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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

1.1.1 Die Funktion und Organisation des humanen Immunsystems

Das menschliche Abwehrsystem wird in zwei Arme unterteilt, das angeborene und das
adaptive Immunsystem. Ersteres stellt die initiale Verteidigungslinie gegen eindringende
Pathogene dar. Zur angeborenen Abwehr werden physikalische Barrieren wie Epithelien
und Mukus, antimikrobielle Proteine (unter anderem Lysozym, Komplement und
Defensine) und zellulare Mechanismen gezahlt. Ein Teil der angeborenen Immunantwort
wird durch spezialisierte Leukozyten vermittelt. Zu diesen zahlen myeloische Zellen wie
Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen, aber auch
Zellen der lymphatischen Reihe wie natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und angeborene
lymphatische Zellen (ILC). Dartber hinaus verfligen nahezu alle Zellen des Kérpers tber
Mechanismen der angeborenen Immunitat. So werden zytosolische Rezeptoren zur
Detektion von Virusinfektionen und Proteine des Major histocompatibility complex
Klasse | (MHC-I) zur Prasentation von zytosolischen Antigenen ubiquitér exprimiert. Das
adaptive Immunsystem besteht aus B- und T-Zellen. Diese Lymphozyten bilden durch
somatische Rekombination und Hypermutation Antikérper beziehungsweise T-Zell-
Rezeptoren (TCR) gegen spezifische Antigene aus. So entsteht im Laufe einer Infektion
ein Repertoire an Immunzellen, die einen bestimmten Erreger erkennen und eliminieren
kénnen. Darlber hinaus kann sich so ein immunologisches Gedachtnis ausbilden, das

Reinfektionen mit dem gleichen Pathogen verhindern kann.

Der Begriff ,angeborene Immunitat”® leitet sich davon ab, dass die zur
Pathogenerkennung notwendigen Rezeptoren Keimbahn-kodiert sind. Das heif3t, dass
sie schon von Geburt an in ihrem vollen Repertoire vorhanden sind und sich im Laufe
des Lebens nicht verédndern oder anpassen. Das angeborene Immunsystem zeichnet
sich durch eine schnell verfugbare Abwehrreaktion aus und ist so in der Lage die meisten
Krankheitserreger zu eliminieren, bevor sich eine adaptive Immunantwort entwickeln
kann. Zusatzlich kénnen Mechanismen des angeborenen Abwehrsystems die
Ausbreitung eines Erregers einschranken, bis sich eine erregerspezifische
Immunreaktion ausgebildet hat. Auch nachdem sich eine B- und T-Zell-Antwort etabliert
hat, Ubernimmt das angeborene Immunsystem wichtige Effektorfunktionen. So
phagozytieren etwa Makrophagen durch Antikérper opsonierte Erreger und
Komplementfaktoren lysieren Antikdrper-markierte Zellen.
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1.1.2 Die Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors)

Eine zentrale Aufgabe des Immunsystems besteht in der Erkennung von
Krankheitserregern. Hierzu ist es notwendig ,fremd“ von ,selbst zu unterscheiden. Das
angeborene  Immunsystem erreicht dies durch die Verwendung von
Musterkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors, PRR). Dieser Mechanismus
ist evolutionér alt und konserviert. Das Abwehrsystem einer groBen Anzahl von
Organismen ohne adaptives Immunsystem, wie etwa aller Wirbellosen, basiert
hauptséachlich auf der Detektion von Krankheitserregern durch PRR. Diese Proteine sind
in der Lage konservierte molekulare Muster von Pathogenen (Pathogen associated
molecular patterns, PAMP) zu binden und daraufhin eine Immunantwort auszulésen. Zu
den PAMP gehdéren etwa bakterielle Zellwandbestandteile oder virale Nukleinsauren.
Die PRR kénnen in verschiedene Familien von Rezeptoren unterteilt werden. Zur
Detektion von viraler RNA dienen beim Menschen unter anderem Retinoic-acid-
inducible-gene-I-like-Rezeptoren (RLR), die Toll-like-Rezeptoren (TLR) TLR3, TLR7 und
TLR8, Oligoadenylat-Synthetasen (OAS) und die Proteinkinase R (PKR) (Schneider et
al. 2014). RLR, OAS und PKR sind zytosolische Proteine, die doppelstréngige
Ribonukleinsdure (dsRNA) binden und antivirale Funktionen haben.

Im Menschen sind zehn verschiedene Toll-like-Rezeptoren beschrieben mit
unterschiedlichen PAMP als Liganden. TLR3 kommt im endosomalen Kompartiment
sowie auf der Zelloberflache diverser Zelltypen vor und wird durch die Bindung von
dsRNA aktiviert. TLR7 und TLR8 sind hoch-homologe Proteine mit je zwei
Bindungsstellen fir Liganden. Die gleichzeitige Interaktion mit einzelstrangiger RNA
(ssRNA) und einem spezifischen Nukleosid fuhrt zur Signalauslésung (Chow et al.
2018).

1.1.3 Die RIG-I-like-Rezeptoren

Die Familie der RIG-I-like-Rezeptoren gehért zu den DExD/H-box-Helikasen und
beinhaltet die drei Proteine Retinoic acid-inducible gene | (RIG-l), Melanoma
differentiation-associated protein 5 (MDAS5) und Laboratory of Genetics and Physiology 2
(LGP2). Sie teilen einen gemeinsamen Aufbau aus einer regulatorischen C-terminalen
Doméne (CTD, oder Repressor domain, RD) und zwei N-terminal davon gelegenen
Helikase-Doméanen. RIG-1 und MDA5 verfugen dariber hinaus Uber zwei N-terminale
Caspase activation and recruitment domains (CARD) (Abbildung 1.1 a) (Rehwinkel &
Gack 2020).



Einleitung 3

Die RLR fungieren als bedeutende intrazellulare Sensoren fur virale RNA. Diese
I6slichen Proteine kommen im Zytosol nahezu aller Zellen vor und sind in der Lage
dsRNA zu binden. RIG-I und MDAS5 liegen unter homdostatischen Bedingungen in
niedriger Konzentration und in einer inaktivierten Konformation vor. Hierbei verhindert
die CTD eine Signaltransduktion durch Assoziation mit den CARD. Nach Bindung der
CTD und Helikase-Doménen an ihre spezifischen RNA-Liganden werden die CARD der
RLR freigegeben und kénnen mit der CARD des Adapterproteins Mitochondrial antiviral-
signaling protein (MAVS) interagieren, um so eine Immunantwort auszulésen. MAVS ist
mit seiner Transmembrandoméne an der &uBeren Mitochondrienmembran, den
Mitochondrien-assoziierten Membranen und den Peroxisomen lokalisiert. Da LGP2 Giber
keine CARD verfugt, geht man davon aus, dass es nicht in der Lage ist, selbst eine
Signaltransduktion auszuldsen. LGP2 scheint jedoch die Funktion von RIG-I und MDA5
zu modulieren (Rehwinkel & Gack 2020).

Als Ligand fir RIG-1 wurde doppelstréangige RNA ohne Basen-Uberhénge und mit einer
freien Tri- oder Diphosphat-Gruppe am 5‘-Ende identifiziert (Hornung et al. 2006,
Goubau et al. 2014). Eine minimale Lange der dsRNA von etwa zehn Basenpaaren
scheint fur die Aktivierung von RIG-I auszureichen (Brisse & Ly 2019). Eine Typ-1-Cap-
Struktur am 5‘-Ende der RNA verhindert ein Binden an RIG-I. Diese besteht aus einer
N7-Methyl-Guanosin-Gruppe, die 5'-5° Gber eine Triphosphat-Gruppe mit der ersten
Base der RNA verbunden ist, und zusatzlich einem Methyl-Rest an der 2*-Position der
ersten Base (Abbildung 1.2). Diese Restriktion von RIG-I-Liganden dient dem Schutz vor
Erkennung von zellularen Messenger-RNAs (mRNA), welche diese Modifikation am 5°‘-
Ende tragen (Schuberth-Wagner et al. 2015).
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Abbildung 1.1 Die RIG-I-like-Rezeptoren (a) C-terminal weisen alle RLR eine C-terminal
domain (CTD) auf, die alternativ als repressor domain (RD) bezeichnet wird. Weiter N-
terminal befinden sich die zwei Helikase-Domé&nen DEAD und HELICc. RIG-I und MDA5
verfigen am N-terminalen Ende Uber zwei Caspase activation and recruitment domains
(CARD), die der Signaltransduktion dienen. In Klammern ist die Anzahl der Aminos&uren
des jeweiligen Proteins angegeben (Modifiziert nach Chow et al. 2018). (b) MDAS5 wird
durch lange dsRNA aktiviert, RIG-I durch dsRNA mit 5'-Tri- oder Diphosphatresten. LGP2
bindet ebenfalls dsRNA (nicht gezeigt) und moduliert die Aktivierung von RIG-I und MDAS5.
Nach der Bindung ihrer Liganden interagieren die CARD der RLR mit der CARD von
MAVS. Uber Zwischenschritte kommt es dann zur Phosphorylierung und Aktivierung von
IRF3 beziehungsweise IFR7 und von NF-kB. Bindung dieser Transkriptionsfaktoren an
DNA im Zellkern fuhrt zur Produktion von Typ-I-Interferonen, CXCL10 und weiteren
proinflammatorischen Zytokinen.

Proinflammatorische Zytokine &

Die strukturellen Voraussetzungen fur MDA5-Liganden sind weniger genau verstanden.
Als typischer Aktivator fur MDAS5-Signaling wird lange (> 300 Basenpaare)
doppelstrangige RNA beschrieben, obwohl die genauen minimalen Anforderungen an
Liganden nicht bekannt sind (Liu & Gack 2020). 2'-O-Methylierung von RNA scheint
hingegen die Erkennung als fremd durch MDA5 zu verhindern (Zist & Cervantes-

Barragan et al. 2011).
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Sowohl RIG-I als auch MDA5 bilden multimere Filamente entlang einer gebundenen
RNA aus. Ihre CARD assoziieren daraufhin mit dem Adapterprotein MAVS, was dessen
Aggregation zur Folge hat (Yoneyama et al. 2015). Dadurch wird eine zytosolische
Signalkaskade ausgeldst, die letztlich zur Aktivierung von NF-kB und Phosphorylierung
der Transkriptionsfaktoren Interferon regulatory factor 3 (IRF3) oder IRF7 mit
anschlieBender Bildung von Homodimeren fuhrt. Die IRF-Dimere translozieren in den
Zellkern und stimulieren die Transkription von Typ-I-Interferonen (IFN-1) (Abbildung
1.1 b). Bindung von NF-kB an die DNA im Zellkern leitet die Transkription von weiteren
proinflammatorischen Zytokinen ein (Reikine et al. 2014).
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Abbildung 1.2 RNA-Cap-Strukturen Das Capping von mRNA steigert die Effizienz der
Translation, schitzt die mRNA vor Degradation und verhindert die Aktivierung von RIG-I
durch zelleigene RNA. Der Prozess findet im Nukleus vor dem Export in das Zytosol statt
und involviert die 5°-5-Bindung eines N7-Methylguanosins. Je nach Anzahl der
Methylierungen unterscheidet man zwischen Typ-0-, -1- oder -2-Caps (modifiziert nach
Schuberth-Wagner et al. 2015).

1.1.4 Das Interferonsystem

Der Begriff ,Interferon wurde in den 1950er Jahren geprégt, als erste Hypothesen
aufgestellt wurden, dass Zellen einen Stoff als Reaktion auf eine Virusinfektion

produzieren kdnnten, welcher mit der Infektion durch ein weiteres Virus interferieren
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wirde (Isaacs & Lindemann 1957). Mittlerweile sind drei Klassen von Interferonen
beschrieben. Zu der gréBten Klasse, den Typ-I-Interferonen, zéhlen 13 Typen von
Interferon a (IFN-a), sowie IFN-B, IFN-¢, IFN-k und IFN-w (Lazear et al. 2019). IFN-a
und IFN-B kénnen von nahezu allen Zellen als Reaktion auf eine Virusinfektion produziert
und sezerniert werden. IFN-y ist das einzige Typ-II-Interferon und wird in erster Linie von
Immunzellen produziert. Die Gruppe der Typ-lll-Interferone besteht aus IFN-A1, IFN-A2
und IFN-A3 und wurde im Jahr 2003 erstmalig beschrieben (Schneider et al. 2014).

Im Kontext dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf den Typ-I-Interferonen und ihrer
Bedeutung in der antiviralen Immunitat. Viren kdnnen eine Vielzahl an unterschiedlichen
Zelltypen in verschiedenen Geweben infizieren. Durch die ubiquitdre Expression von
Sensoren des angeborenen Immunsystems (zum Bespiel RLR) kénnen Virusinfektionen
jedoch frihzeitig von den betroffenen Zellen detektiert werden. Am Ende der
ausgeldsten Signalkaskade (siehe Abschnitt 1.1.3) kommt es zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren IRF3 oder IRF7, welche die Transkription von Typ-I-Interferonen
stimulieren. Nach der Translation werden diese Signalmolekule sezerniert und wirken
para- und autokrin Uber Bindung an den ubiquitér exprimierten IFN-o/B-Rezeptor. Der
Rezeptor besteht aus den zwei Proteinuntereinheiten IFN-a/B-Rezpertor-1 (IFNAR1)
und IFN-a/B-Rezeptor-2 (IFNAR2), die eine heterodimere Einheit bilden. Alle Typ-I-
Interferone kdnnen diesen Rezeptor binden und aktivieren, jedoch mit unterschiedlicher
Affinitdt und Kinetik. Die Signaltransduktion des Interferon-a/3-Rezeptors erfolgt tber
Phosphorylierung von Signal transducer and activator of transcription 1 und 2 (STAT1
und STAT2). Diese bilden einen Komplex mit IRF9, der die Transkription von Interferon-
stimulierten Genen (ISG) bewirkt (Schneider et al. 2014).

Zu den ISG gehdren hunderte Gene, die durch Interferon hochreguliert werden
(Schoggins 2019). Unter anderem handelt es sich dabei um Mustererkennungs-
rezeptoren, Zytokine und um Proteine, die den viralen Replikationszyklus an
unterschiedlichen Stellen hemmen. Es werden aber auch Gene induziert, die die Zelle
gegeniber Interferon desensibilisieren. So wird eine unkontrollierte, andauernde,
beziehungsweise schadliche Aktivierung des angeborenen Immunsystems verhindert
(Schneider et al. 2014).

Die physiologische Bedeutung von Typ-I-Interferonen zeigt sich auch in Erkrankungen
mit Dysfunktion des Interferonsystems. Sowohl eine gesteigerte Aktivierung wie auch

eine reduzierte Aktivitat kann zu Schéden im Organismus fiihren. UberschieBende
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Interferon-Produktion konnte in Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie
systemischem Lupus erythematodes, Aicardi-Goutiéres-Syndrom oder Singleton-
Merten-Syndrom gezeigt werden. Als mdgliche Ausléser konnten hier unter anderem
Mutationen in den Genen fur RIG-1 und MDA5 gefunden werden (Liu & Gack 2020). Im
Zuge von Virusinfektionen kann es hingegen bei Menschen mit reduzierter
Interferonproduktion beziehungsweise -wirkung zu ungunstigeren klinischen Verlaufen
kommen. Defekie des IFN-a/3-Rezeptors konnten bei Patienten mit schweren
Erkrankungen durch virale Lebendimpfungen mit dem Mumps-Masern-Roételn-Impfstoff
und dem Gelbfieberimpfvirus nachgewiesen werden (Hernandez et al. 2019). Im
Rahmen der SARS-CoV2-Pandemie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
lebensbedrohlichem Verlauf von COVID-19 geh&uft neutralisierende Autoantikdrper
gegen Typ-I-Interferon oder Defekte im Interferon-System aufweisen (Bastard & Rosen
et al. 2020, Zhang et al. 2020). Diese Autoantikérper gegen Interferon konnten auch mit
schweren Erkrankungen als Folge der Gelbfieberimpfung in Verbindung gebracht
werden (Bastard et al. 2021).

1.1.5 Das Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunitat

Zusatzlich zu den unmittelbaren antimikrobiellen Effektorfunktionen des angeborenen
Immunsystems initiiert und koordiniert es auch die folgende adaptive Immunantwort. Im
Rahmen von Virusinfektionen sind Typ-I-Interferone von besonderer Bedeutung. Diese
bewirken neben der Induktion von direkt antiviralen Genprogrammen zur schnellen
lokalen Kontrolle einer Infektion auch die Differenzierung und Migration von
antigenprasentierenden Zellen (APC). Uber APC wie dendritische Zellen und
Makrophagen steuert das angeborene Immunsystem die adaptive Immunantwort. Fir
das Priming von naiven T-Zellen sind drei Signale wahrend der Antigenprasentation
notwendig. Als erstes Signal dient die Erkennung eines spezifischen Antigens auf dem
MHC-Komplex der APC durch den T-Zell-Rezeptor (TCR). Ko-stimulatorische Signale
durch Bindung von zum Beispiel CD28 auf der T-Zell-Oberflache an CD80 oder CD86

von dendritischen Zellen bilden das zweite Signal. Zytokine stellen das Signal drei dar.

Typ-l-Interferone fuhren zu einer gesteigerten Expression von ko-stimulatorischen
Molekilen auf APC und zur Sekretion von Zytokinen wie IL-15, Interferon-y oder CXCL10
durch diese. AuBerdem kénnen Typ-I-Interferone selbst als Signal drei fur T-Zellen
dienen. Daruber hinaus steigert IFNAR-Signaling die Antigenprasentation durch MHC-I
und MHC-II. Die Produktion von Interferonen durch das angeborene Immunsystem flihrt

also zu einer Optimierung aller drei Signale des T-Zell-Primings (Crouse et al. 2015).
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Die zeitliche Koordination von Typ-I-Interferon-Signaling und der TCR-Aktivierung in
T-Zellen scheint von besonderer Bedeutung zu sein. So stimuliert eine Aktivierung des
IFN-a/B-Rezeptors auf T-Zellen bei gleichzeitigem T-Zell-Rezeptor-Signal Proliferation
und Effektor-Differenzierung. Bei fehlender TCR-Aktivierung hingegen hemmt Typ-I-
Interferon Proliferation und férdert Apoptose. Die Dynamik der IFN-I-Expression scheint
auch die Weichen in Richtung zelluldrer oder humoraler adaptiver Immunantwort zu

stellen (De Giovanni et al., 2020).

Im Zuge von Impfungen ist eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems
notwendig, um eine protektive adaptive Immunantwort auszulésen. Bei viralen
Lebendimpfstoffen werden Mustererkennungsrezeptoren analog zu einer Infektion mit
pathogenen Viren aktiviert. Bei Totimpfstoffen hingegen dienen dazu h&ufig zusatzliche
Adjuvantien. Am Beispiel der Influenza-Impfung konnte gezeigt werden, dass eine Typ-I-
Interferon-Antwort notwendig ist, um die initiale adaptive Immunantwort zu etablieren
(Koyama et al. 2010).

1.2 Das Gelbfiebervirus 17D

1.2.1 Die Familie der Flaviviridae

Die Familie der Flaviviridae besteht aus den Gattungen Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus
und Pestivirus. Von besonderer humanmedizinscher Bedeutung sind Vertreter der
Gattungen Hepacivirus, zu der das Hepatitis-C-Virus gehért, und der Flaviviren. Wichtige
Mitglieder der Gattung Flavivirus sind das Dengue-Virus (DENV), Zika-Virus (ZIKV),
FSME-Virus (Tick-borne encephalitis virus, TBEV), West-Nil-Virus (WNV), Japanische-
Enzephalitis-Virus (JEV) und das namengebende Gelbfiebervirus (von lateinisch ,flavus®
fur gelb) (Yellow fever virus, YFV). Flaviviren werden durch GliederfiiBer —in erster Linie
Stechmiicken oder Zecken — Ubertragen und infizieren weltweit bis zu 400 Millionen
Menschen pro Jahr, wobei der GroBteil davon auf DENV-Infektionen zuriickgeht. Jedoch
hat auch Gelbfieber allein im Jahr 2013 zu geschétzten 78.000 Todesopfern gefiihrt

(Garske et al. 2014).

Das Gelbfiebervirus kommt in Subsahara-Afrika sowie tropischen Gebieten in
Stdamerika vor. Aufgrund von Ausbrichen in Angola mit Beginn 2015 (Barrett 2016)
und Brasilien mit Beginn 2016 (Paules & Fauci 2017) ist es vor kurzem wieder in den
Fokus medizinischer Bemihungen gerickt. Die Erkrankung wird durch Stechmicken
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der Art Aedes aegypti Ubertragen und kann sowohl asymptomatische Infektionen als
auch schwere — haufig tédliche — Erkrankungen mit hdmorrhagischem Fieber nach sich
ziehen. Antivirale Therapien stehen nicht zur Verfigung, mit der hochwirksamen

Gelbfieberimpfung existiert jedoch ein potentes Mittel zur Pravention.

Bei allen Flaviviridae handelt es sich um behillte Viren mit einem positivstrangigen RNA-
Einzelstrang als Genom. Die Flaviviren bilden Viruspartikel mit einem Durchmesser von
etwa 50 nm bestehend aus einer Lipidhtlle und dem Nukleokapsid. Das Genom hat eine
GrdBe von rund elf Kilobasen und kodiert fur drei Strukturproteine (C — Capsid, prM —
Precursor of membrane protein und E — Envelope protein) und sieben Nicht-
Strukturproteine (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Abbildung 1.3). Die
kodierende Region wird von einer 5° und einer 3° untranslatierten Region (5-UTR
beziehungsweise 3-UTR) flankiert. Die Strukturproteine bilden zusammen mit einer
Lipidmembran zellularen Ursprungs und dem Virusgenom die Virionen. Die
Nichtstrukturproteine Ubernehmen Funktionen wahrend der Virusreplikation und

unterdriicken Komponenten der angeborenen Immunantwort (Barrows et al. 2018).
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Abbildung 1.3 Schema des Flavivirusgenoms und des Replikationszyklus (a) Das
Flavivirusgenom besteht aus einem einzelnen positiv-orientierten RNA-Strang. Es kodiert
fur ein einziges offenes Leseraster, das als ein Polyprotein translatiert wird. Durch virale
und zellulare Proteasen wird dieses in drei Strukturproteine (blau) und sieben Nicht-
Strukturproteine (rot) gespalten. An den Enden des RNA-Molekils befinden sich
untranslatierte Regionen (5°- bzw. 3'-UTR) und am 5'-Terminus ein Typ-I-Cap.
(b) Nachdem das Virion an seinen Rezeptor an der Zelloberflache gebunden hat, wird es
endozytiert. Die Senkung des pH-Wertes in den Endosomen fuhrt (ber eine
Konformationsdnderung im E-Protein des Virus zur Membranfusion und Freisetzung des
Nukleokapsids in das Zytosol. AnschlieBend wird das virale Genom translatiert und es
bilden sich Replikationskomplexe als Einstilpungen in das endoplasmatische Retikulum
(ER), in denen neue Kopien der Virus-RNA produziert werden. AnschlieBend werden
Viruspartikel ins ER-Lumen abgeschniirt und sezerniert. Wéahrend sie den sekretorischen
Pfad durchlaufen, kommt es zur Reifung der Viruspartikel (Modifiziert nach Pierson &
Diamond 2020).
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1.2.2 Der Replikationszyklus von Flaviviren

Nachdem sich Flaviviruspartikel an die Oberflache von Zellen angeheftet haben, werden
sie mittels Endozytose aufgenommen. Durch Senkung des pH-Wertes in den
Endosomen kommt es zu Konformationséanderungen im E-Protein, die zur Fusion der
Virusmembran mit der Endosomenmembran fuhrt. Darauffolgend wird das
Nukleokapsid, bestehend aus C-Protein und der Virus-RNA, in das Zytosol freigesetzt.
Das virale Genom wird anschlieBend von Ribosomen als mRNA verwendet und
translatiert. Die Virus-RNA kodiert ein singuléres offenes Leseraster, welches als
einzelnes Polyprotein am rauen endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert wird.
Aus dem Vorlauferpolyprotein werden durch zellulare, und autokatalytisch durch viral
kodierte Proteasen, die einzelnen funktionellen Proteine abgespalten (Abbildung 1.3)
(Barrows et al. 2018).

Das Virus induziert die Bildung von Replikationskomplexen, die sich als Vesikel-&hnliche
Einstiilpungen in das Lumen des ER darstellen. Uber eine Pore kommunizieren sie
weiterhin mit dem Zytosol und erméglichen somit den Austausch von fir die Replikation
notwendigen Molekilen. So kénnen etwa Nukleotide fur die RNA-Synthese oder
Aminoséauren fir die Proteinsynthese bereitgestellt werden. Die Replikationskomplexe
ermdglichen einerseits eine hohe lokale Konzentration an Faktoren, die fur Virus-
Synthese notwendig sind, andererseits dienen sie dazu, die virale RNA und ihre
Replikationsintermediate vor der Detektion durch zytosolische Rezeptoren des

angeborenen Immunsystems zu schitzen (Klema et al. 2015).

Es wird vermutet, dass nach einer initialen Phase, in der das Virusgenom in erster Linie
far die Produktion der Virusproteine verwendet wurde, ein Wechsel zur RNA-Replikation
stattfindet. Hier wird die virale RNA von dem Protein NS5, das katalytische Aktivitat als
RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp) besitzt, als Vorlage fir die Synthese eines
komplementaren Negativstranges verwendet. Der Negativstrang wird folgend als
Matrize fur die Biosynthese neuer Virusgenome verwendet, deren 5°-Ende durch weitere
Funktionen von NS5 mit einem Typ-I-Cap versehen wird. Hierzu wird zuerst ein
Guanosin-Rest 5°-5° (iber eine Triphosphatgruppe mit der ersten Base (Adenosin) des
Positivstrangs verbunden (GpppA). AnschlieBend wird mit Hilfe der Methyltransferase -
Aktivitdt von NS5 sowohl das Guanosin-Cap an Position N7 als auch die erste Base an
ihrer 2-OH-Gruppe methyliert. Es resultiert ein Typ-l-Cap (m’GpppAm), das einerseits

der effizienten Translation und der Stabilitat der Virus-RNA und andererseits als Schutz



12 Einleitung

vor Erkennung durch Rezeptoren des angeborenen Immunsystems dient (Garcia-Blanco
et al. 2016).

Die Viruspartikel schniren sich schlieBlich in das ER-Lumen ab und durchlaufen den
sekretorischen Pfad durch ER und Golgi-Apparat. Hierbei reifen die Virionen in ihre
infektibse Form durch Spaltung von prM in M durch die Protease Furin und werden
schlieBlich von der Zelle freigesetzt (Pierson & Diamond, 2020).

1.2.3 Erkennung von Flaviviren durch das angeborene Immunsystem

Die initiale Antwort durch das angeborene Immunsystem auf eine Infektion mit einem
Flavivirus ist aus mehreren Griinden von medizinischem Interesse. Einerseits begrenzt
sie friih nach einer Ansteckung mit einem pathogenen Virus die Replikation und bremst
somit das Infektionsgeschehen. Wie oben bereits beschrieben (siehe Abschnitt 1.1.5),
ist die Erkennung durch das angeborene Immunsystem dartber hinaus notwendig, um
eine effektive adaptive Immunantwort hervorzubringen und so die Virusinfektion zu
beseitigen. Andererseits ist die Detektion des attenuierten Gelbfieberimpfvirus durch
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems von vakzinologischem Interesse, da die
Infektion mit dem YF-17D-Virus in fast allen Geimpften zu einer langanhaltenden
Immunitat fuhrt. Besseres Verstandnis der immunologischen Mechanismen dieser

Impfung kdnnte das rationale Design besserer Impfstoffe in der Zukunft ermdéglichen.

Die Infektion mit Flaviviren wird mithilfe von verschiedenen Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems erkannt. Von herausragender Bedeutung ist die Detektion
viraler Nukleinsduren durch RNA-Sensoren aus der Familie der RIG-I-like-Rezeptoren
und der Toll-like-Rezeptoren. Die RLR (siehe Abschnitt 1.1.3) Iésen antivirale
Genprogramme als Antwort auf Virus-RNA im Zytosol aus, TLR erkennen RNA hingegen
im endosomalen Kompartiment oder extrazellular. Erkennung durch RIG-I konnte fir alle
untersuchten Mitglieder der Flavivirusfamilie nachgewiesen werden, fir WNV und DENV
konnte auch eine MDA5-Aktiverung gezeigt werden. Fir TLR3 und TLR7 ist eine Rolle
in der angeborenen Immunantwort im Zuge von einigen Flavivirusinfektionen
beschrieben (Nazmi et al. 2014). So konnte ein protektiver Effekt von TLR3 bei der
Infektion mit West-Nil-Virus gezeigt werden (Daffis et al. 2008).

Far das Gelbfieberimpfvirus im Speziellen konnte eine Abhéngigkeit der Immunantwort
in dendritischen Zellen von den Toll-ilke-Rezeptoren TLR2, TLR7, TLR8 und TLR9 im
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Mausmodell gezeigt werden. Hier wurden unterschiedlich polarisierte T-Zell-Antworten
in Abh&ngigkeit vom TLR-Signaling beobachtet (Querec et al. 2006). Die Aktivierung von
zytosolischen Mustererkennungsrezeptoren mit ihrer Kinetik in menschlichen Zellen und
die molekularen Voraussetzungen der Liganden der RNA-Sensoren sind flr das

Gelbfieberimpfvirus bislang nicht bekannt.

1.2.4 Das Gelbfieberimpfvirus YF-17D

In den 1930er Jahren entwickelte Max Theiler eine Impfung gegen die Infektion mit dem
Gelbfiebervirus, fur die er 1951 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin erhielt. Bei
dem Impfstoff handelt es sich um ein attenuiertes Virus, dass durch serielle
Passagierung in Mausgeweben und Huhnerembryonen generiert wurde. Das so
entstandene Virus mit der Bezeichnung YF-17D ist genetisch zu 99,4 % identisch mit
dem pathogenen Gelbfiebervirusstamm Asibi. Sie unterscheiden sich lediglich in 68
Basen, die in 32 unterschiedlichen Aminosauren resultieren (Pulendran 2009). Die
Grundlage der Attenuierung ist bislang nicht bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass das E-Protein am stérksten von Mutationen betroffen ist und das Impfvirus Gber
einen anderen Mechanismus in die Zelle eindringt (Fernandez-Garcia & Meertens et al.
2016). Die Gelbfieberimpfung gilt als eine der erfolgreichsten Vakzinen der Geschichte
mit Gber 800 Millionen verabreichten Dosen weltweit seit ihrer Einfihrung. Sie zeichnet
sich dadurch aus, dass es bei Uber 95 % der Geimpften nach einer einzigen
Verabreichung zu einer neutralisierenden AntikGrperreaktion kommt. AuBerdem handelt
es sich um einen langanhaltenden Schutz, sodass die WHO im Jahr 2014 eine einzelne
Dosis als ausreichend fir lebenslangen Schutz befunden hat und diese Empfehlung seit
2016 umgesetzt wird (Staples et al. 2020).

Nach der Injektion infiziert das Impfvirus Zellen und beginnt sich zu replizieren, sodass
sich eine Viramie mit einem Gipfel nach flnf bis sieben Tagen entwickelt (Akondy et al.
2015). Als Reaktion auf das Virus kommt es zu einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems und damit Einleitung einer adaptiven Immunantwort. Dies fuhrt neben
der Produktion von neutralisierenden Antikérpern durch B-Zellen auch zu einer potenten

und langanhaltenden T-Zell-Immunitat (Wieten & Jonker et al. 2016).

Aufgrund der hervorragenden  immunologischen  Eigenschaften und der
jahrzehntelangen Erfahrung mit dem YF-17D-Virus stellt es auch heute noch eine
bedeutende Plattform flir die Forschung und Entwicklung neuer Impfstoffe dar. So

basieren die Vakzinen gegen Japanische Enzephalitis (IMOJEV®, Zulassung in
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Australien 2012) und Dengue-Fieber (Dengvaxia®, Zulassung durch EMA 2018) auf
dem Gelbfieberimpfvirus. Bei diesen Lebendimpfungen handelt es sich um chimére
Viren, bei denen die Strukturproteine E und prM von YF-17D durch die von JEV
beziehungsweise DENV1-4 ersetzt wurden (Appaiahgari & Vrati 2010, Tripathi &
Shrivastava 2018). Eine auf dem Gelbfieberimpfvirus basierende Vakzine gegen SARS-
CoV-2 konnte auch vielversprechende préklinische Ergebnisse erzielen (Sanchez-Felipe
et al. 2020). Jenseits der Prophylaxe von Infektionskrankheiten wurde vor kurzem eine
potenzielle Anwendung von YF-17D in der Immuntherapie von Krebserkrankungen
aufgezeigt. Intratumorale Applikation des Virus flhrte zur Entstehung von antitumoralen
CDB8*-T-Zellen und der Regression sowohl des direkt behandelten Tumors als auch von

weiteren Tumoren an anderen Lokalisationen (Aznar et al. 2020).

1.3 Fragestellung

Die Mechanismen, wie eine effektive Immunantwort generiert werden kann, sind von
enormem naturwissenschaftlichem und medizinischem Interesse. Sowohl die
zunehmende Bedeutung von Immuntherapien bei Krebserkrankungen als auch die
fieberhafte Entwicklung von neuen Impfstoffen im Zuge der SARS-CoV-2-Pandemie
zeugen davon. Obwohl Impfungen seit Uber 200 Jahren verwendet werden, sind die
zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen nicht vollstdndig erforscht. Am
Anfang jeder adaptiven Immunantwort steht die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Hier werden bereits die Weichen fir die Art der B- und T-Zell-Antwort
gestellt. Ein tiefergreifendes Verstandnis fur diese frihen Vorgédnge kdnnte neue
Mdoglichkeiten bei der rationalen Entwicklung von Impfungen und Immuntherapien

erdffnen.

Das Gelbfieberimpfvirus hat sein Potenzial als hervorragende Impfung Uber die letzten
nahezu einhundert Jahre gezeigt. In der ndheren Vergangenheit haben sich jedoch
weitere Anwendungsgebiete flr dieses Virus aufgetan. So wurden neue Vakzinen gegen
das Japanische-Enzephalitis-Virus und Dengue-Virus erfolgreich daraus entwickelt und
Impfstoffkandidaten gegen SARS-CoV-2 generiert. Auch Versuche in der Tumor-
Therapie lieferten vielversprechende Ergebnisse. Trotzdem ist bisher die Erkennung von
YF-17D durch das angeborene Immunsystem unvollstandig erforscht.

Die Arbeit steht im Zusammenhang mit einer Studie der Arbeitsgruppe, in der tber 200

Probanden gegen Gelbfieber geimpft wurden. Vor der Impfung und zu definierten
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Zeitpunkten danach wurden hier biologische Materialien (unter anderem Serum,
mononukleére periphere Blutzellen, Speichel und Plasma/Urin/Stuhl) gesammelt, um die
angeborene und adaptive Immunantwort auf diese Impfung beziehungsweise
Virusinfektion zu charakterisieren. Die hier beschriebenen Experimente sollen
komplementér molekularen Aspekte der angeborenen Immunantwort im Zuge der

Gelbfieberimpfung in vitro beschreiben.

Dabei sollten insbesondere die intrazellularen Rezeptoren der angeborenen Immunitat
identifiziert werden, die die Infektion mit dem Gelbfiebervirus 17D erkennen. Dariber
hinaus sollten die (notwendigen) molekularen Muster beschrieben werden, welche eine
antivirale Antwort im Zuge der Gelbfieberimpfung auslésen. Auch die Kinetik der
Entstehung von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern und der Immunantwort
sollte untersucht werden. Da es sich bei der Gelbfieberimpfung um eine Lebendimpfung
handelt und diese im Allgemeinen eine langer anhaltende Immunitat mit sich bringen als
nicht replizierende Todimpfstoffe, sollte der Einfluss des viralen Replikationsgeschehens

auf die initiale Immunantwort naher beleuchtet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Alpha Imager HP

Axio Vert.A1 Mikroskop
Begasungsbrutschrank
ChemiDoc Imaging System

Gefrierschrank -80°C
GeneTouch Thermal Cycler
LaminAir Flow HB 2448
LightCycler 480
Mikrozentrifuge 5415R
Mithras LB 940 Microplate Reader
Multifuge 3L-R

Multifuge 4KR

NanoDrop 2000

TCS SP5 Konfokalmikroskop
Vortex VF2

Waage Modell CPA1003S

Zahlkammer Neubauer - Improved

2.1.2 Kits

GeneJET Plasmid Miniprep Kit
Human IP-10 ELISA Set

In-Fusion HD Cloning Kit

Kapa Probe Fast gPCR Master Mix Kit

Mix2Seq Kit

Alpha Innotech (San Leandro, USA)
Zeiss (Jena, DE)

Heraeus (Hanau, DE)s

Bio-Rad (Miinchen, DE)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Biozym Scientific (Oldendorf, DE)
Heraeus (Hanau, DE)iss

Roche (Mannheim, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)
Berthold (Bad Wildbad, DE)
Heraeus (Hanau, DE)

Heraeus (Hanau, DE)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Leica (Wetzlar, DE)

Janke & Kunkel (Staufen, DE)
Sartorius (Géttingen, DE)

Labor Optik (Lancing, UK)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
BD Biosciences (San Diego, USA)
Takara Bio (Mountain View, USA)
Kapa Biosystems (Wilmington, USA)

Eurofins Genomics (Ebersberg, DE)
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peqGOLD Total RNA Kit
TRIzol Reagent

Zymoclean Gel DNA Recovery

2.1.3 Enzyme

Bbsl

FastAP

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

RevertAid H Minus reverse Transkriptase

RiboLock RNase Inhibitor
RiboShredder

RNA 5’ Polyphosphatase
RNase Il

RNase R

T4 DNA Ligase

T4 Polynucleotide Kinase

T7 Endonuklease |

2.1.4 Zellkultur und Transfektionsreagenzien

Blasticidin

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Fetal Calf Serum (FCS)

L-Glutamin

Lipofectamine RNAIMAX
Opti-MEM

Penicillin-Streptomycin mixture

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(PBS)

VWR (Radnor, USA)
Life Technologies (Carlsbad, USA)

Zymo Research (Irvine, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Epicentre (Madison, USA)

Epicentre (Madison, USA)

Epicentre (Madison USA)

Epicentre (Madison, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
New England Biolabs (Ipswich, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)

Invivogen (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Gibco (Grand Island, USA)

Lonza (Basel, CH)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Gibco (Grand Island, USA)

Lonza (Basel, CH)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
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Puromycin
TransIT-X2

Trypsin-EDTA-LOsung

Invivogen (San Diego, USA)
Mirus Bio (Madison, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Zelllinien

1205Lu Zur Verfugung gestellt von Dr. Robert Besch (Ludwig-
Maximilians-Universitat)

BHK-21 Bezogen von American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, USA)

Vero Bezogen von American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, USA)

2.1.5 Reagenzien und Chemikalien

2-Propanol

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Agarose

Cycloheximide (CHX)

DNA loading dye (6x)

DNA Stain Clear G

Ethanol

Kristallviolett

Methanol

Mowiol 4-88

Natriumazid (NaNs)
Paraformaldehyd

QuickExtract DNA Extraction Solution
Ribavirin

ROTIPHORESE 50x TAE Puffer

Salzs&ure 1 M (HCI)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Biozym Scientific (Oldendorf, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Serva (Heidelberg, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Epicentre (Madison, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)
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Schwefelsdure 2 N (H2SO4)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Substrate Reagent A (ELISA) BD Biosciences (San Diego, USA)
Substrate Reagent B (ELISA) BD Biosciences (San Diego, USA)
Triton X-100 Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Trypan Blau Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Tween 20 Carl Roth (Karlsruhe, DE)

2.1.6 Puffer und Medien

DMEM-Vollmedium

DMEM mit

9 Vol.-% FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

ELISA-Assay-Diluent

PBS mit
9 Vol.-% FCS

LB-Medium (Luria/Miller)

Einfriermedium ELISA-Coating-Puffer
FCS mit 1,0 | dH>0 mit
10 Vol.% DMSO 7,13 g NaHCO3

1,59 g Na2CO3
pH auf 9,5 titriert mit 10N

NaOH
ELISA-Waschpuffer Blocking-Puffer
PBS mit (Immunfluoreszenz)
0,05 Vol.-% Tween-20 PBS mit

1 Vol.-% Triton X-100

10 Vol.-% Normal Goat
Serum (NGS)

Kristallviolett-L6sung

1,0 | dH20 mit
10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

2.1.7 Antikérper

Alme-1 (Anti-RIG-I)

dH20 mit
50 Vol.-% Ethanol
5 g/l Kristallviolett
8 g/l NaCl

50 g/l Paraformaldehyd

AdipoGen (Liestal, CH)
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FL-335 (Anti-GAPDH) Santa Cruz (Dallas, USA)
Goat anti-Mouse 1gG Alexa Fluor 647 Invitrogen (Carlsbad, USA)
Goat anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen (Carlsbad, USA)
J2 (Anti-dsRNA) Scicons (Szirak, HU)

2.1.8 Oligonukleotide

aPCR Sonde
CXCL10 F GAAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGT UPL 34
CXCL10R GACATATACTCCATGTAGGGAAGTGA

GAPDH F AGCCACATCGCTCAGACAC UPL 60
GAPDH R GCCCAATACGACCAAATCC

IFN-B F CGACACTGTTCGTGTTGTCA UPL 25

IFN-B R GAGGCACAACAGGAGAGCAA

YFV-5-UTR F | GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTGC 5 UTR Sonde
YFV-5'-UTR R | TGCTAATCGCTCAACGAACG 5 UTR Sonde
5 UTR Sonde | 6-FAM-ATCGAGTTGCTAGGCAATAAACAC-BHQ-1

Klonierung

MDAS5 sgRNA F CACCGAGGGCTGCCGGTTCTCCGG

MDA5 sgRNA R AAACCCGGAGAACCGGCAGCCCTC

RIG-1 sgRNA F CACCGGGTCTTCCGGATATAATCC

RIG-1 sgRNA R AAACGGATTATATCCGGAAGACCC

YFV-17D-dGDD F | GCCAGATGTTCTCGAGAAACTGGAATTGCTCCAAAGGAGG

YFV-17D-dGDD R | AAACGTCTTGCTCGAGCTTAAGTGGTTTTGTGTTTGTCATC

PCR flir T7-Endonuklease-Assay

RIG-I Primer F CCAGCCAAGCACACAGTAGA
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RIG-I Primer R

GGGAAACGAAACTAGCCCGA

MDAD5 Primer F

AGGCACAGAGCGGTAGACC

MDAS5 Primer R

CACATTTGGAAAGGGGCAAACG

Massive parallel sequencing

NGS MDA5 CRISPR F

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGT
GAAGG AGCAGATTCAGAG

NGS MDAS5 CRISPR R

TGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGAG
GTTCA GCAGTTGGAGATA

NGS RIG-I CRISPR F

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTAAA
GCTAG TGAGGCACAGCC

NGS RIG-I CRISPR R

TGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTAA
AAGAAG GGAACGAAGCAA

2.1.9 Software

Benchling

Excel 16

Inkscape 1

LightCycler 480 Software
Photoshop CS6

Prism 8

SnapGene 4

Word 16

2.1.10 Viren

Stamaril (YF 17D-204)

Benchling (San Francisco, USA)
Microsoft (Redmond, USA)
Inkscape Project (New York, USA)
Roche (Basel, CH)

Adobe (San Jose, USA)

GraphPad Software (La Jolla, USA)
GSL Biotech (San Diego, USA)

Microsoft (Redmond, USA)

Sanofi-Aventis (Frankfurt am Main, DE)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellular-lImmunologische Methoden
2.2.1.1 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Vollmedium erganzt mit 9 % fetalem Kaélberserum (FCS), 1 % L-Glutamin und den
Antibiotika Penicillin sowie Steptomycin kultiviert (DMEM+++). Die Zellen wuchsen im
Brutschrank bei 37° C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % und einer CO»-
Konzentration von 5 %. Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Sicherheitswerkbank mit laminarer Luftstromung durchgeflihrt. Die Kulturen wurden
auBerdem regelmé&Big auf Kontaminationen mit Mykoplasmen getestet. Bei einer
Konfluenz von 70 % bis 95 % wurden die Zellen mittels Trypsin abgelést und ein Teil von
ihnen in frischem Medium wieder ausgeséat. Fir mittelfristige und langere Lagerung
wurden die Zelllinien in fetalem FCS mit zehn Volumenprozent Dimethylsulfoxid (DMSO)
bei -80° C beziehungsweise in fliissigem Stickstoff eingefroren.

2.2.1.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Zur Quantifizierung von CXCL10 wurden Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
basierend auf einem Kit der Firma BD Biosciences verwendet. Die Bestimmungen
wurden nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt, jedoch in ,Half-area“-96-Well-Platten mit
halbierten Volumina (50 pl pro Well). Die Platten wurden Gber Nacht bei 4° C mit dem
Capture-Antikdper beschichtet. Unspezifische Bindung wurde durch einstlindige
Inkubation mit PBS mit 10 % FCS (Assay Diluent) bei Raumtemperatur verhindert. Alle
Proben und Standards wurden ebenfalls in Assay Diluent verdiinnt. Nach zweistiindiger
Inkubation mit den Proben und Standards folgte eine einstiindige Inkubation mit dem
biotinylierten  Detection-Antikbrper und der Meerrettich-Peroxidase (HRP) mit
Streptavidin-Tag. Danach folgte eine 15 bis 30 Minuten lange Inkubation mit dem
Substrat (Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid). AnschlieBend wurden 25 yl 2 N
Schwefelsaure (H>.SO.) hinzugefligt, um die Reaktion zu stoppen, und die Absorption

bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

2.2.1.3 Transfektion von Zellen

Nukleinsduren wurden mittels Lipofektion in die Zielzellen eingebracht. Fir die
Transfektion mit RNA wurde Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) verwendet. Pro Well
einer 96-Well-Platte mit 100 pyl Medium wurden 20 pl Transfektions-Ansatz verwendet.
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Dieser setzte sich aus 0,2 yl RNAIMAX verdinnt in 10 yl Opti-MEM (Gibco) und einer
bestimmten Menge RNA verdiinnt in 10 pl Opti-MEM zusammen. Fir die Stimulation mit
doppelstrangiger RNA mit einer 5-Triphosphatgruppe (pppRNA) wurde eine finale
Konzentration von 500 ng/ml verwendet. Poly I:C wurde in einer Konzentration von
100 ng/ml  eingesetzt. Nach grindlichem Mischen wurden die Ansétze
zusammengefuhrt, sofort gevortext und fir finf Minuten bei 37° C inkubiert.
AnschlieBend wurden 20 ul des Gemisches pro Well hinzugefugt. Fir die Transfektion
von Zellen mit Plasmiden wurde TransIT-X2 (Mirus) verwendet. Hier wurde nach

Herstellerprotokoll vorgegangen.

2.2.1.4 Plaque-Assay

Der Plaque-Assay stellt eine Mdglichkeit dar, die Anzahl infektidser Viruspartikel in einer
Probe zu quantifizieren. Hierzu werden Zellen mit verschiedenen Verdinnungen einer
virusenthaltenden Probe infiziert und danach mit einem Agarose-Deckel versehen, der
eine Ausbreitung von neu produzierten Viren verhindert. Nach einer Inkubationszeit
werden die Zellen gefarbt und die Anzahl der Lécher im Zellrasen (Plaques) ausgezéahlt.
Nach Multiplikation mit dem VerdUnnungsfaktor kann dann die Konzentration der

infektidsen Partikel in Plaque forming units (PFU) pro Milliliter angegeben werden.

Zur Quantifizierung von funktionellen Gelbfieber-17D-Viruspartikeln wurden BHK-21-
Zellen in 6-Well-Platten ausgeséat und bis zu einer Konfluenz von ann&hernd 100 %
wachsen gelassen. Danach wurden die Ubersténde abgenommen, die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und 1 ml/Well der Virusverdinnungen aufgetragen. Das Virus wurde
daflr in Opti-MEM seriell verdinnt. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur
wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen ein weiteres Mal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden 2 ml/Well der Deckellésung aufgetragen. Die Deckellésung wurde
hergestellt, indem eine 1%ige Agaroseldsung in PBS kurz aufgekocht wurde. Nachdem
diese auf zirka 50° C abgekuhlt war, wurde sie mit einem gleichem Volumen DMEM+++
vermischt und zugig aufgetragen. Die Platten wurden anschlieBend flr drei Tage bei
37° C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO. inkubiert. Danach wurde der
Agarosedeckel vorsichtig entfernt und die Zellen mit einer Kristallviolettlésung (0,5 %
Kristallviolett, 0,8 % NaCl, 5 % Formaldehyd, 50 % Ethanol in dH>0) gefarbt. Nach zwei
Waschschritten mit Leitungswasser wurden die makroskopisch sichtbaren Plaques

ausgezahlt.
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2.2.1.5 Virusproduktion

Die Produktion von YF-17D-Virus wurde in BHK-21-Zellen durchgefiihrt. Daflir wurden
die Zellen bei einer Konfluenz von zirka 70 % in T-75 oder T-175 Zellkulturflaschen mit
einer MOI von 0,1 PFU/Zelle infiziert. Nach 48 h wurde der Uberstand abgenommen,
zentrifugiert, gefiltert, aliquotiert und bei -80° C weggefroren.

2.2.1.6 Immunfluoreszenz fiir konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Far den mikroskopischen Nachweis von doppelstrangiger RNA und RIG-I-Expression
wurde Immunfluoreszenz in Verbindung mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
angewandt. Hierzu wurden 5 x 10* 1205Lu-Wildtypzellen pro Well in 1 ml DMEM+++ auf
Deckglaschen in 24-Well-Platten ausgesat. Die Deckglaschen wurden zuvor Gber Nacht
in 1 M Salzsaure (HCI) eingelegt, anschlieBend mit Wasser grindlich abgespdlt und bis
zur Verwendung in 70%igem Ethanol aufbewahrt. Bevor sie in die 24-Well-Platte platziert
wurden, wurden Ethanolreste durch mehrere Waschschritte mit sterilem PBS entfernt.
AnschlieBend wurden die Zellen ausgesét und fur 24 Stunden bei 37° C im Inkubator
belassen. AnschlieBend erfolgte die Infektion mit einer MOI von 1 PFU/Zelle durch
Zugabe von YF-17D.

12, 24, 48 oder 72 Stunden nach der Infektion wurde das Medium entfernt und nach
einem Waschschritt mit PBS mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fur 30 Minuten bei 37° C
fixiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, mit PBS ersetzt und die Zellen
bis zur Farbung bei 4° C gelagert.

Far die Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Zellen zweimal fir 5 Minuten mit PBS
gewaschen und nachfolgend zweimal fir 5 Minuten mit PBS mit 0,3 % Triton X-100
permeabilisiert. AnschlieBend wurden unspezifische Bindungen fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Blocking-Puffer (PBS, dem 0,3 % Triton X-100 und 3 % Normal
goat serum (NGS) zugesetzt war) abgeséttigt. Die Farbung mit den priméaren Antikérpern
erfolgte Uber Nacht bei 4° C in Blocking buffer. Die monoklonalen Maus-Antikérper
gegen RIG-I (Alme-1, AdipoGen) beziehungsweise dsRNA (J1, Scicons) wurden 1:200
verdunnt, der polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen GAPDH (FL-335, Santa Cruz
Biotechnology) 1:100. Am Folgetag erfolgten drei Waschschritte mit PBS mit 0,3 % Triton
X-100 und anschlieBend die Inkubation mit den sekundaren Antikérpern, 1:500 in
Blocking buffer verdinnt, fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Als sekundére
Fluorophor-gekoppelte Antikérper wurden Goat anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488
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(Invitrogen) und Goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor 647 (Invitrogen) verwendet. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit PBS + Triton X-100 wurde die DNA mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) in PBS 1:1000 verdinnt fir drei Minuten gegengefarbt. AbschlieBend
wurden die Deckgldschen mit den Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 20 pl

Mowiol 4-88 (Carl Roth) auf die Objekttrager aufgetragen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 RNA-Isolation

Zur Isolation von RNA aus Zellen wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet.
RNA-Proben flr die reverse Transkription und Analyse mittels qPCR wurden Uber Silica-
Filter in Zentrifugationsséulen (peqGOLD Total RNA Kit, VWR Peglab) extrahiert. Die
RNA aus (infizierten) Zellen und Viruspartikeln zur Transfektion von Zellen wurde mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion (peqGOLD TriFast, VWR Peqlab) gewonnen. Es wurde

jeweils nach Hersteller Protokoll vorgegangen.

2.2.2.2 Reverse Transkription

Zur reversen Transkription wurde RevertAid H Minus Reverse Transcriptase
(ThermoFisher) und der mitgelieferte Puffer verwendet. Es wurden generell 20 pul
Ansatze genutzt. Wenn gréBere Mengen cDNA benétigt wurden, wurden alle Volumina
verdoppelt.

20-ul-Ansatz:
e 4 ul 5x Puffer
e 0,5yl RevertAid H Minus (Thermo Scientific)
e 1 ul Oligo-dT-Primer
e 1 ul Random Hexamer Primer
e 0,5 ul RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific)
e 2uldNTPs
e 11 pulRNA

Die Mischung aus Oligo-dT-Primer und Random Hexamer Primer ist darauf
zurlckzufuhren, dass haufig neben mRNA auch virale RNA umgeschrieben werden
sollte. Da die YF-17D-RNA nicht polyadenyliert ist, konnten hierzu keine Oligo-dT-Primer

verwendet werden.
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2.2.2.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) beruht auf dem Prinzip der
klassischen Polymerase-Kettenreaktion (PCR), es wird jedoch nach jedem Zyklus die
Menge an PCR-Produkt durch eine Fluoreszenzmessung bestimmt. Dadurch kann auf
die initial eingesetzte Menge einer DNA geschlossen werden.

In den durchgefuhrten Experimenten wurden Hydrolyse-Sonden aus der Universal
Probe Library (Roche) verwendet. Dabei handelt es sich um kurze (8-9 Basen)
Oligonukleotide, die am 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (6-FAM) und am 3’-Ende mit
einem Quencher markiert sind. Die Sonden binden sequenz-spezifisch an ein Stick DNA
im Amplikon und werden bei der Synthese des neuen DNA-Strangs durch die
5’>3’-Exonuklease-Aktivitat der Polymerase hydrolysiert. Durch die Spaltung der Sonde
sind der Quencher und der Fluoreszenzfarbstoff nicht mehr in der urspringlichen
raumlichen N&he zueinander und das Fluoreszenz-Signal wird nicht mehr unterdrickt.
Die Sonden aus der Universal Probe Library nutzen Locked Nucleic Acids, welche die
Spezifitat ihrer Basenpaarung steigert. Der Vorteil von Hydrolyse-Sonden besteht darin,
dass nur ein Signal entsteht, wenn die Sonde im Amplikon bindet. Werden also
unspezifische DNA-Abschnitte amplifiziert, weil die verwendeten Primer noch andere
Sequenzen binden, entsteht dadurch keine zusatzliche Fluoreszenz, wenn nicht

zusatzlich die verwendete Sonde innerhalb der unspezifischen Basenabfolge bindet.
gPCR wurde im 96-Well-Format durchgefihrt mit 10-ul-Ansatzen:

e 5yl KAPA PROBE FAST 2x Master Mix

e 0,2 ul forward Primer

e 0,2 ul reverse Primer

e 0,1 ul Sonde
e 0,5ulH0
e 4 1l cDNA

Zur Amplifikation der entsprechenden Transkripte wurden die im Material-Teil
aufgefiihrten Primer verwendet. Als Sonden wurden fiir CXCL10 die Probe #34, fur IFN-
B die Probe #25 und fir GAPDH die Probe #60 der Universal Probe Library (Roche)
verwendet. Die Reaktion wurde in einem LightCycler 480 (Roche) durchgefluhrt. Das

angewandte Programm war eine two-step PCR:
e 1x Pra-Inkubation: 10 Minuten, 95° C

e 45x Amplifikation: 10 Sekunden, 95° C
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30 Sekunden, 60° C
Fluoreszenzmessung

e 1x Abkuhlen: 30 Sekunden, 40° C

2.2.2.4 Transformation von Bakterien und Plasmid-Préparation

Zur Herstellung von Plasmid-DNA wurde der Escherichia-coli-Stamm DH5a verwendet.
Die Zellen wurden mittels Hitzeschock-Protokoll transformiert. Hierzu wurden die
Bakterien fur 5 Minuten auf Eis aufgetaut und anschlieBend der Ligationsansatz
beziehungsweise die Plasmid-DNA hinzugefuigt. Nach weiteren 30 Minuten Inkubation
auf Eis erfolgte der Hitzeschock bei 42° C fur 45 Sekunden. Nach einer letzten
finfminutigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien auf Agar-Platten mit 100 pyg/ml
Ampicillin ausgestrichen und tber Nacht bei 37° C im Brutschrank belassen.

Am Folgetag wurden Flassigkulturen aus 5 ml LB-Medium mit einzelnen Bakterien-
Kolonien beimpft und tGber Nacht bei 37° C auf einem Schuttler inkubiert. Die Isolation
erfolgte mit dem GenedJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) nach

Herstellerangaben.

2.2.2.5 Gelelektrophorese

Zur GroBenauftrennung und Visualisierung von DNA wurden Gele aus 1 % Agarose-
Pulver in TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) verwendet. Zur Farbung der DNA
wurde DNA Stain Clear G (SERVA) dem Gel zugesetzt. Die DNA-Probe wurde mit DNA
Gel Loading Dye 6x (Thermo Scientific) vermischt, auf das Gel aufgetragen und bei

110 V aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.2.2.6 Einftigen der sgRNA-Sequenzen in die eSpCas9(1.1)-Plasmide

Um die Gen-spezifischen sgRNA-Sequenzen in das eSpCas9(1.1)-Plasmid
einzubringen, wurden teilkomplementare Oligonukleotide verwendet, die fir die sgRNA
kodieren. An ihren 5-Enden enthielten diese einen Abschnitt aus vier nicht zueinander
komplementéren Basen, der als Uberhang zum Einfligen in das linearisierte Plasmid
diente. Hierzu wurden 2 pg des Ausgangsplasmids mit Bbsl verdaut und per
Gelektrophorese gefolgt von Gelextraktion aufgereinigt. Die Oligonukleotide wurden
phosphoryliert und aneinander angelagert. AbschlieBend wurden die Fragmente ligiert

und Bakterien mit den so entstandenen Plasmiden transformiert.
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Phosphorylieren und Annealen:

e 6 uldH0

e 1 ul T4-Ligase-Puffer (NEB)

e 1 ul Oligonukleotid F (100 uM)

e 1 ul Oligonukleotid R (100 yM)

e 1 ul T4 Polynucleotide Kinase (NEB)
Cycler-Programm:

e 37° C fur 30 min

e 95°C fur 5 min

e Mit 1° C/min auf 20° C kihlen
Ligation:

e 2,5 ul aufgereinigtes linearisiertes Plasmid

e 6 ulInsert (1:200 verdiinnt)

e 1 ul T4-Ligase-Puffer (NEB)

e 0,5ul T4 Ligase (NEB)

Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 min, anschlieBend Transformation von DH5a.

2.2.2.7 In-Fusion-Klonierung

Fir die Erstellung komplexerer Konstrukte wurde auf In-Fusion HD Cloning ( Takara Bio)
zurickgegriffen. Hierbei handelt es sich um eine Methode zur direktionalen Klonierung,
die auf homologen DNA-Sequenzen basiert. Um ein DNA-Fragment in einen Vektor
einzufuigen, wurden Primer designt, an deren 5°-Enden je 15 Basenpaare hinzugefugt
wurden, die in ihrer Abfolge der Sequenz des Vektors an der Insertionsstelle
entsprachen. Diese wurden folgend dazu genutzt, um mittels PCR Inserts zu kreieren,
welche an ihren Enden mit dem Zielvektor Uberlappende Basenfolgen aufwiesen. Der
Vektor wurde entweder mittels Restriktionsverdau oder durch inverse PCR linearisiert.
Danach wurden sowohl Insert als auch Vektor mittels Gelelekirophorese mit
anschlieBender DNA-Gelextraktion aufgereinigt. AnschlieBend wurden linearisierte
Vektor-DNA und das einzufigende DNA-Fragment mit dem In-Fusion-Enzym
zusammengefuhrt und fur 15 min bei 50° C inkubiert. Hierbei entstehen einzelstrangige
Uberhénge an den Enden der doppelstrangigen DNA, wobei die Sequenzen der Inserts
komplementéar zu denen der Vektoren sind. Dadurch kommt es zu einer Basenpaarung

zwischen Insert und Vektor. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz verwendet, um
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Bakterien zu transformieren. Im Bakterium werden dann die bereits angelagerten DNA-
Enden von bakteriellen Enzymen zu einem durchgehenden Strang ligiert.

PCR-Reaktion:

12,5 ul CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara Bio)

1 yl Primer F

1 yl Primer R

9,5 ul H20

1 pl DNA (entspricht 50 nQ)
In-Fusion-Reaktion:
e 1 ul 5x In-Fusion HD Enzyme Premix (Takara Bio)

e Linearisierter Vektor
] molares Verhéaltnis Insert:Vektor = 2:1
e Insert

e Auf 5 pl auffullen mit dH20O
2.2.2.8 Genome editing mit CRISPR/Cas9

Zellen mit funktioneller Deletion von sowohl RIG-I als auch MDA5 wurden mit dem
CRISPR/Cas9-System generiert. Hierzu wurden Plasmide (eSpCas9(1.1)) kloniert, die
fir das Protein eSpCas9 (Slaymaker & Gao et al. 2016) und ein Resistenzgen
(Puromycin-Resistenz fir den MDA5-KO, Blasticidin-Resistenz fir den RIG-I-KO) sowie
fir die jeweils Gen-spezifische Single guide RNA (sgRNA) kodieren. Die sgRNA fir den
MDA5-KO wurde mithilfe des Online-Programmes ,CHOPCHOP* (Labun & Montague et
al. 2016) designt. Fir die sgRNA zum Ausschalten von RIG-l wurde auf eine zuvor in
der Arbeitsgruppe verwendete und validierte Sequenz zurlickgegriffen (Helms et al.
2019).

3,5 x 10° 1205Lu-Wildtypzellen wurden in 6-Well-Platten in DEMEM+++ ausgeséat und
am Folgetag mit je 300ng/Well der eSpCas9(1.1)-Plasmide ko-transfiziert
beziehungsweise als Kontrollen unbehandelt belassen. Die Transfektion wurde mit
TransIT-X2 (Mirus) nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Zur Doppelselektion der
erfolgreich transfizierten Zellen wurde nach 48 Stunden das Medium abgenommen und
durch DMEM+++ mit 15 pg/ml Blasticidin und 2 pg/ml Puromycin ersetzt. Nachdem in
den nicht-transfizierten Kontrollen samtliche Zellen abgestorben waren, wurde die
Selektion beendet. Bei einer Konfluenz von circa 80 % wurden die Zellen mit Trypsin von

den Platten abgel6st und ein Teil der Zellen auf eine Konzentration von 4 Zellen/ml
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verdinnt, wéhrend die restlichen Zellen weiter in Kultur expandiert wurden. Um
Einzelzellklone zu erhalten wurden anschlieBend 96-Well-Platten mit 150 pl der
verdinnten Zellsuspension pro Well versehen (entspricht 0,6 Zellen/Well).

Als erste Kontrolle, ob es zu einer erfolgreichen Modifikation der gewunschten Gene
gekommen war, wurde ein T7-Endonuklease-Assay durchgefihrt. Bei positivem
Ergebnis wurde ein Teil jedes Einzelzellklons zur spateren Verwendung eingefroren und
ein Teil zur DNA-Extraktion fir die Validierung des Knock-outs durch Massive parallel

sequencing verwendet.

2.2.2.9 T7-Endonuklease-Assay

Die T7-Endonuklease erkennt und schneidet doppelstrangige DNA mit
Basenfehlpaarungen. Diese Funktion bietet die Mdglichkeit den Erfolg von Genom-
Manipulationen mittels CRISPR/Cas9 abzuschéatzen. Hierzu wurde DNA aus Zellen
isoliert, in denen versucht wurde mit dem CRISPR/Cas9-System die Expression von
RIG-I und MDA5 auszuschalten. Zusatzlich wurde DNA aus unbehandelten Wildtyp-
Zellen gewonnen. Die genomische DNA wurde als Matrize fur eine PCR-Reaktion
verwendet, in der die Zielregion der sgRNA amplifiziert wurde. AnschlieBend wurden die
PCR-Produkte aus den zu testenden KO-Zellen und WT-Zellen gepoolt und durch
Erhitzen und langsames Abklhlen Heteroduplexe aus DNA-Strangen mit und ohne
Mutationen gebildet. Darauffolgend wurde die DNA mit der T7-Endonuklease verdaut
und mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Wenn durch das Enzym Cas9 in der Zelle
eine Mutation in der Zielregion provoziert wurde, zeigten sich nach dem T7-Verdau zwei
zusatzliche Banden auf dem Agarosegel im Gegensatz zu der einzelnen Bande in der
unbehandelten Wildtypkontrolle.

PCR-Ansatz: PCR-Cycler-Programm:
e 10 pl 5x Phusion HF Puffer (NEB) e 98°Cfur30s
e 1pul10 mMdNTP e 98°Cfur10s
e 25ul10 mM Primer F e 67°Cfur20s ([x32
e 2,5ul10 mM Primer R e 72°Cfir30s
e 31,5ulH0O e 72°C flr 5 min

e 0,5 ul Phusion DNA Polymerase (NEB) o 4°C
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Heteroduplex-Annealing T7-Endonuklease-Ansatz:
e 95°C fir 10 min e 2 ul 10x NEBuffer 2
e Von 95° C auf 4°C mit-4° C/s e 10yl annealtes PCR-
Produkt
o 7 uldH0O

1 pl T7-Endonuklease

T7-Endonuklease-Ansatz wurde bei 37° C fur 20 Minuten inkubiert.

2.2.3 Statistische Analyse

Fir die statistische Analyse von Unterschieden zwischen Mittelwerten unterschiedlicher
Gruppen wurden die Daten zuerst auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test
gepruft. War die Verteilung der Daten mit einer Normalverteilung vereinbar, wurde der
Welch-Test zur Analyse auf signifikante Unterschiede angewandt. Wurden mehrere
Gruppen innerhalb eines Experiments miteinander verglichen, wurde die Alphafehler-
Kumulierung mittels Bonferroni-Korrektur far multiples Testen neutralisiert. Alle

statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software Prism 8 (GraphPad) durchgeftihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Erkennung des Gelbfieberimpfvirus 17D durch RIG-I-like-
Rezeptoren

3.1.1 Das Gelbfieberimpfvirus 17D wird sowohl in RIG-I-defizienten als auch in MDA5-

defizienten humanen Zellen erkannt

Da die RIG-I-like-Rezeptoren eine bedeutende Rolle in der intrazellularen Erkennung
von RNA-Viren spielen, erscheint es wahrscheinlich, dass RIG-1 und MDA5 an der
Immunantwort im Zuge der Gelbfieberimpfung beteiligt sind. Deshalb wurden
Experimente mit Zelllinien durchgefihrt, in denen jeweils einer der genannten
Rezeptoren genetisch deletiert wurde. AuBerdem wurden Zellen mit einem MAVS-
Knock-out (KO) verwendet, in welchen die Signaltransduktion von MDA5 und RIG-I

unterbrochen ist.

Zum Nachweis einer Erkennung von YF-17D durch das angeborene Immunsystem
wurde die Produktion von CXCL10 als Marker fur eine Typ-I-Interferon-Antwort
gemessen (Brownell et al. 2014). Hierzu wurden Wildtyp-, MDA5-KO-, RIG-I-KO- oder
MAVS-KO-1205Lu-Zellen mit dem Gelbfieberimpfvirus und einer Multiplicity of infection
(MQI) von 1 PFU/Zelle infiziert. Um klonale Effekte von CRISPR/Cas9-KO-Zellinien aus
Einzelzellklonen zu minimieren, wurden mehrer Klone (je drei Zelllinien fur RIG-I- und
MAVS-KO und zwei fir MDA5-KO) zu gleichen Anteilen gepoolt. Nach 24, 48 sowie 72
Stunden wurden die Uberstdnde abgenommen und die Zellen fiir die RNA-Isolation
lysiert. Die Sekretion von CXCL10 wurde mittels ELISA im Ubertand quantifiziert. Des
Weitern wurde die Induktion von CXCL10-mRNA per gPCR bestimmt (Abbildung 3.1).



Abbildung 3.1 YF-17D 16st sowohl in RIG-I- als auch in MDA5-defizienten Zellen eine
CXCL10-Antwort aus, nicht jedoch in MAVS-Knock-out-Zellen Wildtyp- (WT), MDA5-,
RIG-I- und MAVS-Knock-out-1205Lu-Zellen wurden mit YF-17D (MOl = 1 PFU/Zelle)
infiziert. Fir RIG-I-KKO- und MAVS-KO-Zellen wurden je drei Zelllinien aus
unterschiedlichen Einzelzellklonen gepoolt, fir MDA5-KO-Zellen Zelllinien aus zwei
Einzelzellenklonen (a) Uberstdnde wurden 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion (h.p.i.)
abgenommen und mittels ELISA auf CXCL10-Konzentration analysiert. (b) Zellen wurden
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion lysiert und RNA wurde aus den Lysaten
isoliert. CXCL10- und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-mRNA
wurde per gPCR quantifiziert. CXCL10-mRNA pro GAPDH-mRNA wurde berechnet und
ist als Vielfaches der Expression der YF-17D-48-h.p.i.-Wildtyp-Kondition angegeben.
Mittelwerte mit Standardfehlern aus vier unabhangigen Experimenten werden gezeigt. p-
Werte wurden mittels Welch-Test berechnet, beziehen sich auf die Unterschiede in den
Proben 72 h.p.i. der KO-Zellen verglichen mit WT-Zellen und wurden mittels Bonferroni-
Korrektur fir multiples Testen angepasst. n.s. = nicht signifikant;
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CXCL10 im Uberstand konnte nach der Infektion von 1205Lu-Zellen mit YF-17D erst
zum 48-Stunden-Zeitpunkt zuverlassig nachgwiesen werden, was deutlich spéter ist als
bei anderen schneller replizierenden RNA-Viren wie z.B. VSV. Zu diesem Zeitpunkt lasst
sich sowohl in RIG-I- als auch MDA5-KO-Zellen eine CXCL10-Antwort messen. Wenn
das Adapterprotein MAVS fehlt, konnte jedoch weder auf Protein- (Abbildung 3.1 a) noch
auf mRNA-Ebene (Abbildung 3.1 b) eine Immunantwort beobachtet werden.
Bemerkenswerterweise scheint die CXCL10-Induktion in RIG-I-KO-Zellen im Vergleich
zu MDA5-KO-Zellen mit verzdgerter Kinetik aufzutreten. Dartber hinaus zeigte sich eine
signifikant héhere CXCL10-Konzentration in den Uberstanden der MDA5-KO-Zellen
verglichen mit denen der WT-Zellen. In den RIG-I- und MDA5-KO-Zellen kam es im
Allgemeinen tendenziell zu einer stéarkeren CXCL10-Induktion. Dies kénnte auf klonale
Unterschiede der Zelllinien oder eine starkere Virusreplikation in diesen Zellen

zuruckzufuhren sein.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Infektion mit dem Gelbfieberimpfvirus
intrazelluléar sowohl von RIG-I als auch von MDA5 erkannt wird. Das RIG-I-aktivierende
Muster scheint jedoch friher im Verlauf der Infektion zu entstehen als der Ligand fur
MDADS5. Aus der fehlenden Induktion einer Typ-I-Interferon-Antwort in Abwesenheit von
MAVS ergibt sich die Hypothese, dass die Erkennung von YF-17D im verwendeten in-
vitro-Modell nur durch die beiden RLR RIG-1 und MDA5 erfolgt.

3.1.2 Eine Typ-I-Interferon-Antwort wird in 1205Lu-Zellen nur in Anwesenheit von RIG-I
oder MDAS5 ausgelést

Das vollstandige Ausbleiben einer Typ-I-Interferon-Antwort nach YF-17D-Infektion in der
Abwesenheit von MAVS suggeriert, dass das Gelbfieberimpfvirus in 1205Lu-Zellen nur
mithilfe von RIG-I und MDAS5 erkannt wird. Da jedoch weiterhin die Méglichkeit besteht,
dass andere MAVS-abhangige Rezeptoren die antivirale Reaktion auslésen, wurden
Mithilfe der CRISPR/Cas9-Methode neue 1205Lu Zelllinien generiert, die beide
Rezeptoren (RIG-1 und MDADS) nicht exprimiert. Zwei Einzelzellklone (Klon B10 und Klon
D10) mit validierter Defizienz fir sowohl RIG-I als auch MDA5 wurden dann fur die

weiteren Experimente verwendet.

Um die Abhéngigkeit der YF-17D-induzierten Typ-I-Interferonantwort von RIG-I und
MDA5 zu bestatigen, wurden 1205Lu-Wildtyp, -RIG-I-, -MDA5-, -MAVS-Einzel-KO-
Zellen und -RIG-I/MDA5-Doppel-KO-Zellen mit dem Gelbfiebervirus 17D infiziert. 24, 48

und 72 Stunden nach der Infektion wurden die Zelliberstdnde abgenommen und die



Ergebnisse 35

CXCL10-Konzentration mittels ELISA bestimmt (Abbildung 3.2 a). In Ubereinstimmung
mit den vorangegangenen Experimenten (siehe Abbildung 3.1) zeigte sich wieder
sowohl im RIG-I- als auch im MDA5-Einzel-KO eine CXCL10-Produktion als Folge der
Virusinfektion. Auch konnten erneut eine verzogerte Immunantwort in den RIG-I-
defizienten Zellen beobachtet werden. In den Uberstanden der 1205Lu-MAVS-KO-
Zellen konnte kein CXCL10 detektiert werden. Ebenso konnte keine CXCL10-Produktion
in den RIG-I/MDA5-Doppel-KO-Zellen nachgewiesen werden.

Als Kontrollen fur die neu generierten Knock-out-Zellen wurden die fur das Experiment
verwendeten Zelllinien mit einer kurzen, doppelstrangiger RNA mit einer freien 5'-
Triphosphat-Gruppe ohne Cap (pppRNA) beziehungsweise dem synthetischen dsRNA-
Analogon Polyinosinsaure:Polycytidylsdure (Poly |:C) stimuliert (Abbildung 3.2 b).
pppRNA stellt einen potenten, selektiven Aktivator der RIG-I-Signalkaskade dar
(Hornung et al. 2006). Das Fehlen von RIG-lI oder dem downstream in der RIG-I-
Signaltransduktion gelegenem MAVS fluhrte daher erwartungsgemaB dazu, dass die
Transfektion der Zellen mit dieser RNA keine messbare CXCL10-Produktion induzierte.
Poly I:C hingegen, das neben einem MDA5- auch einen RIG-I und TLR3-Liganden
darstellt (Gitlin et al. 2006, Alexopoulou et al. 2001), fihrte in allen getesteten Zelllinien
zur CXCL10-Sekretion. Dies zeigt einerseits, dass die CXCL10-Produktion in den
Zelllinien intakt ist und andererseits, dass neben RIG-| und MDA5 vermutlich TLR-3 als
weiterer RNA-Sensor in 1205Lu-Zellen exprimiert wird, dieser aber fir die Inferferon-
Induktion durch YF-17D keine relevante Rolle zu spielen scheint.
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Abbildung 3.2 In der Abwesenheit von RIG-I und MDA5 induziert YF-17D keine
CXCL10-Antwort in 1205Lu-Zellen WT-, MDA5-, RIG-I-, MAVS-KO- sowie RIG-I/MDAS5-
Doppel-KO-1205Lu-Zellen wurden mit YF-17D (MOI zwischen 1 und 5 PFU/Zelle) infiziert.
(a) Uberstande wurden 24, 48 und 72 h.p.i. abgenommen und die CXCL10-Konzentration
mittels ELISA analysiert. (b) Die gleichen Zellen wie in (a) wurden mit 5°-Triphosphat-RNA
beziehungsweise Poly I:C transfiziert und die CXCL10-Konzentration in den Uberstéanden
nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Mittelwerte mit Standardfehlern aus vier (a) bzw.
drei (b) unabhangigen Experimenten werden gezeigt. p-Werte wurden mittels Welch-Test
berechnet, beziehen sich auf die Unterschiede in den Proben 72 h.p.i. der KO-Zellen
verglichen mit WT-Zellen und wurden mittels Bonferroni-Korrektur flr multiples Testen
angepasst. n.s. = nicht signifikant;
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3.1.3 RIG-I wird in YF-17D-infizierten Zellen verstarkt exprimiert

RIG-I stellt einerseits einen bedeutenden intrazellularen Sensor fir Virusinfektionen dar,
anderseits wird dieser Rezeptor selbst, als Interfon-stimuliertes Gen, durch die
Immunantwort gegen Viren vermehrt exprimiert. Unter homoostatischen Bedingungen
kommen die RLR nur in geringen Mengen intrazellular vor. Im Zuge einer Virusinfektion
kommt es durch die Aktivierung von RIG-I beziehungsweise MDA5 zu einer positiven
Feed-back-Schleife, die zur gesteigerten Expression der Rezeptoren selbst fihrt
(Matsumiya et al. 2010).

Um die Kinetik der Antwort des angeborenen Immunsystems wahrend der YF-17D-
Infektion besser beschreiben zu koénnen, wurden 1205Lu Zellen mit dem
Gelbfieberimpfvirus infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten mit Formaldehyd fixiert.
AnschlieBend wurde RIG-I mittels Immunfluoreszenz gefarbt und seine Expression mit
Hilfe von konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Zuséatzlich wurden GAPDH-

Antikérper verwendet um das Zytoplasma der Zellen zu visualisieren.

Zwolf Stunden nach der Infektion war keine Uber den Hintergrund gesteigerte RIG-I-
Expression in den Zellen zu erkennen. Zum 24-Stunden-Zeitpunkt zeigten vereinzelte
Zellcluster bereits eine dezente zytosolische Anreicherung von RIG-I, wéhrend sich in
anderen Zellen noch kein Signal nachweisen lie3. Hierbei kdnnte es sich um ein Korrelat
der ersten Infektionsrunde mit parakrinen Interferon-Effekten handeln. Die Anzahl der
RIG-I-positiven Zellen nahm im Verlauf der Infektion immer weiter zu, sodass nach 72
Stunden nahezu samtliche Zellen erhéhte Mengen an RIG-I aufwiesen.
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Abbildung 3.3 Im Verlauf der YF-17D-Infektion wird RIG-I verstarkt exprimiert 1205Lu
Zellen wurden mit einer MOI von 1 PFU/Zelle mit YF-17D infiziert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten nach Infektion (12, 24, 48 und 72 Stunden) wurden die Zellen mit 4 % PFA in
PBS fixiert. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und RIG-I wurden mit
indirekter Immunfluoreszenz gefarbt. Der MaBstab in (A) entspricht 50 ym.
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3.2 Notwendige molekulare Muster flir die Aktivierung einer
Interferonantwort nach YF-17D-Infektion

3.2.1 Im Laufe der Gelbfieberinfektion entstehen doppelstrangige RNA-
Replikationsintermediate

Doppelstrangigkeit von RNA ist ein wichtiges Merkmal der Liganden von sowoh! RIG-I
als auch von MDA5. Langere doppelstrangige RNA (dsRNA) kommt unter
homostatischen Bedingungen nicht im Zytosol von eukaryontischen Zellen vor, kann
jedoch wéhrend der Replikation von RNA- und DNA-Viren entstehen (Schlee &
Hartmann 2016). Da sich in den vorangegangenen Experimenten gezeigt hatte, dass
wahrend der Infektion mit YF-17D die RIG-I-like-Rezeptoren aktiviert werden, wurde als
Nachstes versucht dsRNA in infizierten Zellen nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden
1205Lu-Zellen mit dem Gelbfieberimpfvirus infiziert und mit Hilfe von Immunfluoreszenz

und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert.

Es wurden 1205Lu-Wildtypzellen auf Deckglasern ausgesat und am néchsten Tag mit
einer Multiplicity of infection von 1 PFU/Zelle mit YF-17D infiziert. Nach 24, 48 und 72
Stunden wurden die Zellen fixiert. Doppelstrangige RNA wurde mit einem monoklonalen
Antikdrper (J2, Scicons) nachgewiesen, der Sequenz-unabhangig doppelstrangige RNA
mit einer L&ange von Uber 40 Basenpaaren bindet. Des Weiteren wurde Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase als zytosolisches Protein mit einem polyklonalen Antikérper
gefarbt.

24 Stunden nach der Virusinfektion konnte noch keine doppelstrangige RNA in den
Zellen detektiert weden (Abbildung 3.2 A bis C). Zum 48-Stunden-Zeitpunkt war es
jedoch moglich dsRNA im Zytoplasma zahlreicher Zellen nachzuweisen. Die
doppelstrangige RNA erschien in diskreten, in ihrer GréBe variablen, runden
Ansammlungen im Zytoplasma der Zellen (Abbildung 3.2 D bis F). Nach 72 Stunden war
der GroBteil der Zellen positiv fir dsRNA. AuBerdem bildeten sich im Durchmesser
gréBere dsRNA-Ansammlungen, die teilweise zu konfluieren begannen (Abbildung 3.2
G bis ).
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Abbildung 3.4 In Gelbfiebervirus-infizierten Zellen entsteht Doppelstrangige RNA
1205Lu-Zellen wurden mit einer MOI von 1 PFU/Zelle mit YF-17D infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (24, 48 und 72 Stunden) wurden die Zellen mit
4% PFA in PBS fixiert. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und
doppelstrangige RNA (dsRNA) wurden mittels Immunfluoreszenz gefarbt. Der MaBstab in
(A) entspricht 50 pym. Gezeigt wird ein reprasentatives von zwei unabhéngigen
Experimenten.
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3.2.2 Doppelstrangigkeit von RNA ist eine Voraussetzung fir die Interferon-Antwort
gegen das Gelbfieberimpfvirus in 1205Lu Zellen

Das Gelbfieberimpfvirus beinhaltet ein einzelstrangiges RNA-Genom, wéhrend seines
Replikationszyklus entstehen jedoch doppelstrangige RNA-Intermediate (siehe 3.2.1).
Um das PAMP, das von den RLR erkannt wird, ndher beschreiben zu kénnen, wurde
aus 1205Lu-Wildtypzellen 48 Stunden nach YF-17D-Infektion ihre Gesamt-RNA isoliert.
Die RNA-Isolate wurden darauffolgend mit Enzymen verdaut, die spezifische molekulare

Muster von RNA entfernen.

Um die Bedeutung von Phosphatresten an den 5°-Enden von RNA flr die Immunantwort
zu testen, wurde die 5-Polyphosphatase sowie die FastAP verwendet. Diese
hydrolysieren Tri- und Diphosphatgruppen von RNA-Molekulen. Die RNase R ist eine
3'>5-Exonuklease, die spezifisch einzelstrangige RNA spaltet, wéhrend die RNase Il
ein Enzym mit Endonuklease-Aktivitat ist, welches dsRNA abbaut. RiboShredder ist eine
Mischung aus verschiedenen RNasen, die samtliche RNA Zu
Nukleosidmonophosphaten degradiert. Als Referenz wurde RNA verwendet, die
samtliche Schritte des RNA-Verdaus parallel durchgemacht hatte, jedoch wurde statt

Enzym Wasser hinzugefugt.

Die enzymatisch modifizierten RNA-Isolate wurden anschlieBend zur Transfektion von
1205Lu-Wildtypzellen verwendet und 24 Stunden spéater wurde die CXCL10-
Konzentration in den Uberstédnden quantifiziert (Abbildung 3.5). Als zusétzliche Kontrolle
wurde RNA aus nicht-infizierten 1205Lu Zellen isoliert und mit den gleichen Enzymen
behandelt. Nach der Transfektion neuer Zellen wurde ebenfalls CXCL10 im Uberstand
bestimmt. In keiner dieser Kontrollbedingungen konnte CXCL10 nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt).

Wenn samtliche doppelstrangige RNA vor der Transfektion mithilfe der RNase llI
degradiert wurde, konnte nach 24 Stunden kein CXCL10 im Uberstand nachgewiesen
werden (Abbildung 3.5 b). Die Spaltung einzelstrangiger RNA durch die RNase R fuhrte
zu keiner signifikanten Reduktion der CXCL10-Sekretion. Das Entfernen von Tri- und
Diphosphat-Resten von den 5-Enden der RNA hingegen hatte eine signifikant
verminderte CXCL10-Antwort zur Folge.
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Abbildung 3.5 Doppelstrangige RNA und 5‘-Triphosphat-Reste spielen eine
bedeutende Rolle in der Erkennung von YF-17D 1205Lu-Wildtypzellen wurden mit RNA
transfiziert, die aus 1205Lu-Wildtypzellen 48 Stunden nach YF-17D-Infektion isoliert
wurde. Die RNA-Isolate wurden vor der Transfektion mit den genannten Enzymen
behandelt. (a) Ubersicht (ber den Versuchsaufbau; (b) Relative Konzentration von
CXCL10 im Uberstand 24 Stunden nach der Transfektion im Vergleich zur Transfektion mit
unverdauter RNA. Mittelwerte mit Standardfehlern aus vier unabhangigen Experimenten
werden gezeigt, auBer wenn anders angemerkt. p-Werte wurden mittels Welch-Test
berechnet und mittels Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen angepasst. n.s. = nicht
signifikant

3.2.3 5'-Triphosphat-Reste liefern einen gréBeren Beitrag zur Immunantwort zu frihen
Zeitpunkten nach der YF-17D-Infektion

In den vorangegangenen Experimenten mit RIG-I-Knock-out-Zellen (Abbildungen 3.1
und 3.2) zeigte sich eine Tendenz, dass ohne diesen Rezeptor die Typ-I-Interfon-Antwort
insbesondere zu frihen Zeitpunkten nach der Infektion reduziert ausfallt. Um zu testen,
ob sich diese Dynamik auch auf Ebene der RLR-Liganden nachweisen lasst, wurden
weitere Experimente durchgefihrt. Da 5-Triphosphatgruppen an dsRNA den typischen
RIG-I-Liganden darstellen, wurde Uberprift, ob diese zu Zeitpunkten frih nach der

Infektion von besonderer Bedeutung fur die Immunerkennung sind.

RNA wurde aus 1205Lu-Wildtypzellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Infektion mit dem Gelbfiebervirus 17D isoliert und mit den RNA-modifizierenden
Enzymen RNase Ill beziehungsweise mit Phosphatasen behandelt. Folgend wurde die
RNA zur Transfektion von 1205Lu-Wildtypzellen verwendet. 24 Stunden spéater wurden
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die Uberstande abgenommen und die CXCL10-Konzentration in ihnen mittels ELISA
bestimmt. Um den relativen Anteil der CXCL10-Induktion durch die jeweiligen
molekularen Muster zu veranschaulichen, wurden die CXCL10-Konzentrationen in den
unterschiedlichen Konditionen als prozentualer Anteil der CXCL10-Konzentration nach

Stimulation mit unbehandelter RNA gezeigt.

Wie schon oben fir den Zeitpunkt 48 Stunden nach Infektion gezeigt werden konnte
(Abbildung 3.5), fihrte auch der Verdau von doppelstréngiger RNA mithilfe von RNase |l
aus Proben 24 und 72 Stunden nach der Virusinfektion zum Ausbleiben einer CXCL10-
Induktion. Die relative Reduktion der Immunantwort durch Entfernen von
Phosphatresten war 24 Stunden nach Infektion mit YF-17D besonders stark ausgepréagt,
sodass im Mittel nur noch 8 % der CXCL10-Menge gemessen werden konnte. Zu den
spateren zwei Zeitpunkten blieben nach der Phosphatase-Behandlung noch etwa 30 %
der CXCL10-Produktion erhalten. Diese Ergebnisse liefern weitere Hinweise dafur, dass
frih nach der Infektion mit dem Gelbfiebervirus 17D die Erkennung durch RIG-I von
groBter Bedeutung ist, wahrend spater MDA5 ebenfalls einen deutlichen Beitrag zur

Typ-I-Interferonantwort liefert.
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Abbildung 3.6 5-Triphosphat-RNA ist der fiihrende Ausléser der CXCL10-Antwort zu
frihen Zeitpunkten nach YF-17D-Infektion 1205Lu-Wildtypzellen wurden mit RNA
transfiziert, die aus 1205Lu-Wildtypzellen 24, 48 und 72 Stunden nach YF-17D-Infektion
isoliert wurde. Die RNA-Isolate wurden vor der Transfektion mit den genannten Enzymen
behandelt. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Uberstédnde abgenommen und
mittels ELISA auf ihre CXCL10-Konzentration untersucht. Ergebnisse sind als relative
Konzentrationen im Vergleich zur ,kein Enzym®-Kondition des jeweiligen Zeitpunktes
dargestellt. Daten des 48-Stunden-Zeitpunktes sind auch in Abbildungen 3.5 enthalten.
Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhéangigen
Experimenten.
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3.3 Abhangigkeit der Imnmunantwort von Virusreplikation

3.3.1 Virusreplikation verstérkt die Typ-I-Interferon-Antwort nach Gelbfiebervirus-17D-
Infektion

Da Doppelstrangigkeit von RNA eine absolute Voraussetzung fur eine CXCL10-Antwort
in 1205Lu Zellen zu sein scheint (siehe Abschnitt 3.2.2), stellt sich die Frage, ob die
Synthese eines zum Gelbfiebervirusgenom komplementaren Negativstrangs wahrend
der Replikation notwendig ist, um eine Infektion mit YF-17D von den
RIG-I-like-Rezeptoren erkennbar zu machen. Doppelstrangige RNA, die RLR aktiviert,
kann entweder durch intermolekulare oder durch intramolekulare Basenpaarung
entstehen. Um herauszufinden, ob das aktivierende Muster flr die Interferon-Antwort in
Gelbfieber-17D-infizierten Zellen erst wahrend der Virusreplikation entsteht oder bereits
die genomische RNA in der Lage ist, erkannt zu werden, wurde in den folgend

beschriebenen Experimenten versucht, die Virusreplikation zu hemmen.

1205Lu-Wiltypzellen wurden mit YF-17D infiziert, wobei eine Stunde vor dem ersten
Viruskontakt in die entsprechenden Wells Ribavirin (RBV) hinzugefligt wurde. Ribavirin
hemmt die virale RNA-Synthese und somit die Replikation (Leyssen et al. 2005). Nach
24, 48 und 72 Stunden wurden die Ubersténde abgenommen und die Zellen fur die RNA-
Isolation lysiert. Die Typ-I-Interferon-Antwort wurde anhand der CXCL10-Induktion,
einerseits auf Protein-, andererseits auf mMRNA-Ebene, quantifiziert.

Sowohl zum 48-Stunden-, als auch zum 72-Stunden-Zeitpunkt nach YF-17D-Infektion
zeigte sich die CXCL10-Antwort in RBV-behandelten Zellen deutlich reduziert. Dies lie3
sich auf Protein und mRNA-Ebene zeigen (Abbildung 3.7). 24 Stunden nach der Infektion
konnten jedoch noch keine Unterschiede in der Interferon-Antwort zwischen der

replikationsgehemmten und der ungehemmten Kondition beobachtet werden.
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Abbildung 3.7 Hemmung der Virusreplikation fiihrt zu einer reduzierten CXCL10-
Antwort 1205Lu-Wildtypzellen wurden mit YF-17D in einer MOI von 25 PFU/Zelle infiziert,
beziehungsweise als Positivkontrolle mit 5-Triphosphat-RNA (pppRNA; 500 ng/ml)
transfiziert. Die Virusreplikation wurde in den entsprechenden Proben mit 100 pg/ml
Ribavirin (RBV) gehemmt. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Uberstéande
abgenommen und die Zellen lysiert. (a) CXCL10-Konzentration in den Uberstdnden wurde
zu den genannten Zeitpunkten mittels ELISA bestimmt (b) RNA wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion aus den Lysaten isoliert und die CXCL10- und
GAPDH-mRNA wurde per qPCR quantifiziert. CXCL10-mRNA pro GAPDH-mRNA wurde
berechnet und ist als Vielfaches der Expression der YF-17D-Kondition 48 h.p.i. ohne RBV
angegeben. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardfehlern aus drei unabh&ngigen
Experimenten, auBer wenn anders angemerkt.
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3.3.2 RNA-Replikationsintermediate stimulieren die Typ-I-Interferon-Antwort potenter
als genomische Virus-RNA

Da Ribavirin die Virusreplikation zwar reduzieren jedoch nicht vollstandig verhindern
kann, wurden weitere Experimente durchgefihrt, um die Notwendigkeit von RNA-
Replikation fur die Erkennung der YF-17D-Infektion durch RIG-I-like-Rezeptoren naher
zu beleuchten. Hier sollte die Produktion der viralen RdRp — und damit auch der viralen
RNA — mit Hilfe des Translationshemmers Cycloheximid (CHX) blockiert werden.
AnschlieBend wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften von genomischer Virus-

RNA (gRNA) und Replikationsintermediaten direkt miteinander verglichen.

Dazu wurden parallel gRNA und RNA-Replikationsintermediate in 1205Lu-Wildtypzellen
eingebracht. AnschlieBend wurde die Interferon--mRNA-Induktion mittels qPCR
gemessen. Virusgenome wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion aus Virusstocks
gewonnen. Um Replikationsintermediate zu erhalten, wurden 1205Lu-Wildtypzellen mit
dem Gelbfieberimpfvirus infiziert und nach 24, 48 und 72 Stunden fir die RNA-Isolation
lysiert. Auch hier wurde die Phenol-Chloroform-Methode eingesetzt, um mdglichst alle
RNA-Spezies (icRNA, zellulare RNA aus infizierten Zellen) unabhéngig von ihren
strukturellen Eigenschaften oder zellularen Lokalisation zu erhalten (Sultan et al. 2014).
Zwei Stunden vor der Transfektion neuer 1205Lu-Wildtypzellen mit den verschiedenen
RNA-Isolaten wurde die Behandlung mit CHX begonnen. Acht Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen fir die RNA-Isolation lysiert und die Typ-I-Interferon-
Antwort mittel IFN-B-qPCR quantifiziert (Abbildung 3.8 a).

Ein initiales Experiment ist in Abbildung 3.8 d gezeigt. Hier wurde die IFN-B-Induktion
erst 24 Stunden nach der Transfektion bestimmt. Ohne Replikationshemmung durch
CHX fahrte die Stimulation mit gRNA unter diesen Bedingungen zu einer mehr als
finffach héheren Expression von IFN-B-mRNA. Um den Effekt von eventuell auch unter
Translationshemmung weiterhin vorkommender Virusreplikation zu reduzieren, wurde
fir weitere Experimente als friherer Zeitpunkt acht Stunden nach Transfektion
verwendet. Weil in diesem Versuch je 100 ng icRNA beziehungsweise gRNA fir die
Transfektion verwendet wurden, war zudem ein Vergleich zwischen den Konditionen

erschwert.

Da die viralen Replikationsintermediate nur einen kleinen Anteil der gesamten RNA in

den infizierten Zellen ausmachen, wurde die Anzahl der Kopien des
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Gelbfieberimpfvirusgenoms pro Nanogramm RNA sowohl in den RNA-Isolaten aus den
infizierten Zellen als auch in den RNA-Isolaten aus den Virusstocks bestimmt. Die Menge
an Gelbfiebervirus-RNA-Kopien wurde fir die Experimente in Abbildung 3.8 b zur
Vergleichbarkeit adjustiert. Zur Transfektion wurden dann je 100 Nanogramm RNA der
icRNA verwendet und die Menge an gRNA, die der YF-17D-Kopienanzahl in 100
Nanogramm icRNA 48 Stunden nach Infektion entsprach (etwa 1,3 ng).
Interessanterweise zeigte sich bei der Quantifizierung der YF-17D-RNA in infizierten
Zellen, dass die Zahl der Viruskopien bis zum 48-Stunden-Zeitpunkt zunimmt, 72 nach
Infektion jedoch deutlich vermindert erscheint (Abbildung 3.8 b).

Ubereinstimmend damit zeigte sich eine zunehmende IFN-B-Induktion bei Stimulation
mit icRNA vom 24- und 48-Stunden-Zeitpunkt und die geringste Menge an IFN-3-mRNA
nach Transfektion mit RNA aus Zellen 72 Stunden nach Infektion. Im Vergleich zwischen
der Transfektion mit Replikationsintermediaten aus Zellen 48 Stunden nach Infektion
und genomischer Virus-RNA zeigte sich ein signifikant hGherer Anstieg der Interferon-3-
mRNA durch die Stimulation mit icRNA. Durch die Adjustierung dieser beiden Proben
auf die gleiche Kopienanzahl an YF-17D-RNA kann die immunstimulatorische Potenz
direkt miteinander verglichen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass RNA, welche
wahrend der Virusreplikation entsteht, das angeborene Immunsystem starker aktiviert

als die initial ankommenden Virusgenome selbst.
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Abbildung 3.8 RNA-Replikationsintermediate stimulieren die Interferon--Antwort
stérker als genomische Virus-RNA 1205Lu-Wildtypzellen wurden mit YF-17D infiziert
(icRNA) beziehungsweise unbehandelt belassen (cCRNA) und nach 24, 48 und 72 Stunden
lysiert und die RNA aus ihnen isoliert. Genomische RNA (gRNA) wurde aus aufgereinigten
YF-17D-Virusstocks extrahiert. Die RNA-Aufreinigung wurde in beiden Fallen mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefuhrt. (a) Schema des Versuchsaufbaus (b) Das
Medium der 1205Lu-Zellen wurde in den angemerkten Konditionen zwei Stunden vor
Transfektion der Zellen mit 50 yg/ml Cycloheximid (CHX) versetzt. Danach wurden die
Zellen mit 100 ng icRNA oder cRNA transfiziert. Fiir die gRNA-Kondition wurde RNA mit
der gleichen Anzahl an YF-17D-Kopien wie in der icRNA 48 h.p.i. fur die Transfektion
verwendet. Acht Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fir die RNA-Extraktion
lysiert. Die Anzahl der IFN-B-mRNA-Kopien pro GAPDH wurde per gPCR bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Vielfaches der ,icRNA 24 h*-Kondition dargestellt. (¢) Relative Anzahl
von YF-17D-Kopien in identischer Masse RNA dargestellt als Vielfaches der Kopienzahl in
icRNA 48 h.p.i. (d) Initiales Experiment mit Versuchsaufbau wie in (b), jedoch wurden
100 ng gRNA transfiziert und die Zellen erst nach 24 Stunden Stimulation lysiert. Gezeigt
werden Mittelwerte mit Standardfehlern aus vier unabhangigen Experimenten fir (b),
Mittelwerte, Einzelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen
Experimenten fur (c) und Mittelwerte mit Standardabweichungen aus technischen
Triplikaten aus einem Experiment fir (d). p-Wert wurde mittels Welch-Test ermittelt.
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4. Diskussion

4.1 Ergebnisubersicht

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Typ-I-Interferon-Antwort nach der
Infektion mit dem Gelbfieberimpfvirus im verwendeten Zellkulturmodell (1205Lu-
Melanom-Zelllinie) sowohl mit Hilfe von RIG-I als auch durch MDA5 ausgel6st wird,
jedoch durch keine anderen Rezeptoren. Die Kinetik der Immunantwort wies eine relativ
langsame Induktion von CXCL10 (auf Proteinebene erst nach 48 Stunden messbar)
sowie Interferon-f auf und gab Hinweise auf eine zeitlich versetzte Aktivierung von RIG-I
und MDA5. RIG-I scheint zu friihen Zeitpunkten nach der Infektion die Interferon-Antwort

zu stimulieren, wahrend MDAD5 erstim spéateren Verlauf das Virus zu detektieren scheint.

Um dieses Phanomen zu erklaren, wurden die molekularen Muster naher untersucht,
die fur die Einleitung einer Interferon-Antwort notwendig sind. Hierzu wurde RNA aus
infizierten Zellen isoliert und enzymatisch bestimmte PAMP entfernt. AnschlieBend
wurden Zellen mit dieser modifizierten RNA stimuliert. Hier zeigte sich, dass
doppelstrangige RNA fir die Erkennung durch das angeborene Immunsystem
notwendig ist. Auch das Vorhandensein von 5'-Tri- oder Diphosphat-Gruppen trug
mafgeblich zur Immunaktivierung bei, insbesondere zu frihen Zeitpunkten (24 Stunden)
nach der Infektion. Mit diesen Ergebnissen im Einklang konnte gezeigt werden, dass es
im Laufe der Infektion mit YF-17D zur Bildung von dsRNA im Zytoplasma kommt. Diese
RNA-Spezies konnten jedoch erst 48 Stunden nach der Infektion nachgewiesen werden
und spiegeln somit méglicherweise das Substrat der MDA5-Aktivierung wider.

Da es sich bei YF-17D um ein einzelstrangiges RNA-Virus handelt, die Immunantwort
jedoch von dsRNA abhéngig ist, wurde die Bedeutung von Replikation fur die Interferon-
Antwort untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass durch Hemmung der viralen RNA-
abhéngigen RNA-Polymerase mit Ribavirin die Induktion von CXCL10 reduziert werden
kann. Zusatzlich wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften der genomischen
Virus-RNA mit denen von RNA-Produkten der Virusreplikation verglichen. Hier zeigte
sich eine starkere Induktion von Interferon-f3 durch Replikationsintermediate als durch

Virusgenome.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der YF-17D-Infektion

doppelstrangige RNA sowohl von RIG-I als auch von MDA5 erkannt wird und dass
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Virusreplikation eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der molekularen Muster
spielt, die die angeborene Immunantwort auslésen.

4.2 Die Rolle der RIG-I-like Rezeptoren bei der Erkennung des
Gelbfieberimpfvirus

4.2.1 Das Gelbfieberimpfvirus wird MAVS-abhéngig erkannt

Die initialen Experimente mit RIG-I- beziehungsweise MDA5-Einzel-KO-Zelllinien und
mit MAVS-defizienten Zellen zeigten, dass die Typ-I-Interferonantwort in dem
verwendeten Modell (1205Lu Melanom-Zelllinie) vollstandig MAVS-abhéngig induziert
wird. Mustererkennungsrezeptoren mit anderen Signalwegen scheinen nicht in der Lage
zu sein, diese antivirale Reaktion auszuldsen. Da sich in den Experimenten mit 1205Lu-
MAVS-KO-Zellen jedoch nach Stimulation mit dem synthetischen dsRNA-Analogon
Poly I:C eine Interferoninduktion nachweisen lieB, scheint es auch MAVS-unabhangige
RNA-Sensoren in dieser Zelllinie zu geben. Hierbei kénnte es sich um TLR3 handeln,
einen bekannten Rezeptor flr Poly I:C (Alexopoulou et al. 2001). In der Arbeitsgruppe
konnte passend dazu gezeigt werden, dass die Zugabe von Poly [:C ohne
Transfektionsreagenzien ebenfalls eine CXCL10-Induktion bewirkt (Bothe, 2019). Unter
diesen Bedingungen kann Poly I:C nicht in das Zytosol gelangen und somit nur
Rezeptoren auf der Zelloberflache oder in den Endosomen aktivieren. Die Abwesenheit
einer Immunaktivierung durch eine YF-17D-Infektion in MAVS-KO-Zellen legt daher
nahe, dass TLR3 bei der Typ-I-Interferon-Antwort gegen das Gelbfieberimpfvirus eine
untergeordnete Rolle einnimmt. In den durchgefiihrten Experimenten wurde die
Expression von funktionellem TLR3 in der 1205Lu-Zelllinie jedoch nicht gezeigt. Weitere
Versuche zum Nachweis des Rezeptors waren von Interesse, um die Bedeutung von
TLR3 bei der Erkennung des Gelbfieberimpfstoffes zu klaren. Da dieser
Musterkennungsrezeptor in der Immunantwort gegen andere Flaviviren wie WNV und
DENV beschrieben wurde, ware eine Rolle im Zuge der Immunantwort gegen YF-17D
denkbar (Daffis et al. 2008, Tsai et al. 2009).

Die Bedeutung der Erkennung von YF-17D durch RLR fur die adaptive Immunantwort
zeigt sich auch in ihrer Rolle in dendritischen Zellen. Fir das Gelbfieberimpfvirus konnte
gezeigt werden, dass es in der Lage ist, dendritische Zellen zu infizieren (Barba-Spaeth
& Longman et al. 2005) und dass es in plasmazytoiden dendritischen Zellen zu einer
RLR-induzierten IFN-Produktion kommt (Bruni et al. 2015). Interessanterweise fihrt die

Infektion von MAVS-KO-Mausen mit WNV zwar zu einer héheren Antikdrperproduktion
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als die Infektion von WT-Mausen, diese Immunglobuline verfigen jedoch Uber eine
vielfach geringere Neutralisierungsaktivitat als die Antikdrper der Mause mit intaktem
MAVS (Suthar et al. 2010). Das RLR Signaling scheint bei dieser Flavivirusinfektion also
von herausragender Bedeutung fir die Entwicklung einer humoralen Immunitat zu sein,

wobei dhnliche Mechanismen flr die Gelbfieberimpfung denkbar waren.

4.2.2 Sowohl RIG-I als auch MDAS5 detektieren die YF-17D-Infektion

Dass sowohl RIG-I-KO- als auch MDA5-KO-Zellen eine Interferon-Antwort auf die
YF-17D-Infektion auslésen kénnen, Zellen ohne MAVS jedoch nicht, legt die Hypothese
nahe, dass beide RLR in der Lage sind das Virus zu detektieren. Da aber auch andere
RNA-Rezeptoren existieren, die eine MAVS-abhangige Typ-I-Interferon-Induktion
einleiten kénnen, lieBen sich die beschriebenen experimentellen Ergebnisse auch tber
die Aktivierung eines dieser Sensoren erklaren (Abbildung 4.1). Hierbei kénnte es sich
zum Beispiel um die Proteine NOD2, NLRP6, DHX15, ZNFX1, DHX9 und DHX33
handeln (Liu & Gack 2020). Um die Immunantwort sicher auf RIG-l und MDA5
zurickfihren zu koénnen, wurden RIG-I/MDA5-Doppel-Knock-out-Zellen mittels
CRISPR/Cas9-basiertem Genome Editing generiert. Die Infektion dieser Zellen mit dem
Gelbfieberimpfvirus flhrte ebenfalls zu keiner messbaren Induktion von CXCL10 und
spiegelte somit die Ergebnisse aus den MAVS-defizienten Zellen wider (Abbildung 3.2).
Diese Ergebnisse zeigen, dass in 1205Lu-Zellen die YF-17D-Infektion sowohl durch
RIG-I als auch durch MDAS5 erkannt wird, jedoch keine anderen Rezeptoren eine

Interferon-Antwort ausldésen kénnen.

Im Einklang damit konnte fir die Flaviviren DENV, WNV und ZIKV ebenfalls gezeigt
werden, dass beide RLR in der Lage sind die Infektion zu detektieren (Nasirudeen et al.
2011, Fredericksen et al. 2008, Ma et al. 2018). Auch fir das Gelbfiebervirus 17D gab
es bereits Hinweise fur eine Aktivierung von RIG-I und MDAD5, jedoch bislang keine
eindeutigen Daten aus Knock-out-Zellen (Querec & Akondy et al. 2009). Nachdem hier
nun gezeigt werden konnte, dass beide Rezeptoren eine Immunantwort auf YF-17D
auslésen kdénnen, stellt sich die Frage, ob es sich hierbei um rein redundante

Mechanismen der Erkennung handelt oder ob es funktionelle Unterschiede gibt.
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Abbildung 4.1 Unterschiedliche Wege der Typ-l-Interferon-Induktion Schema der
verschiedenen Signalwege, die zu einer Typ-I-Interferon-Antwort fuhren kénnen. Bei der
Erkennung von YF-17D durch MAVS-unabhangige Signalwege wirde die Immunantwort
in MAVS-KO-Zellen erhalten bleiben. Ein Ausbleiben der CXCL10- bzw. IFN-B-Induktion
im MAVS-KO — nicht jedoch im RIG-I- und MDA5-Einzel-KO — kann entweder durch die
Erkennung durch beide RLR oder durch andere MAVS-abhangige Rezeptoren erklart
werden. Da keine Immunantwort im RIG-I/MDA5-Doppel-KO zustande kommt, wird
YF-17D sowohl durch RIG-I als auch durch MDAS, jedoch keine anderen Rezeptoren des
Typ-I-IFN-Signalweges erkannt.

4.2.3 YF-17D aktiviert RIG-I- und MDA5 mit unterschiedlicher Dynamik

In den verschiedenen Experimenten mit RIG-I- und MDAS5-defizienten Zellen
(Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2) zeigte sich reproduzierbar ein Trend zu einer
unterschiedlichen Dynamik der CXCL10-Induktion. In Abwesenheit von RIG-I scheint
sich die Immunantwort erst verzégert auszubilden. Am deutlichsten war der Unterschied
48 Stunden nach der Infektion mit YF-17D zu erkennen. Ahnliche Beobachtungen
wurden bereits von Errett und Kollegen bei der Infektion mit WNV gemacht. Von ihnen
konnte gezeigt werden, dass es in Zellen ohne RIG-I zu einer verzdgerten Interferon-f-
Induktion und einer gesteigerten initialen Virusreplikation kommt. Im MDA5-KO zeigte
sich hingegen eine reduzierte Induktion von IFN-a2a, einem Protein der spaten Phase
der Typ-I-Interferon-Antwort (Errett et al. 2013). Dies legt nahe, dass es sich bei der
Erkennung des Gelbfieberimpfvirus durch die RLR nicht um vollstdndig redundante
Mechanismen handelt. Errett et al. stellten dazu in Bezug auf WNV die Hypothese auf,
dass RIG-I notwendig sei, um die initiale Virusvermehrung einzuddmmen. MDAS5 solle
hingegen zur Aufrechterhaltung und Diversifizierung der angeborenen Immunantwort
beitragen. Interessanterweise konnte in einer anderen Arbeit gezeigt werden, dass ein
MDADS5-Knock-out im Mausmodell zu einer gestérten CD8*-T-Zell-Antwort gegen WNV
fihrt und folglich fur ein effektives Priming dieser antiviralen Lymphozyten notwendig
sein kénnte (Lazear et al. 2013). Es erscheint plausibel, dass die Aktivierung der nicht-
redundanten Funktionen der RLR maBgeblich zu den Charakteristika der adaptiven

Immunantwort auf die Gelbfieberimpfung beitragt.
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4.3 Die Bedeutung der Virusreplikation fur die Erkennung von
YF-17D durch das angeborene Immunsystem

4.3.1 Replikation des Gelbfieberimpfvirus steigert die Interferonantwort

Sich vermehrende Virus-RNA im Zytosol von Zellen stellt ein typisches molekulares
Muster dar, das von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkannt wird. Die
Rolle von Replikation in der Erkennung des Gelbfieberimpfvirus ist aus mehreren
Grianden von Interesse: Einerseits handelt es sich bei YF-17D um ein einzelstrangiges
RNA-Virus, das im Verlauf der Infektion RIG-1 und MDA5 aktiviert. Fiir die Liganden
beider Rezeptoren ist jedoch Doppelstréangigkeit von RNA eine Voraussetzung (siehe
Abschnitt 3.2.2). Wie hier gezeigt werden konnte, entstehen wahrend der
Genomreplikation des Virus dsRNA-Intermediate (Abbildung 3.4), die das ndétige
molekulare Muster fur die Aktivierung darstellen kénnten.

Andererseits unterscheidet sich YF-17D von vielen anderen Impfungen dadurch, dass
es sich um eine Lebendvakzine handelt. Diese Impfstoffe definieren sich durch ihre
Fahigkeit zu replizieren. Im Allgemeinen fuhren Lebendimpfstoffe zu I&nger anhaltender
Immunitat, einer wiinschenswerten Eigenschaft, die die Gelbfieberimpfung besonders
auszeichnet. Bespielhaft ist dieser Unterschied an der FSME-Impfung zu erkennen. Die
Immunisierung gegen dieses mit dem Gelbfieber verwandte Flavivirus wird durch einen
Totimpfstoff durchgefiihrt. Daher besteht die Empfehlung, sie alle drei bis fiinf Jahre
aufzufrischen. AuBerdem sind fur die Grundimmunisierung gegen das FSME-Virus drei
Impfdosen notwendig — im Gegensatz zu der einzigen Dosis der Gelbfieberimpfung
(Kaiser 2016).

Moglicherweise liegt in der Aktivierung von zytosolischen Mustererkennungsrezeptoren
durch virale Replikation einer der entscheidenden Unterschiede zwischen langlebigen
Immunantworten auf Lebendimpfungen und kirzer anhaltender Immunitat durch
Totimpfstoffe. Die Bedeutung von Signalen, die spezifisch fur lebende Mikroorganismen
sind, konnte kurzlich fir die adaptive Immunantwort gegen Bakterien gezeigt werden
(Ugolini et al. 2018). Vergleichbar wurde fur DENV berichtet, dass die Follikulare-T-
Helferzell-Antwort und Antikérperproduktion von der Aktivierung von RIG-I und MDA5
und von Virusreplikation abhangig sei (Sprokholt et al. 2017). Das Wissen um die
Bedeutung von Replikation fir die angeborene Immunantwort auf die Gelbfieberimpfung
kénnte sich letztlich fir das Design von Impfstoffen oder Adjuvantien in der Zukunft als

hilfreich erweisen.
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Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Hemmung der Virusreplikation durch
das Virostatikum Ribavirin zu einer reduzierten Induktion von CXCL10 fihrt
(Abbildung 3.7). Dies gab Hinweise auf die Auswirkungen von Replikation des
Gelbfieberimpfvirus auf die Antwort des angeborenen Immunsystems. Obwohl RBV die
virale RNA-Synthese hemmt (Graci & Cameron 2006), ist davon auszugehen, dass eine
Restaktivitdt der RdRp von YF-17D bestehen bleibt. Somit kam es in diesen
Experimenten wahrscheinlich zwar zu einer deutlichen Reduktion der viralen RNA-
Produktion, jedoch konnte die Entstehung von Replikationsintermediaten und damit
neuen PAMP vermutlich nicht vollstdndig verhindert werden. So erklaren sich die
niedrigeren CXCL10-Konzentrationen nach Behandlung mit RBV méglicherweise durch
einen quantitativen Unterschied in RLR-Liganden durch reduzierte Replikation und nicht
rein durch einen qualitativen im Sinne von vollstdndig abwesenden molekularen

Mustern, die nur wéhrend der Virusreplikation entstehen.

4.3.2 Replikationsintermediate aktivieren die angeborene Immunantwort starker als die

ankommenden Virusgenome

Um Unterschiede in den immunstimulatorischen Eigenschaften von ankommenden
Virusgenomen und RNA, die nur im Zuge der Replikation entsteht, erkennen zu kénnen,
wurde eine weitere Reihe von Experimenten durchgefihrt. Das Ziel dieser Versuche war
es, die Interferon-Antwort auf genomische Virus-RNA und auf RNA-
Replikationsintermediate direkt zu vergleichen. Daflr war es notwendig, die Replikation
des Virus mdglichst vollstandig zu unterdriicken. Da das Genom des Gelbfieberimpfvirus
gleichzeitig die mRNA fir alle viralen Proteine darstellt, beginnt der virale
Replikationszyklus, sobald die Nukleinsdure in das Zytosol einer Zelle eingebracht wird.
Fur die Versuche wurde RNA aus Viruspartikeln und infizierten Zellen isoliert, um andere
Zellen damit zu transfizieren. In diesen Zielzellen wurde die Translation mit Hilfe von
Cycloheximid inhibiert, um die Produktion von fir die Replikation notwendigen
Virusproteinen zu verhindern. Da dies auch die Synthese von Zytokinen durch die Zelle
hemmt, wurde die Quantifizierung von IFN-B-mRNA mittels gPCR anstatt eines
CXCL10-ELISA durchgefihrt. Um den Effekt von potentiell weiterhin auftretender
Replikation zusatzlich zu verringern, wurde mit acht Stunden nach Transfektion ein

relativ friiher Zeitpunkt gewéhlt.
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Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der genomischen Flavivirus-RNA Die RNA
von Flaviviren bildet insbesondere an ihrem 5°‘- und 3‘-Ende komplexe Sekundarstrukturen
aus, welche unterschiedliche biologische Funktionen haben. Hier dargestellt ist die
zirkularisierte Form eines Flavivirusgenoms, bei der es zu einer intramolekularen
Interaktion zwischen dem 5'- und dem 3‘-Ende der RNA kommt. Detailliert sind hier nur die
5‘-und 3'-Regionen des Genoms dargestellt. Der GroBteil der Virus-RNA ist nur symbolisch
und verkleinert als gepunktete Linie abgebildet. (Modifiziert nach Mazeaud & Freppel 2018)

Die Replikationsintermediate flihrten zu einer signifikant hdheren Interferon-Induktion im
Vergleich zur genomischen RNA, wenn die gleiche Anzahl an Kopien von YF-17D-RNA
zur Stimulation verwendet wurde (Abbildung 3.8). Diese Ergebnisse zeigen, dass
wahrend der RNA-Replikation des Gelbfieberimpfvirus molekulare Muster generiert
werden, die die Immunantwort potenter anregen als die initial ankommenden
Virusgenome. Ob die RLR in der Lage sind, die genomische RNA selbst zu erkennen,
kann auch hier nicht sicher beantwortet werden. Es handelt sich bei der Erbinformation
von YF-17D um ein einzelstrdngiges RNA-Molekul, das mit einem Typ-I-Cap versehen
ist. Damit entspricht es nicht den in der Literatur beschriebenen klassischen Liganden
von RIG-I oder MDA5. Andererseits ist bekannt, dass Flavivirusgenome komplexe
Sekundarstrukturen ausbilden, mit Abschnitten doppelstrangiger RNA insbesondere in
ihren - und 3-UTR (Abbildung 4.2) (Mazeaud & Freppel et al. 2018). Mdglicherweise
kénnten diese bereits von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkannt
werden. In dem hier gewéhlten experimentellen Aufbau ist es jedoch auch méglich, dass
durch eine inkomplette Translationshemmung durch Cycloheximid Replikation noch in
einem geringen AusmaB weiterhin stattfindet und dadurch die reduzierte, jedoch
messbare Interferon-Induktion erklarbar ist. Experimente mit  einer
replikationsdefizienten Virusmutante kénnten in der Zukunft abschlieBend klaren, ob nur
Replikationsintermediate oder auch das Virusgenom selbst von den RLR erkannt
werden kann. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Replikation eine bedeutende Rolle
fir die Induktion der Typ-I-Interferonantwort auf die YF-17D-Infektion einnimmt.
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4.3.3 Die Menge an immunstimulatorischer RNA erreicht ihnren H6hepunkt 48 Stunden

nach Infektion

In dieser Versuchsreihe zeigten sich noch weitere interessante Phanomene. Die
intrazellulare Viruslast nahm tber die ersten 48 Stunden nach der priméaren Infektion zu,
nach 72 Stunden war sie jedoch reproduzierbar stark vermindert (Abbildung 3.8 c¢). Auch
die immunstimulatorischen Eigenschaften der RNA-Isolate aus diesen Zellen spiegelten
dies mit einem deutlichen Abfall zum 72-Stunden-Zeitpunkt wider (Abbildung 3.8 b).
Diese Beobachtungen kénnten durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
erklarbar sein. So wird durch Typ-I-Interferon ein antiviraler Zustand in Zellen induziert.
Durch die Aktivitat von RNase L, die in der Anwesenheit von dsRNA Uber Produkte von
OAS-Proteinen aktiviert wird, kénnte beispielsweise die Virus-RNA abgebaut werden.
Fir einige Flaviviren konnte ein antiviraler Effekt durch die OAS-RNase-L-Achse bereits
gezeigt werden, unter anderem auch in einer Studie mit dem Gelbfieberimpfvirus in
Mausen (Berthoux 2020, Madden et al. 2019).

Eine unerwartete Beobachtung war, dass in der Kondition mit Translationshemmung
durch CHX die Transfektion mit gRNA nach acht Stunden zu einer héheren Interferon--
Induktion flhrte als in der Bedingung ohne CHX. Initial scheint dies gegen die Hypothese
zu sprechen, dass virale Replikation zu einer gesteigerten Immunantwort fihre. Wenn
man jedoch den Zeitpunkt 24 Stunden nach der Transfektion betrachtet, zeigt sich das
erwartete Bild. Ohne Replikationshemmung durch CHX induziert gRNA hier eine vielfach
starkere Interferonantwort als mit (Abbildung 3.8 d). Eine héhere Interferon-Induktion in
der Gegenwart von CHX zu frihen Zeitpunkten nach der Infektion konnte in der
Vergangenheit auch fur die Infektion mit dem Sendaivirus beobachtet werden (Ye &
Maniatis 2011). Ein Erklarungsansatz fur die Beobachtungen acht Stunden nach
Transfektion besteht darin, dass durch die Wirkung von CHX keine Proteine des Virus
produziert werden kénnen, die die Interferon-Antwort unterdriicken. Fir die Flaviviren
DENV, WNV, JEV und ZIKV sind Mechanismen bekannt, mit denen ihre Nicht-
Strukturproteine die Signalkaskade der RLR unterdriicken (Dalrymple et al. 2015, Ye et
al. 2017, Ma et al. 2018). Es erscheint naheliegend, dass YF-17D Uber vergleichbare
Mechanismen verflgt und sich dadurch anfénglich unter Translationshemmung eine
starkere Interferon-Induktion ausbilden koénnte. Zu spateren Zeitpunkten, wenn
Replikationsintermediate in Zellen ohne CHX-Behandlung zu akkumulieren beginnen,
Uberwiegt jedoch der immunstimulatorische Effekt dieser gegenuber mdglichen

inhibitorischen Wirkungen der viralen Proteine.



Diskussion 57

4.4 Pathogen-assoziierte Muster des Gelbfieber-

Replikationszyklus

4.4.1 RIG-I-like-Rezeptoren erkennen doppelstrangige RNA wéahrend der YF-17D-
Infektion

Durch den enzymatischen Verdau von RNA aus infizierten Zellen konnte gezeigt werden,
dass Doppelstréangigkeit der RNA eine absolute Voraussetzung fir eine
Interferonantwort in diesem Modell ist. Diese Daten passen zu den Ergebnissen, dass
RIG-I und MDA5 die einzigen Rezeptoren in 1205Lu-Zellen sind, die zu einer Typ-I-
Interferonantwort im Zuge einer YF-17D-Infektion fihren. Fur beide RLR ist
Basenpaarung von RNA eine Voraussetzung fur ihre Aktivierung (Rehwinkel & Gack
2020). Im Einklang damit konnte die Entstehung von dsRNA wahrend der
Virusreplikation konfokal-mikroskopisch nachgewiesen werden. Passend zu der relativ
langsamen Interferon-Induktion konnten diese RNA-Spezies auch erst 48 Stunden nach
der Infektion nachgewiesen werden (Abbildung 3.4).

Obwohl es sich beim Gelbfiebervirus 17D um ein einzelstraéngiges RNA-Virus handelt,
entstehen wahrend der Replikation doppelstrangige RNA-Intermediate. Diese kommen
durch die Synthese eines komplementdren Negativstranges zum positiv-orientierten
Virusgenom zustande. Die virale RNA-Produktion findet in Replikationskomplexen statt,
die vesikelartige Einstllpungen in das ER darstellen (Klema et al. 2015). Die dsRNA in
den infizierten Zellen erscheint nicht diffus im Zytosol, sondern als viele klar definierte
Ansammlungen (Abbildung 3.4). Dieses Verteilungsmuster ist méglicherweise durch die
lokale Konzentrierung der dsRNA in viralen Replikationskomplexen entlang des ER zu
erklaren. Neben der Bedeutung flr eine effiziente virale RNA-Replikation geht man
davon aus, dass die Replikationskomplexe auch eine Rolle bei der Immunevasion
spielen. Flavivirale RNA soll in den Membraneinstilpungen vor der Erkennung durch
zytosolische Rezeptoren geschiitzt werden (Overby et al. 2010, Espada-Murao & Morita
2011). Im Laufe der Infektion kénnte es jedoch zu einer solchen Akkumulation von viraler
RNA kommen, dass die abschirmenden Mechanismen nicht mehr ausreichen, und es
letztlich doch zur Aktivierung von RLR kommt. Mdglicherweise erklart sich hierdurch

teilweise auch die spéate Typ-I-Interferon-Induktion durch YF-17D.
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4.4.2 Unterschiedliche molekulare Muster spielen im Verlauf der Infektion eine Rolle

Neben Doppelstréangigkeit der RNA leisten 5°-Tri- oder 5'-Diphosphatgruppen ebenfalls
einen bedeutenden Beitrag zur Immunantwort. Das Entfernen dieser Phosphate von der
RNA flhrt zu einer signifikanten Reduktion der CXCL10-Induktion. Es bleibt jedoch eine
Restantwort des angeborenen Immunsystems bestehen (Abbildung 3.5). Diese
Beobachtungen passen zur Aktivierung mehrerer RLR, da ein Phosphatase-Verdau
zwar die postulierten RIG-I-Liganden entfernt, jedoch keinen Einfluss auf die Erkennung
mittels MDA5 haben sollte. Weil die Experimente mit KO-Zelllinien den Hinweis gaben,
dass zu frihen Zeitpunkten nach der Infektion die Typ-I-Interferonantwort in erster Linie
durch RIG-I ausgelést wird, wurden die Daten aus den RNA-Verdau-Experimenten in
Hinblick auf ihre zeitliche Dynamik analysiert. 24 Stunden nach der Infektion war die
CXCL10-Induktion um Uber 90 % reduziert, wenn die verwendete RNA mit
Phosphatasen behandelt wurde, wahrend zu den spéateren Zeitpunkten etwa ein Drittel
der CXCL10-Sekretion bestehen blieb (Abbildung 3.6).

Diese Ergebnisse bestarken die Hypothese, dass initial nach der Infektion RNA-Spezies
entstehen, die abhangig von 5-Phosphatgruppen RIG-I aktivieren. Im weiteren Verlauf
der Infektion kommt es auch zur Produktion von MDA5-Liganden, die RIG-I-unabhéangig
zu einer Typ-Il-Interferonantwort fihren. Parallel zur Aktivierung von MDAS5 lassen sich
auch zunehmende Mengen an dsRNA in den infizierten Zellen nachweisen.

Die Aktivierung von RIG-I kénnte durch die Synthese des Negativstranges erklarbar sein.
Das ankommende Genom des Gelbfieberimpfvirus entspricht dem Positivstrang, der mit
einem Typ-I-Cap versehen ist. Durch die Methylierung der ersten regularen Base an der
2-O-Position sollte die Erkennung durch RIG-I verhindert werden (Schuberth-Wagner et
al. 2015). Wahrend der Replikation entsteht jedoch ein komplementérer Negativstrang,
fir den bislang keine 2'-O-Methylierung nachgewiesen werden konnte (Dong et al.
2014). Da das effiziente Capping abhangig von RNA-Sekundarstrukturen am 5‘-Ende
des Virusgenoms ist, erscheint es denkbar, dass negativ-orientierte RNA nicht oder nur
unvollstdndig methyliert wird (Dong & Ray et al. 2007). Somit kénnte wéhrend der
Virusreplikation dsRNA ohne Basenuberh&dnge und mit freier 5-Triphosphatgruppe
entstehen. Dies entspricht den Voraussetzungen fur klassische RIG-I-Liganden
(Rehwinkel & Gack 2020). Die Hypothese wéare dariber hinaus kompatibel mit einer
Replikationsabhéngigkeit der Immunantwort auf das Gelbfieberimpfvirus. Ebenfalls
passend dazu ist die verzdgerte Aktivierung von MDAS5 parallel zur Entstehung von

detektierbaren Mengen dsRNA wahrend der viralen RNA-Synthese.
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4.5 Ausblick

4.5.1 Entstehen RLR-Liganden nur wéhrend der Virusreplikation?

Eine Mdglichkeit, die Frage nach der Notwendigkeit von RNA-Replikation fur die
Erkennung durch das Immunsystem abschlieBend zu klaren, besteht darin,
replikationsdefiziente YF-17D-Viren zu generieren. Es wurde dafir ein experimentelles
Konzept erarbeitet, bei dem Gelbfieberimpfviren mit defekter RdRp erzeugt werden.
Hierzu wurden im Rahmen der Laborarbeit bereits Plasmide kloniert, die das
Gelbfiebergenom kodieren, jedoch eine Deletion von neun Basen im NS5-Gen tragen.
Um die RdRp-Aktivitat dieses Proteins auszuschalten, wurde ein konserviertes Motiv von
drei Aminosduren entfernt (AGDD). Es konnte fir die RNA-Polymerasen anderer
Flaviviren gezeigt werden, dass dies zu einem Funktionsverlust fuhrt (Khromykh et al.
1999). Die Virusproduktion kdnnte mittels Trans-Komplementierung durch Expression
von funktionellem NS5 von einer mit der viralen Sequenz transduzierten Zelllinie

geschehen.

Im Rahmen eines zukunftigen Projektes konnten diese Zellen generiert und
anschlieBend replikationsdefizientes Virus produziert werden. Darauffolgend kénnten
Infektionsversuche mit diesem modifizierten Virus dann kléren, ob die Aktivierung von

RIG-I und MDA5 nur durch replizierendes Virus mdglich ist.

4.5.2 Welche Bereiche der Gelbfieberimpfvirus-RNA binden an RIG-1 und MDA5?

Um die immunstimulatorischen Liganden der RLR wahrend der YF-17D-Infektion
genauer beschreiben zu kénnen, wurde im Rahmen dieses Projekis die Etablierung
einer neuen Methode begonnen. In vivo proximity labeling (IPL) stellt eine Mdglichkeit
dar, Interaktionspartner (sowohl Proteine als auch RNA) von Proteinen mit einer Biotin-
haltigen Sonde und Aktivierung durch UV-Licht zu markieren (Beck et al. 2014). Diese
kann anschlieBend genutzt werden, um die gebundenen Molekile mittels Streptavidin-
gekoppelten Beads aufzureinigen und im Falle von RNA zu sequenzieren
(Abbildung 4.3). Der Vorteil zu herkémmlicher Ko-Immunprazipitation (Co-IP) besteht
darin, dass die interagierenden Molekile in der lebenden intakten Zelle bereits kovalent
markiert werden. Dies soll Bindungen erhalten, die méglicherweise unter verédnderten
Pufferbedingungen wahrend der Lyse oder weiteren Aufbereitungsschritten
verlorengehen wirden. Zugleich sollen unspezifische Signale durch Interaktionen, die

erst auBerhalb der Zelle wahrend herkdmmlicher Co-IP entstehen, verhindert werden.
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Zu diesem Zweck wurden Plasmide fir die retrovirale Transduktion kloniert, die RIG-I
oder MDAS5 enthalten. Fur die Verwendung in IPL-Experimenten wurden die RLR mit
einem monomeren Streptavidin-Tag versehen, der Uber einen flexiblen Linker mit
entweder dem N- oder C-terminalen Ende der Rezeptoren verbunden ist. Im Rahmen
des nachfolgenden Promotionsprojektes von Giulia Spielmann sollen diese Konstrukte
genutzt werden um RNA-Liganden von RIG-1 und MDA5 aus YF-17D-infizierten Zellen

zu isolieren und durch massive parallel sequencing nédher zu charakterisieren.

a Biotin photoaktivierbare Gruppe b UV-Aktiverung und kovalentes Crosslinking
s . e 4//
6'\ A\YZA\YZA\N ;‘ A\YZA\YZA\N
c d

Pull-down mittels Sav-Beads

¥

A\ZA\VZA\V/A\N

S R\VAVAVAN
2 AVAVAVA

M R\VAAVAY
H R\VAVAVAN

Abbildung 4.3 In vivo proximity labeling Schematische Darstellung der Methode (a)
Zellen, die RIG-I oder MDA5 mit einem monomeren Streptavidin-Tag (mSav) exprimieren,
werden mit Gelbfieber 17D infiziert. Zu bestimmten Zeitpunkten wird eine Sonde
hinzugefligt, die an einem Ende eine Biotin- und am anderen eine photoaktivierbare
Gruppe beinhaltet. Die Sonde wird durch das mSav zu den RIG-I-like-Rezeptoren (RLR)
rekrutiert. (b) Durch Bestrahlung mit UV-Licht bindet die photoaktivierbare Gruppe an
Liganden der RLR. (¢) Nach Lyse der Zellen werden Streptavidin-Beads hinzugefiigt.
Durch die héhere Affinitat von Biotin zu multimerem Streptavidin (Sav) als zu mSav bindet
die Sonde préaferentiell an die Beads. (d) Mittels Zentrifugation kénnen schlieBlich die
markierten Liganden der RLR aufgereinigt werden und anschlieBend durch RNA-
Sequencing genauer charakterisiert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Gelbfieberimpfung stellt eine der effektivsten Impfungen der Geschichte dar. Eine
einzelne Dosis dieser viralen Lebendvakzine induziert bei iber 95 % der Geimpften eine
neutralisierende Antikdrperreaktion gegen das pathogene Gelbfiebervirus, die der
Empfehlungen der WHO zufolge lebenslangen Schutz bietet. Die molekularen
Mechanismen, die sich hinter der Induktion dieser Immunantwort verbergen, sind bislang
nicht vollstandig verstanden. Im Zuge der SARS-CoV-2-Pandemie wurde jedoch wieder
deutlich, wie wichtig die Erforschung von Impfungen und der Antwort des Immunsystems
auf Virusinfektionen ist. Beim Gelbfieberimpfstoff handelt es sich um ein attenuiertes
Virus (YF-17D), das der Gattung der Flaviviren angehért. Zu diesen positiv-orientierten
Einzelstrang-RNA-Viren zahlen neben dem Gelbfiebervirus weitere hochrelevante
humane Pathogene wie etwa das Dengue-Virus, Zika-Virus, Japanische-Enzephalitis-
Virus, West-Nil-Virus und FSME-Virus.

Die friihe Erkennung einer Infektion durch Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
ist von besonderer Bedeutung, da die hierdurch ausgelésten Signale die Weichen fur die
Art der anschlieBenden adaptiven Immunantwort stellen. RIG-I und MDA5 sind
zytosolische Proteine, die intrazellulare Virus-RNA erkennen und zur Einleitung einer
antiviralen Immunantwort fihren. Ein besseres Verstandnis der initialen Detektion der
Infektion mit dem Gelbfieberimpfvirus kdnnte dazu beitragen, die Voraussetzungen far
die Entstehung einer langlebigen, protektiven Immunitdt gegenlber Pathogenen zu

klaren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Virusinfektion intrazellular von den
Rezeptoren RIG-1 und MDAS5 erkannt wird. Nach deren Aktivierung kommt es zu einer
MAVS-abhéngigen Typ-I-Interferon-Antwort. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass die
angeborene Immunantwort initial in erster Linie durch RIG-I vermittelt wird und MDA5
erst im weiteren Verlauf aktiviert wird. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass
Doppelstrangigkeit von RNA eine Voraussetzung fir die Induktion von Typ-I-Interferonen
ist. 5-Tri- oder 5'-Diphosphatgruppen tragen ebenfalls zur Immunaktivierung bei,
insbesondere zu frihen Zeitpunkten nach der YF-17D-Infektion. Passend dazu konnte
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie die Entstehung von doppelstrangigen
RNA-Replikationsintermediaten in infizierten Zellen nachgewiesen werden. Virale
Replikation stellte sich als entscheidend fur die Erkennung durch Rezeptoren des

angeborenen Immunsystems heraus.
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Die Erkenntnisse der hier présentierten Experimente kénnten zuklinftig zur rationalen

Entwicklung neuer Impfstoffe und Adjuvantien beitragen.
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7. Verzeichnis der Abkurzungen

6-FAM
APC

C
CARD
CHX

Co-IP
cRNA
CTD
DAPI
DENV
DMEM
DMSO
DNA
dsRNA
E
ELISA
ER
FCS
FSME
GAPDH
gRNA
h.p.i.
HRP
icRNA
IFN
IFN-I
IFNAR1
IFNAR2
ILC
IPL
IRF
ISG
JEV
KO
LGP2

6-Carboxyfluorescein
Antigenprasentierende Zellen

Capsid

Caspase activation and recruitment domain
Cycloheximid

Ko-Immunprazipitation

RNA aus nicht-infizierten Zellen
C-terminal domain
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Dengue-Virus

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Doppelstrangige Ribonukleinsaure
Envelope proteine

Enzyme-linked immunosorbent assay
endoplasmatisches Retikulum

Fetales Kélberserum
Frihsommer-Meningoenzephalitis
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Genomische Virus-RNA

Stunden nach Infektion (hours post infection)
Horseradish peroxidase

RNA aus infizierten Zellen

Interferon

Typ-I-Interferon
Interferon-a/B-Rezeptoruntereinheit-1
Interferon-a/B-Rezeptoruntereinheit-2
Angeborene lymphatische Zellen

In vivo proximity labeling

Interferon regulatory factor
Interferon-stimulierte Gene
Japanische-Enzephalitis-Virus
Knock-out

Laboratory of Genetics and Physiology 2
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M Membrane protein

MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein
MDA5 Melanoma differentiation-associated protein 5
MHC-I Major histocompatibility complex |

MOl Multiplicity of infection

mRNA Messenger-RNA

mSav Monomeres Streptavidin

NEB New England Biolabs

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NGS Normal goat serum

NS Nicht-Struktur-Protein

OAS Oligoadenylat-Synthase

PAMP Pathogen associated molecular pattern
PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFU Plaque forming unit

PKR Proteinkinase R

Poly I:.C Polyinosinsaure:Polycytidylsaure

pppRNA Triphosphat-RNA

prM Precursor of membrane protein

PRR Pattern-recognition-Rezeptor

gPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion
RBV Ribavirin

RD Repressor domain

RdRp RNA-abhangige RNA-Polyerase

RIG-I Retinoic acid-inducible gene |

RLR RIG-I-like-Rezeptor

RNA Ribonukleinsaure

Sav Streptavidin

sgRNA Single guide RNA

ssRNA Einzelstrangige Ribonukleinsaure

STAT Signal transducer and activator of transcription
TAE TRIS-Acetat-EDTA

TBEV Tick-borne encephalitis virus (FSME-Virus)
TCR T-Zell-Rezeptor

TLR Toll-like-Rezeptor

UTR Untranslatierte Region

WNV West-Nil-Virus
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WT
YF-17D
YFV
ZIKV

Wildtyp
Gelbfieberimpfvirus 17D
Yellow fever virus
Zika-Virus
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