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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit ist in drei Teile untergliedert, die sich mit der Cha-
rakterisierung der sauren Ceramidase als neuem Wirtsfaktor, dem Eintritt von
SARS-CoV-2 in das Gehirn iiber die Blut-Hirn-Schranke, sowie mit der Rolle
von ACE2 beim Viruseintritt und der antiviralen Therapie befassen. Dar-
tiber hinaus werden Daten zur direkten Membranmarkierung von SARS-CoV-2,
Gelbfiebervirus, Influenza A-Virus, HIV-1 und murinem CMV dargestellt.

Die neu auftretenden Delta- oder Omikron-Varianten von SARS-CoV-2
beschleunigen durch ihre hoheren Ubertragungsraten immer noch die globale
COVID-19-Pandemie. Daher werden dringend neue therapeutische Strategien
benotigt. Durch Fluoxetin wird wie bereits berichtet wurde, die sauren Sphingo-
myelinase (ASM) gehemmt, welche den Viruseintritt supprimiert. Hier beschrei-
ben wir die saure Ceramidase als weiteres Wirkungsziel von Fluoxetin. Um
diese Effekte zu untersuchen, wurde ein ASM-unabhingiges Fluoxetin-Derivat,
AKS-466, synthetisiert. Hochauflosende SARS CoV-2 RNA-FISH und RT-qPCR
Analysen zeigten, dass AKS-466 die virale Genexpression um mehr als eine
GroBenordnung herunterreguliert. Es wurde gezeigt, dass SARS-CoV-2 den lyso-
somalen pH-Wert durch das virale Protein ORF3a deazidifiert. Eine Behandlung
mit AKS-466 oder Fluoxetin senkt jedoch den lysosomalen pH-Wert. Die durch-
gefiihrten biochemischen Analysen deuten darauf hin, dass AKS-466 in den
endolysosomalen Replikationskompartimenten infizierter Zellen lokalisiert ist,
und eine Anreicherung viraler genomischer RNAs in diesen Kompartimenten
erfolgt.

Sowohl Fluoxetin, als auch AKS-466 hemmen die saure Ceramidase-Aktivitit,
verursachen einen Anstieg der endolysosomalen Ceramide und supprimieren
dadurch die virale Replikation. Dariiber hinaus reduziert Ceranib-2, ein spezifi-
scher saurer Ceramidase Inhibitor, die Replikation von SARS-CoV-2, und durch
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die exogene Zufuhr von C6-Ceramid wird die virale Replikation ebenfalls inhi-
biert. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die saure Ceramidase
ein SARS-CoV-2 Wirtsfaktor ist.

Veroffentlichte Studien deuten darauf hin, dass hohe Konzentrationen von
Aspirin (Acetylsalicylsdure — ASA) eine antivirale Wirkung gegen Rhinovi-
ren und Influenzaviren zeigen. Aus diesem Anlass wurde untersucht, ob ASA
und sein Metabolit Salicylsdure (SA), von denen bekannt ist, dass sie NF-
kB unterdriicken, SARS-CoV-2 hemmen, weil SARS-CoV-2 moglicherweise
dhnliche Signalwege wie Influenzaviren nutzt. Es wurde nachgewiesen, dass
beide Verbindungen die Replikation von SARS-CoV-2 in Zellkulturzellen und in
einem patienten-nahen, prézisions-geschnittenen Lungenschnitt-Infektionssystem
um zwei Groenordnungen unterdriicken. Wihrend die Verbindungen den viralen
Eintritt nicht beeinflussten, fiihrten sie nach 24 h zu einer geringeren viralen
RNA-Expression, was darauf hindeutet, dass die Verbindungen Replikations-
schritte nach dem viralen Eintritt hemmen. Sowohl meine Ergebnisse zu den
NF-«kB Inhibitoren als auch zur Hemmung der sauren Ceramidase deuten dar-
auf hin, dass die Akt-Kinase eine wesentliche Rolle bei der Replikation von
SARS-CoV-2 spielen konnte.

Um die Pathologie von SARS-CoV-2 zu verstehen, wurde der Eintrittsweg des
Virus in das Gehirn analysiert, da in einer Vielzahl von COVID-19-Todesfillen,
Infektionen der cerebralen Strukturen nachgewiesen wurden. Wir zeigen, dass
SARS-CoV-2 die Blut-Hirn-Schranke durch transzelluldren Transport iibertritt.
Im Gegensatz zu anderen Viren, wie HIV-1, iiberwindet SARS-CoV-2 die Blut-
Hirn-Schranke ohne Beteiligung von T-Zellen oder Makrophagen. Diese direkte
Aufnahme konnte zu neuen Behandlungsmoglichkeiten fiihren.

SARS-CoV-2 gelangt iiber zwei verschiedene Wege in die Zellen. In Zel-
len, die grole Mengen an TMPRSS2-Protease exprimieren, wird das S-Protein
vor dem Eintritt gespalten, was zur Fusion des Virus mit der Plasmamem-
bran fiihrt. Ferner gelangt das Virus durch rezeptor-vermittelte Endozytose in
die Zellen. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die Abhingigkeit der viralen
Infektiositit in Korrelation mit der ACE2-Expression auf der zytoplasmatischen
Membran ermittelt. Es wurde eine Korrelation zwischen der ACE2-Expression
und der Infektiositit von SARS-CoV-2 deutlich, woraus resultiert, dass die
ACE2-Konzentration eine kritische Determinante fiir den Eintritt des Virus ist.
Ebenso wurde der Einbau eines lipophilen Fluoreszenzfarbstoffs in die Virus-
membran etabliert. Dadurch ist die direkte Markierung verschiedener Viren trotz
ihrer unterschiedlicher Membranzusammensetzung méglich. Mit superauflosen-
der Mikroskopie (SIM) wurde der virale Eintritt von SARS-CoV-2, Gelbfieber,
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Influenza A, HIV-1 und murinem CMYV visualisiert und gezeigt, dass diese Fir-
bung fiir verschiedene umhiillte Viren einsetzbar ist. Dariiber hinaus wurden
mit ,Lattice Lightsheet“ Mikroskopie die ersten 3D-Daten iiber den Eintritt
von murinem CMV aufgenommen. Diese Technologie konnte eine Analyse
des viralen Eintrittsprozesses, einschliefllich der Rezeptorbindung, ermoglichen,
wodurch die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente beschleunigt und die
Aufnahmekinetik beschrieben werden kann.



Abstract

This thesis is structured into three parts, which address the characterization of
the acid ceramidase as a new host factor and the entry of SARS-CoV-2 into the
brain by crossing the blood-brain barrier. Also, I investigate the role of ACE2
during viral entry and antiviral therapy. Furthermore, I present data on the direct
membrane labelling of SARS-CoV-2, yellow fever virus, influenza A virus, HIV-1
and murine CMV.

With higher transmission rates, emerging delta or omicron SARS-CoV-2
variants still accelerate the global coronavirus disease (COVID-19) pandemic.
Therefore, novel therapeutic strategies are needed. The inhibition of acid sphin-
gomyelinase, which interferes with viral entry, by fluoxetine has been reported
previously. Here, we describe the acid ceramidase as an additional target of
fluoxetine. To investigate these effects, we synthesized an ASM-independent
fluoxetine derivative, AKS-466. High-resolution SARS-CoV-2 RNA-FISH and
RT-qPCR analyses demonstrated that AKS-466 downregulates viral gene expres-
sion by more than one order of magnitude. It has been shown that SARS-CoV-2
deacidifies the lysosomal pH using the ORF3a protein. However, treatment with
AKS-466 or fluoxetine reduces the lysosomal pH. My biochemical analyses indi-
cate that AKS-466 localizes to the endolysosomal replication compartments of
infected cells and demonstrates the enrichment of viral genomic RNAs in these
compartments.

Both fluoxetine and AKS-466 inhibit the acid ceramidase activity, cause endo-
lysosomal ceramide elevation, and interfere with viral replication. Furthermore,
Ceranib-2, a specific acid ceramidase inhibitor, reduces SARS-CoV-2 replication
and, most importantly, the exogenous supplementation of C6-ceramide interfe-
res with viral replication. These results support the hypothesis that the acid
ceramidase is a SARS-CoV-2 host factor.
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Recent reports indicated that high concentrations of aspirin (acetylsalicylic
acid — ASA) show antiviral activity against rhinoviruses and influenza viruses.
We sought to investigate whether ASA and its metabolite salicylic acid (SA),
which are known to suppress NF-kB, inhibit SARS-CoV-2 because it might use
pathways similar to those of influenza viruses. I show that both compounds sup-
pressed SARS-CoV-2 replication in cell culture cells and a patient-near human
precision-cut lung slices infection system by two orders of magnitude. While the
compounds did not interfere with the entry of the virus, it led to lower viral
RNA expression after 24 h, indicating that the compounds inhibited post-entry
pathways. Both my results on NF-kB inhibitors and on the inhibition of acid cera-
midase indicate that the Akt-kinase might play an essential role in SARS-CoV-2
replication.

To understand the SARS-CoV-2 pathology, the viral entry pathway into the
brain was analyzed, because in a high number of fatal cases, infections of the
brain were found. We show that SARS-CoV-2 crosses the blood-brain barrier via
transcellular transport. In contrast to other viruses, such as HIV-1, SARS-CoV-2
crosses the blood-brain barrier without the involvement of T cells or macropha-
ges. This direct uptake might lead to new treatment opportunities. SARS-CoV-2
enters the cells via two distinct pathways. In cells expressing high amounts of
TMPRSS?2 protease, the S protein is activated before entry resulting in viral entry
into the plasma membrane. Otherwise, the virus enters the cells by receptor-
mediated endocytosis. Here, I analyze the dependence of viral infectivity on
the amount of ACE2 expression on the cytoplasmic membrane. I show a cor-
relation between ACE2 expression and infectibility by SARS-CoV-2, indicating
that the ACE2 concentration is a critical determinant of viral entry. I show the
incorporation of a lipophilic fluorescence dye useful for the direct labelling of
different viruses despite their composition of the membranes. Using structured
illumination microscopy (SIM), we visualized viral entry of SARS-CoV-2, yel-
low fever, influenza A, HIV-1, and murine CMYV, showing that this staining can
be used for distinct enveloped viruses. Furthermore, the first 3D data on the
entry of murine CMV were obtained using Lattice Lightsheet microscopy. This
technology might allow an analysis of the viral entry process, including receptor
binding, developing new antivirals and uptake kinetics.
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