinylierung durch die Interaktion von LGP2 mit TRIM25 fuhrt zur Destabilisierung
der aktiven RIG-I-Konformation und folglich reduzierter Immunaktivitat nach
Stimulation des RIG-I-Signalweges 1. Neue Ergebnisse von Parisien et al. weisen
eine erhohte IFN-B-Expression in LGP2-defizienten HEK293-Zellen 24 Stunden nach
Infektion mit SeV auf [#2. Diese Ergebnisse sind widerspriichlich zu den in dieser
Arbeit vorliegenden Daten und konnten aufgrund des fehlenden Erfolgs bei der
Generierung von LGP2-defizienten HEK293T-Zellen nicht Uberprift werden.

Trotz verminderter Immunaktivitdt nach Infektion mit der VSV-M51R-Mutante
wiesen die LGP2-defizienten Klone Uberraschenderweise eine verminderte
Virusreplikation, sowohl fur die VSV-M51R-Mutante als auch nach VSV-WT-Infektion,
auf. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit publizierten Daten eines LGP2-defizienten
Mausmodells von Venkataraman et al., die eine vermehrte Resistenz der LGP2-
defizienten Mauszellen nach Infektion mit VSV zeigten 71, In der vorliegenden Arbeit
konnte ein gesteigerter Zelltod nach VSV-Infektion als mogliche Ursache der
reduzierten Virusreplikation in LGP2-defizienten Klonen ausgeschlossen werden. Als
eine von vielen maglichen Erklarungen der reduzierten Viruslast in LGP2-defizienten
Zellen ist eine direkte Interaktion von LGP2 mit Proteinen innerhalb des VSV-RNP
moglich. Ahnliche Effektorfunktionen tiber Sensorfunktionen hinaus sind fur RIG-I und
MDAS5 beschrieben 169 beispielsweise eine RIG-I-Interaktion mit Nukleokapsiden flr
das Influenzavirus [*7% und das Hepatitis-B-Virus 171, Besonders beruhten diese
Uberlegungen auf den Ergebnissen von Yao et al., die eine Interaktion zwischen RIG-
| und MDA5 mit dsRNA-gebundenen viralen Proteinen zeigten, wodurch die
Virusreplikation gehemmt wurde 1371, Hier konnte gezeigt werden, dass virale Proteine
(NS1 und E3L) durch PAMP-Sequestrierung den Verdau der viralen RNA durch PKR
unterdriicken. Die hierdurch hervorgerufene PKR-Inhibition konnte durch
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Verschiebung der Virusproteine durch RIG-I und MDAS verhindert werden 1371, Dabei
war auch fir CARD-deletiertes-RIG-I/MDA5S eine Interaktion mit viralen Proteinen
nachweisbar, die zur Verschiebung der Proteine auf viraler dsRNA fihrte. Aufgrund
der Strukturhomologie zwischen den CARD-deletierten RIG-I/MDA5 Proteinen und
LGP2 bestand die Vermutung, dass diese und weitere Ergebnisse von Yao et al. auch
auf LGP2 zutreffen 1371, Zum Beispiel konnte eine ATP-abhangige Suppression viraler
Replikation durch CARD-deletiertes RIG-I/MDAS auf bestimmte RNA-Viren (Sindbis,
Gelbfieber, Coxsackie B, Sendai, Influenza A und Parainfluenza 3 Viren)
nachgewiesen werden 371 ahnlich der in dieser Arbeit verminderten VSV-
Virusreplikation in LGP2-defizienten Klonen. Zusatzlich wies die Ko-Expression von
Volllangen-MDAS5 und CARD-deletiertem RIG-1 in Anwesenheit von Protein-besetzter
dsRNA eine Steigerung der Signalaktivitat von MDA5S auf, wodurch eine Kooperation
zwischen MDAS5 und CARD-deletierten RIG-I durch Umstrukturierung von RNP
naheliegend erscheint. Diese Ergebnisse konnten erstmalig eindeutige Interaktionen
zwischen RLR- und RNP-Proteinen, sowie Virus-Evasionsmechanismen durch
dsRNA-Sequestrierung mit Hilfe von Nukleoproteinen nachweisen. Bemuihungen
unserer Arbeitsgruppe die Ergebnisse von Yao et al. zu CARD-deletiertem RIG-
I/MDA5 fur LGP2 zu reproduzieren blieben aber bisher erfolglos und eine solche
Interaktion zwischen LGP2 und VSV-RNP konnte auch in dieser Arbeit mittels EMSA
nicht nachgewiesen werden, unter Vorbehalt der methodischen Einschrankungen, die
der notwendige SDS-Verdau der RNP vor Inkubation mit rekombinantem LGP2 mit
sich bringt. Der Mechanismus, Uber den LGP2 in die Replikation von VSV eingreift,
bleibt somit weiterhin ungeklart.

In Zusammenschau der Fachliteratur und der vorliegenden Ergebnisse wird
folgendes hypothetisches Modell fiir LGP2 formuliert: Meiner Ansicht nach lassen sich
die Ergebnisse dieser Arbeit in das konzentrationsabhdngige Modell von Bruns &
Horvath [ eingliedern (Abbildung 19a). Demnach besitzt LGP2 in basaler
Konzentration eine adjuvante Funktion auf die RLR-Signalwege 9. Nach Aktivierung
einer antiviralen Immunantwort mit Produktion von Typ-I-Interferonen akkumuliert
LGP2 als ISG intrazellular. In héherer Konzentration wirkt LGP2 inhibitorisch auf die
RLR-Signalwege, beispielsweise durch PAMP-Sequestrierung [%771  Diese
inhibitorische Funktion kann als Kontrollmechanismus fur RIG-1 und MDAS fungieren,
um eine UberschieBende Immunantwort zu vermeiden 84172, Eine mdgliche Erklarung
der upstream Effekte von LGP2, neben den beschriebenen Effekten auf die
Fibrillenbildung von RLR, bietet fir Negativstrang-Viren (wie SeV und VSV) die
Interaktion und Umstrukturierung der viralen RNP (Abbildung 19b). Durch Freilegung
viraler RNA innerhalb der RNP mithilfe von LGP2 und anschliel3ender Bildung von
dsRNA wahrend der Virusreplikation ware eine Erkennung durch RIG-I oder MDA5S
erleichtert. Dies bietet eine Erklarung fur die beobachtete adjuvante Funktion von
LGP2 auf beide RLR-Signalwege. Des Weiteren konnte dieses Modell die
vorliegenden Ergebnisse zur Abhéngigkeit der VSV-Replikation von der LGP2-
Expression erklaren, indem eine LGP2-abhangige RNP-Umstrukturierung die
Virusreplikation zulasst. Ahnliche Funktionen von Helikasen zur Umstrukturierung von
RNP sind bekannt [“8l. Fullam & Schroder berichteten ebenfalls tiber die Abhangigkeit
der viralen Replikation von Wirt-DExD/H-box-Helikasen, welche von Viren aktiv zur
Umstrukturierung ihres Genoms rekrutiert werden [73 Uber eine solche
Effektorfunktion von LGP2 wurde bereits von Moresco & Beutler 174 und Satoh et al.
als mogliche upstream regulatorische Funktion von LGP2 spekuliert 4, Allerdings
scheint LGP2 vor allem in der Friihphase einer Virusinfektion, wenn noch wenig Virus-
RNA vorhanden ist und die RLR in basaler Konzentration vorliegen, positiv
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regulierende Funktionen auszuuben, wéahrend zu spateren Zeitpunkten durch
Akkumulation von LGP2 und Verschiebung des Verhaltnisses zwischen RIG-I/MDA5S
und LGP2 vorwiegend inhibitorische Funktionen auftreten 7],

Die hier vorliegenden Daten zeigen eine positiv modulierende, aber nicht
essenzielle Rolle von LGP2 im RLR-Signalweg auf Hohe oder oberhalb von RIG-I und
MDAS5. Die Verwendung eines loss of function Modells mit durch CRISPR/Cas9
Geneditierung hergestellten LGP2-defizienten Klonen der humanen Zelllinie 1205lu
kann allerdings nur die Auswirkung von fehlendem LGP2 aufzeigen. Eine
Rekonstitution der verwendeten LGP2-defizienten Zellen, beispielsweise durch eine
stabile lentivirale Transfektion, wurde nicht durchgefuhrt. Die vermutete
konzentrationsabh&ngige Wirkung von LGP2 und die Bedeutung des Verhaltnisses
zwischen LGP2 und RIG-I/MDAS5 zu verschiedenen Zeitpunkten einer Virusinfektion
limitieren allerdings die Aussagekraft von Rekonstitutionsversuchen. Dies mag
ursachlich fur die mehrfach genannten Diskrepanzen zwischen bisherigen LGP2-
defizienten- und LGP2-Uberexpressionsmodellen sein. Die vorliegende Arbeit tragt
aber hoffentlich einen Beitrag zur Klarung der biologischen Funktion des mysteritésen
Immunrezeptors LGP2 bei.

LGP2 in niedriger Konzentration LGP2 in hoher Konzentration
+ ' —>» Typ-l-Interferone ' | . / l"
' RIG-I ' ' RIG-I
LGPN ' @ \ '
—>» Typ-l-Interferone LGP2 '
a MDAS MDA5

Nukleoprotein ' - Vi likati
irusreplikation
- LGP2 ? 7
Negativ- dsRNAT T T T T T T T 11
ssRNA > N " ~
l l RIG-I l MDAS5

RIG-I MDAS5

b Typ-I-Interferone

Abbildung 19: Erweitertes hypothetisches Modell fur LGP2 nach Bruns & Horvath

a) Wahrend der Friihphase einer Virusinfektion liegt LGP2 in basaler Konzentration vor und besitzt in diesem
Verhéltnis zu RIG-1 und MDAS positive Einflusse auf deren Signalwege. In spéateren Phasen einer Virusinfektion
kommt es durch die Interferonexpression zur Akkumulation von LGP2 als ISG. Hierdurch verschiebt sich das
Verhaltnis zwischen LGP2 und RIG-I/MDAS5 und flihrt zu negativen Einflissen auf deren Funktion, beispielsweise
durch PAMP-Sequestrierung oder durch Interaktionen zwischen LGP2 und weiteren Proteinen (Blaue Formen mit
Fragezeichen). Dies mag zur Kontrolle einer UberschieRenden Immunantwort dienen.

b) In diesem hypothetischen Modell bindet LGP2 an Nukleoproteinen des viralen Ribonukleoprotein (RNP)-
Komplexes. Die Umstrukturierung der RNP erméglicht die Virusreplikation der Negativstrang-ssRNA-Viren unter
Bildung von dsRNA. Hierdurch ermdglicht LGP2 eine optimale Viruserkennung durch RIG-I und MDAS5 in der
Frihphase einer Virusinfektion. Allerdings ermdglicht die RNP-Umstrukturierung ebenfalls eine effizientere
Virusreplikation. (Modifiziert nach Bruns & Horvath [°)
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6. Zusammenfassung

Die RIG-I-like Rezeptoren (RLR) bilden eine Gruppe zytosolischer
Mustererkennungsrezeptoren, die in der angeborenen antiviralen Immunabwehr nach
Erkennung viraler doppelstrangiger RNA, eine Signalkaskade auslésen und zur
Aktivierung eines antiviralen Genprograms fuhren. Hierzu interagieren die aktivierten
RLR Rezeptoren RIG-I und MDA5 mithilfe der CARD-Doménen mit dem
Adaptermolekil MAVS und fuhren unter anderem zur Expression von Typ-I-
Interferonen. Die Rolle des dritten Rezeptors der RLR-Gruppe, LGP2, ist noch
ungeklart. Durch das Fehlen einer CARD-Domanen kann LGP2 nicht selbststandig
eine Signalkaskade auslésen. Im RIG-I-Signalweg werden in der Fachliteratur
weitestgehend negative Einflisse von LGP2 beschrieben, wéhrend eine dichotome
Rolle im MDAb5-Signalweg mit positiver Modulation in basaler Konzentration und
inhibitorischer Funktion in gesteigerter Konzentration beschrieben ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Klarung der Rolle von LGP2 im RLR-
Signalweg mithilfe der CRISPR/Cas9 Geneditierung drei LGP2-defiziente Klone der
1205lu Melanomzelllinie generiert, Uber das Fehlen einer LGP2-Proteinexpression
und den Nachweis bialleler frameshift Mutationen validiert und anschlie3end in
Stimulations- und Infektionsversuchen untersucht.

Zunachst konnte durch Stimulation der Zellklone auf unterschiedlichen Ebenen im
RLR-Signalweg eine Rolle von LGP2 auf oder oberhalb von RIG-I- und MDAS5 gezeigt
werden. Die positive Interferon-feedback-Schleife war durch das Fehlen von LGP2
nicht beeinflusst. Die LGP2-Defizienz fiihrte zu einer reduzierten Immunaktivitat nach
Stimulation mit den synthetischen RLR-Liganden Triphosphat-RNA und HMW
poly(I:C) und zu reduzierter Expression von Interferon und Interferon-induzierten
Genen nach Infektion mit SeV, VSV-M51R und Mengovirus-C19A/C22A. Somit weist
das vorliegende loss of function Modell eine modulierende, allerdings nicht essenzielle
Rolle von LGP2 in den Signalwegen von RIG-1 und MDA5S auf. Das Fehlen von LGP2
fuhrte unerwarteterweise zu einer verminderten Virusreplikation von VSV in 1205Iu
Zellen, wobei gezeigt werden konnte, dass dies nicht auf erhdhten Zelltod der LGP2-
defizienten Klone beruhte. Eine Interaktion zwischen LGP2 wund VSV-
Ribonukleoprotein-Komplexen (RNP) als mdglicher Mechanismus einer Rolle von
LGP2 konnte durch EMSA nicht gezeigt werden

Diese Ergebnisse lassen sich in ein hypothetisches konzentrationsabhéngiges
Modell fir LGP2 einordnen. In unstimulierter basaler Konzentration tbernimmt LGP2
eine positive Rolle in den Signhalwegen von RIG-I und MDAS. In héherer Konzentration
wirkt LGP2 inhibitorisch auf RIG-I und MDA5, zum Beispiel durch PAMP-
Sequestrierung. Insbesondere scheinen der Zeitpunkt wahrend einer Virusinfektion
und das Verhéltnis von LGP2 und RIG-I/MDA5 die Rolle von LGP2 zu beeinflussen
und dessen dichotome Wirkung zu erklaren.
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