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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

1.1.1 Form der Dissertation

Bei der vorgelegten Dissertation handelt es sich um eine Publikationsdissertation mit
geteilter Erstautorenschaft. Der Uberwiegende Anteil der wissenschaftlichen Arbeit,
insbesondere die Planung, Durchfihrung und Auswertung der gezeigten Versuche wurde
hierbei vom Verfasser dieser Arbeit ausgefuhrt. In Kapitel 1 der vorlegten Arbeit werden
die wissenschaftlichen Erkenntnisse der in Kapitel 2 gezeigten Publikation

zusammengefasst und erlautert.

1.1.2 Influenza

Die Influenza A fuhrt zu schweren systemischen und respiratorischen Infektionen und tritt

in Abstanden nicht nur als Epidemie sondern auch als Pandemie in Erscheinung.

Das Influenza Virus weil3t eine hohe genetische Variabilitat auf und ist dadurch in der
Lage die Oberflachenantigene, einschliellich des Hamagglutinins, langsam Uber die
Jahre (,antigenic drift*) oder auch sprunghaft zu verdndern und neu zu kombinieren
(»-antigenic shift“). Aufgrund dieser hohen Antigen-Variabilitat des Influenza Virus muss
die existierende Vakzine jahrlich neu angepasst werden, um grundsatzlich wirksam zu
bleiben. Die genaue Wirksamkeit der Vakzinierung schwankt jedoch in Abhangigkeit der
Virusvariabilitat und je nachdem wie es gelingt die Veranderungen des Virus pradiktiv zu
erfassen. Damit wird eine jahrliche Impfung erforderlich mit unterschiedlicher
Wirksamkeit, wodurch der Prophylaxe gegen das Influenzavirus Uber eine Vakzine
Grenzen gesetzt sind (Glezen, 2008; Hayden und Jong, 2011). Dies zusammen mit einer
zunehmenden Mortalitat und Morbiditat sowie zunehmenden Kosten im
Gesundheitsbereich (Bautista et al., 2010; Dawood et al., 2009) sowie eine jahrliche
Schwankung der gemeldeten Influenza Falle mit unvorhergesehenen Mortalitatsspitzen
wie in der Saison 2017/2018 (RKI Arbeitsgemeinschaft Influenza), machen die
Entwicklung neuer Behandlungs- und Prophylaxe-Strategien dringend notwendig.
Insbesondere da die zur Verfligung stehende Therapie mit Neuraminidasehemmern nur
bei Verabreichung innerhalb der frGhen Infektionsphase einen positiven Effekt auf den



Verlauf einer Influenza Erkrankung ausubt und Uberdies zu teilweise schweren u.a.
gastrointestinalen und psychiatrischen Nebenwirkungen fuhren kann (Heneghan et a.,
2016).

1.1.3 Zellulare Viruserkennung und RIG-I

Das Immunsystem soll den Organismus vor pathogenen Erregern schutzen. Es besteht
aus dem angeborenen Immunsystem und dem adaptiven Immunsystem. Das angeborene
Immunsystem besteht aus einer Vielzahl von Barrieren wie Haut und Schleimhauten
sowie zellulare und molekulare Abwehrmechanismen wie Phagozyten, Granulozyten und
antimikrobiellen Proteinen. Das angeborene Immunsystem hat zudem die Aufgabe
pathogene Erreger zu erkennen und eine adaptive Immunantwort zu initiieren. Das
adaptive Immunsystem schutzt durch die Bildung von spezifischen Antikorpern durch die
B-Zellen/ Plasmazellen und durch das Abtoten von infizierten Zellen Uber eine spezifische
T-Zell Antwort. Erst durch das Zusammenspiel von angeborenem und adaptiven
Immunsystem ist eine effektive Abwehr von Pathogenen wie dem Influenzavirus maoglich.
Die Erkennung der Krankheitserreger und die Initierung des adaptiven Immunsystems
durch das angeborene Immunsystem wird durch die so genannten ,Pattern Recognition
Rezeptoren® (PRR) ermdglicht. Die PRR erkennen Strukturen, die charakteristisch fur
Krankheitserreger sind (z.B. LPS) oder sich in einer abnormalen Lokalisation in der Zelle
befinden (z.B. DNA im Zytosol). Zur Detektion von viralen Erregern, spielen die
Nukleinsaure-erkennenden PRR eine wichtige Rolle, bei der Erkennung von Influenza
Viren insbesondere der Rezeptor Retinoic-acid-inducible gene | (RIG-I). Er ist im Zytosol
lokalisiert, wo auch die Virusreplikation des Influenzavirus stattfindet. Der RIG-I Rezeptor
wird durch kurzkettige, doppelstrangige RNA welche am 5-Ende triphosphoryliert ist
(3pRNA) aktiviert (Hornung et al., 2006; Schlee et al., 2009). Genau diese 3pRNA wird
bei der intrazellularen Virusreplikation des Influenza Virus gebildet und kann vom RIG-I
Rezeptor erkannt werden. Da eine ungeschutzte 3pRNA physiologisch nicht in der Zelle
vorkommt, kann die Zelle durch RIG-I eine Infektion durch Influenza (oder andere RNA
Viren) detektieren. Durch die Aktivierung von RIG-I werden zahlreiche antivirale und
proinflammatorische Proteine exprimiert, wie zum Beispiel Typ | Interferon, Interferon-A,

Mx-Proteine oder Adenosin-Deaminasen, die dann zu einer direkten antiviralen Wirkung



sowie zu der oben beschriebenen Aktivierung des adaptiven Immunsystems fuhren
(Ramos und Gale, 2011).

1.1.4 Inhibierung des Immunsystems durch Influenza

Um der korpereigenen Immunabwehr zu entgehen und erfolgreich eine Infektion der Zelle
durchfuhren zu kdnnen, hat das Influenzavirus eine Reihe von Mechanismen entwickelt
um die Initierung einer Immunantwort zu behindern. Unter anderem bildet das
Influenzavirus das Nicht-strukturelle Protein 1 (NS1), welches potent die RIG-I Aktivierung
inhibiert, so dass dessen antivirale Effekte ausbleiben und die Virusreplikation
ungehindert bleibt (Mibayashi et al., 2007; Ramos und Gale, 2011). Auch die Polymerase
PB1/PA des Influenza A Virus kann bestimmte Aminosaure-Sequenzen enthalten, die
eine fruhzeitige Typ I-Interferon Antwort durch die Zelle blockieren (Liedmann et al.,
2014a). So kann die Virusreplikation in der fruihen Phase der Infektion ungehindert
ablaufen. Durch diese Mechanismen, den sogenannten Virulenzfaktoren des
Influenzavirus, kann es zu schwereren klinischen Verlaufen bis hin zu pandemischen

Ausbruchen des Virus kommen (Liedmann et al., 2014b).

1.1.5 Fragestellung der Arbeit

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, dass neue Formen der Prophylaxe und Therapie
gegen das Influenza Virus dringend erforderlich sind, deren Wirkung nicht durch die
genetische Variabilitat eingeschrankt wird und welche die Behinderung der Immunantwort
durch das Influenzavirus Uberkommen. Eine gezielte Aktivierung der korpereigenen Virus-
Erkennungsrezeptoren, die eine Immunantwort gegen Influenza auslost und durch das
Influenzavirus unterdrtickt wird, bildet daher einen neuen vielversprechenden Ansatz zur
Bekampfung der potentiell tédlich verlaufenden Erkrankung. Hier bietet sich die
Verwendung von synthetischer 3pRNA zur Aktivierung von RIG-I an. Von anderen
Arbeitsgruppen wurde bereits untersucht, dass die Aktivierung von RIG-I die Viruslast bei
einer Influenzainfektion im Mausmodell und in A549 Zellen senkt (Chakravarthy et al.,
2010; Goulet et al., 2013). Allerdings wurde nicht gezeigt, ob diese Behandlung einen
Uberlebensvorteil in einem prophylaktischen versus einem therapeutischen Setting bietet.
Zudem wurde kein physiologisches Mausmodell (keine Expression von Mx1) verwendet.

Daruber hinaus wurde keine klar definierte synthetische 3pRNA verwendet, sondern nur



enzymatisch hergestellte 3pRNA, die i.d.R. einen gemischten RIG-l + TLR7/8-Ligand
darstellt. AuRerdem wurde kein Vergleich mit anderen PRR vorgenommen. In dieser
Arbeit soll daher in einem relevanten praklinischen Tiermodell (der Mx1 positiven Maus)
untersucht werden, ob die Applikation einer synthetischen 3pRNA und damit reinen RIG-
| Liganden eine neue potentielle prophylaktische sowie eine therapeutische Behandlung
gegen die Influenzainfektion darstellt. Dazu wurden folgende Fragestellungen im
Einzelnen bearbeitet:

- Schutzt die Behandlung mit 3pRNA vor einem letalen Verlauf der Influenzainfektion in
einem prophylaktischen bzw. therapeutischen Einsatz im Mx1 positiven bzw.

negativen Mausmodell?

- Wie lange dauert ein prophylaktischer Schutz an und schwacht sich der
prophylaktische Schutz durch eine Mehrfachgabe ab?

- Welche Dosis 3pRNA ist fur einen Schutz erforderlich?

- Schutzt synthetische 3pRNA als reiner RIG-I Ligand genauso wie ein gemischter,
enzymatisch-hergestellter RIG-I + TLR7 Ligand?

- Ist die Wirkung von 3pRNA abhangig von Typ | IFN bzw. lambda IFN?

- Ist die Wirkung von 3pRNA vergleichbar mit der Wirkung von Liganden anderer
antiviraler PRR?

- Schutzt die Behandlung mit 3pRNA nicht nur vor der Influenzainfektion, sondern
zusatzlich vor einer bakteriellen Superinfektion, welche eine haufige und klinisch
relevante Komplikation darstellt?
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1.2 Material und Methoden

Zur Virusinfektion mit Influenza Typ A H1N1 wurden 10 - 12 Wochen alte Mause unter
Isofluran® Narkose mit einer nicht-letalen Dosis von 10% pathology forming units (PFU)
des Stammes A/PR/8/34 sowie einer letalen Influenza Dosis von 10° PFU der Variante
hvPR/8 intranasal inokuliert. Die hvPR/8 Variante des Influenza Typ A Virus zeigt nach
mehrfacher Passage in Mauselungen eine gegenuber der Standardvariante des
Cambridge Stammes A/PR/8/34 H1N1 gesteigerte Virulenz und fuhrt in Mausen bereits
bei geringer Infektionslast zu tddlichen Krankheitsverlaufen (Grimm et al., 2007) (siehe
Kapitel 2, Seite 38, Absatz 4). Zur Simulation einer bakteriellen Superinfektion wurde
Streptococcus pneumoniae TIGR4 mit 4,4 x 108 colony forming units (CFU) intranasal

inokuliert.

Die Viruslast wurde in den infizierten Mauslungen mittels Realtime qPCR gegen eine
Standardkurve quantifiziert. Die Menge von exprimiertem, murinem CXCL10 wurde gegen
das murine TATA Box bindende Protein (TBP) mittels Realtime gPCR quantifiziert sowie
mittels Enzym-linked immunosorbent Assay (ELISA) (BD Biosciences) gemessen (siehe
Kapitel 2, Seite 39, Absatz 5).

Als Mausmodell wurden jeweils Typ | Interferon und Interferon-A Rezeptor positive oder
Rezeptor-defiziente B6.A2G-Mx1 verwendet. Als Mx1 negative Kontrollen wurden
C57BL/6 Mause benutzt (Grimm et al., 2007; Pavlovic et al., 1992; Goulet et al., 2013).
Die Genehmigung der Tierstudien erfolgte durch den Tierversuchsantrag mit dem
Aktenzeichen 887- 50103709110 und G13/54.

Zur Stimulation von RIG-I wurden zum einen chemisch synthetisierte 3pRNA (Goldeck et
al., 2014a; Goldeck et al., 2014b; Schlee et al., 2009) verwendet als auch enzymatisch
durch in vitro Transkription hergestellte 3pRNA. Mittels des bei Schlee et al. 2009
beschriebenen Protokolls wird die in vitro transkribierte 3pRNA mit einem kommerziell
erhaltlichem T7-Transkriptionskit hergestellt. Hierbei wird eine spezifische T7-Promoter-
Template Sequenz (5-TGT GTG TGT GTG TGT GTG TGT GTC TAT AGT GAG TCG
TAT TAC TG-3') mit der im Kit enthaltenen reversen Transkriptase in vitro hergestellt und
anschlie3end purifiziert (Schlee et al., 2009) (siehe Kapitel 2, Seite 39, Absatz 2).
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Die 3pRNA Produkte wurden analog zur Produktempfehlung mittels JetPEI® komplexiert
und intravends verabreicht. Das nicht RIG-I-aktivierende Kontroll-Oligonukleotid 20CA-
RNA wurde ebenfalls mittel JetPEI® verabreicht. Die zum therapeutischen Vergleich
verwendeten, publizierten TLR9 und TLR7/8 Liganden CpG1826 und 9.2 s-RNA (5’-
AGCUUAACCUGUCCUUCAA-3’ (sense)) (Biomers GmbH) (Hornung et al., 2005)
wurden unkomplexiert subkutan gegeben (TLR9) oder mit DOTAP komplexiert intravenos
(TLR7/8) verabreicht.

Der klinische Verlauf der Infektion wurde taglich mittels Gewichtsverlauf sowie einem
klinischen Bewertungssystem aus 5 Stufen ausgewertet. (0 = symptomfrei, 1 = leicht
zerzaustes Fell, 2 = zerzaustes Fell mit Zittern 3 = zerzaustes Fell mit Inaktivitat und
langsamen Bewegungen 4 = zerzaustes Fell mit Buckelbildung und Apathie, 5 = tot)
(Humphreys et al., 2003) (siehe Kapitel 2, Seite 38, Absatz 5).

Zur statistischen Analyse wurde bei abhangigen Variablen ein student's t-Test verwendet.
Bei multiplen Paarvergleichen wurde die einfache Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey’s
oder Holm-Sidak’'s Test angewendet. Die Uberlebenskurven wurden mittels log rank

Mantel-Cox Test analysiert. Als Signifikanz-Niveau wurde p < 0,05 gewanhlt.
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Die prophylaktische Applikation von 3pRNA verbessert den klinischen Verlauf einer
nicht-letalen Influenza Virus Infektion in vivo in Mx1 negativen C57BL/6 Mausen

Um zu zeigen, dass der RIG-I Ligand 3pRNA in vivo in der Lage ist den Rezeptor zu
stimulieren und eine antivirale Immunreaktion zu induzieren, injizierten wir C57BL/6
Mausen 25 pg mit JetPEI® komplexierter 3pRNA intravends und analysierten die Induktion
des Typ | Interferon abhangigen Gens CXCL10 als Indikator fur eine Typ | IFN Antwort.
Sechs Stunden nach der Injektion konnten wir mittels gPCR einen deutlichen Anstieg der
CXCL10 Expression in den Lungen der stimulierten Mause nachweisen. Als
Negativkontrolle diente eine nicht-stimulatorische RNA mit einer 20 Basenpaare langen
Cytosin-Adenin Abfolge, die eine deutlich geringere CXCL10 Expression zeigte. Diese
Negativkontrolle wurde in den weiteren Versuchen ebenfalls benutzt.

Um im nachsten Schritt eine antivirale Wirkung der immunstimulatorischen 3pRNA gegen
das Influenza Virus zu zeigen, untersuchten wir zunachst Mx1 negative C57BL/6 Mause,
die haufig fur immunologische Untersuchungen verwendet werden. Sechs Stunden vor
einer intranasalen, nicht-letalen Influenza hvPR/8 Infektion applizierten wir den Mausen
intravenos 25 ng komplexierte 3pRNA. Der klinische Verlauf wurde anhand des
Gewichtsverlaufs der Mause sowie eines klinischen Bewertungssystems analysiert
(Humphreys et al., 2003). Die prophylaktische Gabe von 3pRNA fuhrte zu einem
reduzierten Gewichtsverlust, d.h. einem milderen Krankheitsverlauf im Vergleich zur

Kontrollgruppe in vivo (siehe Kapitel 2, Seite 33, Abbildung 1).

1.3.2 Die prophylaktische Applikation von 3pRNA schutzt mehrere Tage vor einer letalen

Influenza Virus Infektion in vivo in Mx1 positiven Mausen

Im Mx1 negativen C57BL/6 Maus-Modell waren wir nicht in der Lage die Mause mit
3pRNA gegen eine letale Dosis des Influenza Virus zu schutzen. Weder prophylaktisch
konnten die Mause vor einer Infektion geschutzt werden noch konnte der klinische Verlauf

einer Infektion therapeutisch gebessert werden. Es ist in der Literatur beschrieben, dass
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das Mx1 Protein in Mausen eine dem MxA Protein im Menschen vergleichbare Rolle in
der Typ | Interferon abhangigen antiviralen Immunantwort spielt (Pavlovic et al., 1992). In
Mx1 negativen Mausen kann daher bei Abwesenheit dieses zentralen
Regulationsproteins der Typ | Interferon Antwort keine ausreichende Virusabwehr erreicht
werden. In den weiteren Versuchen wurden daher statt C57BL/6 Mause die Mx1
homozygot positiven B6.A2G-Mx1 verwendet, da die antivirale Immunantwort, die durch
Typ | IFN abhangige Therapien induziert wird, in diesem Modell deutlich effektiver ist und
der menschlichen Virusabwehr mehr ahnelt (Grimm et al., 2007; Pavlovic et al., 1990;
Staeheli et al., 1985; Zurcher et al., 1992). Zum Nachweis des letalitatssenkenden Effekts
der 3pRNA infizierten wir Mause mit einer mehrfach in Mauselungen passagierten und
damit virulenteren Influenza Typ A Variante, hvPR/8 genannt, um die Mause einer in der
Literatur vorbeschriebenen hoheren Letalitat auszusetzen (Grimm et al., 2007).

Zur Ermittlung, ob und wenn ja wie lange eine systemische 3pRNA Applikation in dem
Mx1 positiven Mausmodell vor einer letalen Dosis des Influenza Virus schutzt, applizierten
wir intravends 25 ng der mit JetPEI® komplexierten 3pRNA an Tag 7, Tag 3 oder einen
Tag vor einer Influenza Virus Infektion. Es konnte gezeigt werden, dass die Mause nach
nur einer einzelnen Injektion mit 3pRNA fur mindestens sieben Tage vor dem todlichen
Verlauf einer Influenza geschuitzt sind (siehe Kapitel 2, Seite 34, Abbildung 2). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die wiederholte intravendse Applikation von komplexierter
3pRNA an den Tagen 1, 3, 5 und 7 vor einer Infektion den Schutz nicht abschwacht. Eine
Desensibilisierung der RIG-l abhangigen Immunantwort (Tachyphylaxie) trat nicht auf. Zur
Kontrolle des Infektionsverlaufs, der in der Regel fur die Mause letalen Virusinfektion,
verwendeten wir hier genauso wie in den weiteren Versuchen infizierte Mause, bei denen

keine Applikation von Oligonukleotiden vorgenommen wurde.

1.3.3 Die therapeutische Applikation von 3pRNA schutzt vor einer letalen Influenza Virus

Infektion in vivo in Mx1 positiven Mausen

Im Falle einer erfolgreichen Infektion des Wirts durch das Influenza Virus A wird das NS1-
Protein gebildet und dadurch im fruhen Infektionsverlauf eine RIG-I-induzierte Abwehr des
Virus durch die befallene Zelle verhindert bzw. erschwert (Chakravarthy et al., 2010;
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Mibayashi et al., 2007). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass innerhalb eines
gewissen Zeitfensters nach Infektion eine systemische RIG-I Aktivierung mittels
intravends applizierter 3pRNA einen tddlichen Krankheitsverlauf auch nach einer
erfolgten Infektion verhindert. Hierfur injizierten wir B6.A2G-Mx1 Mausen unterschiedliche
Dosierungen von 3pRNA entweder 18 oder 30 Stunden nach einer potentiell letalen
Influenza Virus Infektion. Bereits funf Tage nach 3pRNA Applikation konnte eine deutlich
reduzierte Viruslast im Vergleich zur Kontrollgruppe, die inerte RNA (polyCA) injiziert
bekam mittels Realtime gPCR in den Mauslungen gemessen werden. Im weiteren Verlauf
zeigte die Gewichtskurve sowie das klinische Bewertungssystem einen milderen Verlauf
der Infektion, wenn eine Therapie mit 3pRNA durchgefuhrt wurde (siehe Abbildung 1).

A B
BEAZG X untreated:
Oh +18 or 30h survival wio
>  body weight
I = I PR/8 | neg. contr.
g B clinical score
. = AL ' °N 3pRNA
AJ/PR/8/34 3pRNA
108 10° 1070 101
viral RNA copies (per mg lung)
c D F
8 untreated < PRI/8 only © PR/8 only

© PR/8 only  PR/8 + neg contr -+ PR/8 + neg contr 25:g/mouse
= PRI/8 + neg contr 25ug/mouse < PR/8 + 3pRNA 12.5 ug/mouse -+ PR/8 + 3pRNA 25,g/mouse
-+ PR/8 + 3pRNA 25ug/mouse < PR/8 + 3pRNA 6.25 ug/mouse

110: 30h p.i.

10008, 2

©
o
©
o

weight (%)
@
=

weight (%)
weight (%)

80

-
=

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 & 10 12 0 2 4 6 8 10 12
time (days) time (days) time (days)

(A) Versuchsaufbau: Injektion der 3pRNA 18h und 30h nach der Infektion mit Influenza
A/PR/8/34 (B) Viruslast gemessen mittels gPCR aus Lungengewebe von n = 4 Mausen 5
Tage nach Infektion (C)(D)(F) Gewichtsverlaufe von n = 6 Mausen nach Influenza
Infektion und Injektion verschiedener Dosisstufen von 3pRNA sowie Kontrollgruppen.
(Abbildungsquelle: Coch et al., 2017. Siehe Kapitel 2, Seite 35 und 36, Abbildung 3).

Passend dazu war die 3pRNA in der Lage das Uberleben der Tiere zu verbessern und
einen letalen Verlauf der Infektion zu verhindern. Dabei sank der therapeutische Effekt

mit abnehmender Dosis sowie mit zunehmendem Abstand zur Infektion. Es konnte
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gezeigt werden, dass selbst die niedrigste 3pRNA Dosierung (6,25 pg) sowie eine
Applikation 30 Stunden nach Infektion eine das Uberleben verbessert. Hierfir war
lediglich eine Applikation von 3pRNA notwendig. Der prophylaktische Schutz der 3pRNA
vor einer schwer verlaufenden Infektion als auch der therapeutische Nutzen konnte
sowohl fur die in vitro transkribierte 3pRNA (Schlee et al., 2009) als auch fur die
synthetisch erzeugte 3pRNA gezeigt werden. Da die synthetisch erzeugte 3pRNA ein
reiner RIG-I Ligand ohne TLR7 oder 8 Aktivitat ist, belegt dies, dass die Aktivierung von
RIG-I fur den therapeutischen Effekt ausreichend ist und keine zusatzliche TLR7 oder 8
Aktivitat erforderlich ist (Goldeck et al., 2014a; Schuberth-Wagner et al., 2015) (siehe
Kapitel 2, Seite 37, Abbildung 5).

1.3.4 Therapeutische Aktivitat von 3pRNA ist Interferon Typ | abhangig

Im Rahmen der antiviralen Abwehr von Influenza Viren wurde nicht nur Typ | Interferon,
sondern auch Interferon — A als wichtiges antivirales Zytokin beschrieben (Mordstein et
al., 2008; Mordstein et al., 2010). Um zu analysieren, welche dieser antiviralen
Schlusselzytokine bei dem oben beschriebenen durch RIG-I Aktivierung ausgelosten
antiviralen Effekt ursachlich beteiligt sind, fuhrten wir Experimente in Mx1 positiven
Mausen durch, die defizient fur den Typ | IFN Rezeptor, den Interferon — A Rezeptor bzw.
beide Rezeptoren waren. Wir injizierten hierfur 3pRNA 18h nach einer letalen Influenza
Virus Infektion sowohl in Interferon — A Rezeptor 1 oder Typ | IFN Rezeptor defiziente
B6.A2G-Mx1 Mause und verfolgten den klinischen Verlauf (siehe Kapitel 2, Seite 38,
Abbildung 4). Es zeigte sich, dass Mause ohne Interferon — A Rezeptor durch 3pRNA
durch 3pRNA immer noch vor einer Influenza Virus Infektion geschitzt waren,
wohingegen in Typ | IFN defizienten und doppelt defizienten Tieren kein schutzender
Effekt mehr vorhanden war. D.h. dass der durch i.v. Applikation von 3pRNA vermittelte
Schutz vor einer letalen Influenza Virus Infektion in Abhangigkeit vom Typ | IFN Rezeptor
vermittelt wird, aber unabhangig von Interferon — A ist.
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1.3.5 Vergleich vom therapeutischen Effekt gegen eine Influenza Virus Infektion von

3pRNA mit beschriebenen Nukleinsdure-erkennenden TLR-Agonisten

Auch fur die Nukleinsaure erkennenden TLR7, 8 und 9 ist ein antiviraler Effekt gegen eine
Influenza Virus Infektion beschrieben (Nguyen et al., 2012; St Paul et al., 2012). Im
Gegensatz zum zytosolisch lokalisierten Rezeptor RIG-I, sind diese TLR nicht in
Epithelzellen, sondern vor allem in spezifischen Immunzellen exprimiert. Um zu
untersuchen wie eine Aktivierung dieser TLR im Vergleich zur Aktivierung von RIG-I sich
auf eine Influenza Virus Infektion auswirkt, verglichen wir die Aktivierung von TLR7 und 8
durch 9.2 s-RNA (Herberhold et al., 2011; Hornung et al., 2005) sowie die Aktivierung von
TLR 9 mit dem Liganden CpG1826 nach dem oben beschriebenen Therapieschema
(Manegold et al., 2012; Nichani et al., 2010) mit der systemischen Aktivierung von RIG-I
durch 3pRNA in der B6.A2G-Mx1 Maus. Der TLR7/8- sowie der TLR9-Ligand wurden
dabei wie in der Literatur beschrieben intravends bzw. subcutan appliziert. Hierbei ist zu
beachten, dass bei dem gemischten TLR7/8 Agonisten 9.2 s-RNA in Mausen die TLR7
Komponente Uberwiegt, da TLR8 in Nagetieren keine zum Menschen vergleichbare
Aktivitat zeigt. Trotz einer signifikanten Erhohung von CXCL10 im Serum der Mause durch
9.2 s-RNA sahen wir keine Verbesserung des klinischen Verlaufs im Vergleich zur
Negativkontrolle, wohingegen die 3pRNA erneut den oben beschriebenen
therapeutischen Effekt zeigte. Die wie in der Literatur beschrieben durchgefuhrte
Stimulierung von TLR 9 (subkutane Gabe von unkomplexiertem CpG1826) zeigte keine
CXCL10 Induktion in der Maus und wirkte sich nicht auf den letalen Influenzaverlauf aus
(siehe Kapitel 2, Seite 37, Abbildung 5).

1.3.6 Auswirkung von systemischer RIG-lI Aktivierung auf eine Superinfektion mit

Streptokokkus pneumoniae bei einer Influenza Virus Infektion

Eine bakterielle Superinfektion der Lunge ist eine geflrchtete und haufige Komplikation
der Influenza (Rothberg et al., 2008), z.B. die durch Streptococcus pneumoniae auftritt
(Rothberg et al., 2008). Kontrovers diskutiert wird dabei eine ursachliche Verknupfung der

Superinfektion mit der Ausschuttung von Typ | Interferon im Rahmen des Virusinfektes (Li
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et al.,, 2012; Navarini et al., 2006). Wenn Typ | Interferon wie beschrieben die
Wabhrscheinlichkeit einer bakteriellen Superinfektion erhoht, konnte eine Therapie mit der
Typ | Interferon induzierenden RIG-I Aktivierung dazu fuhren, dass zwar die Influenza
Virus Infektion abgeschwacht wird, jedoch eine bakterielle Superinfektion verstarkt wird.
Dies ware kontraproduktiv fur einen therapeutischen Einsatz.

Um den Effekt einer systemischen RIG-I Aktivierung auf eine bakterielle Superinfektion
zu untersuchen und die klinische Situation bestmoglich nachzustellen, fuhrten wir bei
B6.A2G-Mx1 Mausen eine nicht-letale Infektion mit Influenza durch, gefolgt von einer
letalen Superinfektion mit 4,4 x 108 CFU Streptococcus pneumoniae TIGR4 (Ye et al.,
2006). Die 3pRNA Applikation erfolgte 18 Stunden nach der Influenzainokulation, die
bakterielle Superinfektion erfolgte an Tag vier nach der Virusinfektion, um der klinischen
Situation beim Menschen moglichst nahe zu kommen. Wir beobachteten, dass die
bakterielle Superinfektion sowohl den klinischen Verlauf im Rahmen der Bewertungsskala
als auch den Gewichtskurvenverlauf der Virus infizierten Mause drastisch verschlechtert

und die Gesamtmortalitat der Mause auch bei der nicht letalen Influenzainfektion erhohte.

Abb. 2:
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(D) Verlauf des klinischen Score (Abbildungsquelle: Coch et al., 2017. Siehe
Kapitel 2, Seite 38, Abbildung 6)
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Demnach war das Modell in der Lage den klinischen Verlauf einer Superinfektion beim
Menschen widerzuspiegeln. Eine systemische RIG-I Aktivierung in der Maus zeigte keine
klinische Verschlechterung, sondern wirkte sich im Gegenteil sogar gunstig auf die
Mortalitat und den Krankheitsverlauf der doppelt infizierten Mause aus. Eine
Verschlechterung des klinischen Verlaufs der Superinfektion durch eine Typ | Interferon
Ausschuttung kann in dem hier untersuchten Modell der Aktivierung von RIG-I nicht
bestatigt werden, im Gegenteil Uberwiegt der positive Effekt der RIG-I Aktivierung auf den
Verlauf den potentiell negativen Auswirkung durch das ausgeschuttete Typ | Interferon.

1.4 Diskussion

Die Erkennung von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) durch ein
intrazellulares Nukleinsaure-Erkennungssystem bt massiven Druck auf die evolutionare
Weiterentwicklung der auf RNA-Polymerase angewiesenen Viren, wie zum Beispiel das
Influenza Virus aus. Zur Verhinderung der intrazellularen Erkennung durch RIG-I und der
daraufhin eingeleiteten Immunantwort schitzt sich das Influenzavirus daher zum Beispiel
durch Einkapselung der Erbinformation (Ye et al., 2006). Zudem konnte eine zentrale
Rolle des Influenza Proteins NS1 bei der Verhinderung einer RIG-I Aktivierung gezeigt
werden (Guo et al., 2007; Engel, 2013). Im Falle einer erfolgreichen RIG-I Inhibierung wird
eine antivirale Antwort durch den Typ | Interferon induzierenden Signalweg gestoppt.
Stattdessen findet in der Zelle nur die NF-kB Aktivierung statt, die eine virale Replikation
im Gegensatz zu einer Typ | Interferon Aktivierung sogar fordert (Guo et al., 2007; Flory
et al., 2000; Wurzer et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine prophylaktische Applikation der 3pRNA
zu einer spezifischen RIG-I Aktivierung fuhrt, die den Wirt vor einer Influenza Infektion fur
eine langere Zeit komplett schutzt. Dieses Prinzip konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal
an einem relevanten Tiermodell gezeigt werden. Ein tachyphylaktischer Effekt, der bei
Stimulation anderer intrazellularer Signalwege (z.B. TLR4 Stimulation) bekannt ist, wurde
auch bei mehrfacher Applikation von 3pRNA nicht beobachtet. In dieser Arbeit wurde auch
nach wiederholter 3pRNA Gabe eine prophylaktische Wirkung gezeigt. Der gezeigte
prophylaktische Effekt der 3pRNA Uber sieben Tage erscheint aus heutiger Sicht

verlangerbar. In weiteren Experimenten sollte das maximale Intervall vor Infektion, bei
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dem eine einmalige Applikation von 3pRNA den Wirt noch komplett vor einer Infektion mit

dem Influenza A Virus schitzt untersucht werden.

Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die Stimulation von RIG-I mit 3pRNA in bereits
mit Influenza Virus A infizierten Mausen das Uberleben sichert und auRerdem zu einer
deutlichen Abmilderung der klinischen Symptome fuhrt. Die Gabe von 3pRNA vermittelt
damit nicht nur einen prophylaktischen Schutz, sondern entfaltet sogar einen
therapeutischen Effekt. Die erhobenen Daten zeigten daher einen klinischen Nutzen der
Therapie mit 3pRNA bis mindestens 30 Stunden nach einer Virus Infektion mit Influenza
A. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt zudem erstmalig unter in vivo
Bedingungen am Mx1 positiven Mausmodell gezeigt werden, im Gegensatz zu vorherigen
Studien, welche vor allem auf prophylaktischen Regimen und in vitro Stimulation von
Zellkulturen fokussiert waren. Die Entwicklung eines am Menschen anwendbaren RIG-I
Liganden zur Verhinderung eines potentiell tédlichen Verlaufs einer Influenza Infektion
erscheint daher vielversprechend.

Im Gegensatz zu der vorgelegten Arbeit sind die inokulierten PFU bei der naturlichen
Infektion des Menschen mit Influenzaviren deutlich geringer und sie erfolgt auch nicht
direkt in die Lunge, sondern breitet sich langsamer Uber die Eintrittspforte der oberen
Atemwege bis in die tiefen Atemwege aus. Daher konnte sogar eine deutlich niedrige
Dosierung von 3pRNA als die hier verwendete Dosis einen suffizienten Schutz bieten.
Dies muss im Verlauf bis zur potentiellen Anwendung im Menschen weiter untersucht

werden.

Die Etablierung des dargestellten Prinzips der durch 3pRNA herbeigefuhrten RIG-I
Aktivierung zur Infektionsprophylaxe und Therapie gegen das Influenza Virus erscheint
auch auf weitere RNA-Virusinfektion wie SARS-Cov2 (Blanco et al., 2020), Ebola oder
Zika anwendbar zu sein und bedarf weiterer Untersuchungen. Durch die prophylaktische
Gabe eines RIG-| aktivierenden Liganden konnten beispielsweise Risikogruppen wahrend
pandemischer Infektionsgeschehen besser geschutzt werden bis eine Vakzine entwickelt
entwickelt ware. Die regelmalige breite Anwendung eines RIG-I Liganden in der
Bevolkerung konnte bei epidemisch oder pandemisch verlaufenden RNA-Virusinfektionen
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wie z.B. durch SARS-Cov2 womaoglich die Ausbreitungsgeschwindigkeit senken und so

weltweite Lockdown-Ereignisse verkurzen oder sogar verhindern.

In verschiedenen Arbeiten konnte ein antiviraler Effekt fur Interferon-A vor allem bei
respiratorischen Effekten gezeigt werden (Mordstein et al., 2008; Mordstein et al., 2010).
Uberraschenderweise war in der vorliegenden Arbeit Typ | Interferon und nicht Interferon-
y das fur die antivirale Aktivitat entscheidende Zytokin. Die vorliegenden Ergebnisse
stehen nicht im Widerspruch zu den bisher publizierten Daten, sie zeigen allerdings, dass
eine direkte RIG-I Stimulation wahrend einer ablaufenden Influenza Infektion zu einer
Dominanz der Typ | IFN Antwort fuhrt und dass Interferon-A fur die therapeutische Aktivitat
nicht zwangslaufig bendtigt wird. Es bleibt offen ob die lokale Interferon Antwort, die
beispielsweise durch eine Virusinfektion in der Lunge ausgelost wird von der systemisch
gemessen Typ | IFN oder Interferon-y Konzentration abweicht. Eine lokale Applikation von
3pRNA beispielsweise in die Lunge zur Behandlung einer lokalen Virusinfektion der
Atemwege konnte ebenfalls eine andere lokale Interferon Antwort induzieren. Hierfur sind

weitere Untersuchungen notwendig.

Das dem humanen MxA analoge Protein Mx1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Typ
| Interferon abhangigen Immunantwort in der Maus. In dieser Arbeit wurden erstmalig
Mx1-positive kongenetische C57BL/6 Mause benutzt (Grimm et al., 2007; Staeheli et al.,
1985), um einen prophylaktischen bzw. therapeutischen Effekt einer RIG-I Aktivierung zu
untersuchen. Es kann vermutet werden, dass eine therapeutische Wirkung einer RIG-I
Aktivierung uber die Senkung der Viruslast hinaus bisher in der Literatur deswegen nicht
beschrieben ist, weil immer nur klassische Stamme wie C57BL/6 Wildtyp-Mause
verwendet worden sind. Damit zeigt diese Arbeit erstmals, dass 3pRNA einen relevanten
therapeutischen Schutz gegen Influenza vermittelt, der potentiell auf die humane Situation
Ubertragbar ist.

Mehrere Studien weisen auf eine hohere Anfalligkeit fur bakterielle Superinfektion im Falle
einer durch Typ | Interferon dominerten Immunantwort hin (Li et al., 2012; Navarini et al.,
2006; Stegemann et al., 2009). In dieser Arbeit konnte allerdings eine Verbesserung des
klinischen Verlaufs im Falle einer Superinfektion mit Pneumokokken bei einer Influenza A

Virus Infektion gezeigt werden. Wie in verschiedenen Arbeiten vorgeschlagen wurde,
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wirkt sich bei einer Influenza Virus Infektion vor allem die bakterielle Superinfektion sowie
das Anwachsen der lokalen Bakterienflora und der damit verbundenen Aktivierung des
Inflammasoms kritisch auf das Uberleben aus (Pillai et al., 2016). Hierbei kommen vor
allem die toxischen Eigenschaften der Inflammasom-Aktivierung, wie die Caspase-1/11
Aktivierung und der gewebsschadigenden Effekte der Degranulation von neutrophilen
Granuloyzten zum Tragen. Daher kann vermutet werden, dass sich die reduzierte
Viruslast durch den antiviralen Effekt der 3pRNA positiv auf den epithelialen Schaden und
somit auf das Gesamtiuberleben bei Superinfektion auswirkt. Dieser positive Effekt scheint
gegenuber dem beschriebenen nachteiligen Effekt durch das Typ | Interferon zu
uberwiegen. Ein zusatzlicher antibakterieller Effekt der RIG-I Aktivierung ist moglich, kann
jedoch aufgrund des multifaktoriellen Geschehens bei bakterieller und viraler Infektion von
Epithelzellen durch die hier durchgefuhrten Experimente nicht untersucht werden.
Moglicherweise interagiert die RIG-I Aktivierung mit einer Reihe von Superinfektion
beglnstigenden Mechanismen der Influenza Infektion, wie beispielsweise die
Suppression der NK-Zell-Antwort (Small et al., 2010), die Depletion der alveolaren
Makrophagen (Ghoneim et al., 2013) oder die Setdb2-abhangige Interaktion zwischen
Typ | Interferon und NF-kB Signalwegen (Schliehe et al., 2015).

Zusatzlich zu der in der vorliegenden Arbeit benutzten in vitro transkribierten 3pRNA
wurden chemisch synthetisierte, definierte 20mer Doppelstrang-RNA Liganden benutzt.
Im Gegensatz zu der in vitro transkribierten 3pRNA besitzt die chemisch synthetisierte
3pRNA Modifikationen, die eine zusatzliche Erkennung durch TLR7 verhindert. Damit
sowie mit dem Vergleich zu einem TLR7/8 Liganden konnten wir ausschlie3en, dass eine
RIG-I Aktivierung und nicht die TLRY7 Aktivierung fur den prophylaktischen und
therapeutischen Schutz sorgt.

In dieser Arbeit wurde die 3pRNA intravends appliziert. Fur eine potentielle therapeutische
Anwendung im Menschen erscheint diese Applikationsform ungeeignet, da vermutlich
relevante systemische Nebenwirkungen auftreten wirden, die im Mausmodell weniger ins
Gewicht fallen, aber im Menschen limitierend sind. Eine inhalative Applikation der 3pRNA
ware erstrebenswert. Allerdings stellt die Entwicklung eines inhalativen
Applikationsweges noch eine ungeloste Herausforderung dar, so dass hier nur der
intravendse Applikationsweg verwendet worden ist. Die RIG-I aktivierenden RNA muss
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fur den Transport an den Wirkort (d.h. ins Zytosol) komplexiert werden. Allerdings wirkt
unter Umsténden die komplexierende Substanz JetPEI® bei anderen Applikationsformen
wie beispielsweise der inhalativen Gabe lokal toxisch auf die Zellmembran des
intranasalen Epithels. Die potentiell schonendere inhalative Applikationsform konnte
daher aufgrund des Schadens am respiratorischen Epithel durch die Tragersubstanz die
lungenschadigenden Effekte einer Influenza-Infektion verstarken wie Pilotversuche in
unserem Labor andeuten. Dies muss daher im Weiteren untersucht werden, um eine

vertragliche lokale Applikationsform fur 3pRNA zu entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein effektiver Schutz vor dem letalen Verlauf einer
Influenza Infektion gezeigt werden. Offen bleibt die Frage, warum RIG-I im Rahmen der
angeborenen Immunitat nicht konstant aktiviert bleibt um so vor viralen respiratorischen

Pathogenen besser geschutzt zu sein.

Das vorgelegte Therapieprinzip ist potentiell unabhangig von evolutionaren Resistenz-
Strategien des Virus, die auf der Antigen-Variabilitat beruhen. Der Effekt ist abhangig von
der Anwesenheit von Mx1 sowie Typ | IFN jedoch unabhangig von Lambda Interferon und
ist dem therapeutischen Effekt anderer nukleinsaure-erkennender PRR Agonisten
uberlegen.

1.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals in einem relevanten Tiermodell
gezeigt werden, dass die spezifische Aktivierung des RIG-I Rezeptors mit synthetischer
3pRNA eine vielversprechende klinische Strategie =zur prophylaktischen und
therapeutischen Behandlung schwerer und potentiell todlicher Influenza A Infektionen mit
und ohne bakterielle Superinfektionen darstellt. Dem Tiermodell unter Verwendung von
Mx1-positiven Mausen kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu, da die RIG-I
abhangige Typ | Interferon Antwort der humanen Immunantwort gegenuber detaillierter
nachempfunden ist. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die mit
positivem klinischem Verlauf assoziierte Immunreaktion RIG-I abhangig vermittelt wird
und auf einer Typ | Interferon Immunantwort basiert. Dieses Therapieprinzip lasst sich
prinzipiell auf den Menschen Ubertragen. Somit wird in dieser Arbeit sowie der zugrunde
liegenden Originalpublikation ein relevanter neuer Therapieansatz gegen den todlichen
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Verlauf einer Influenza A Infektion vorgelegt. Damit konnte die Behandlung mit einem
RIG-I Liganden die ideale Erganzung zu einer Vakzine sein, um im Falle einer Pandemie
die Mortalitat und auch die Belastung fur die Menschen und die Wirtschaft so niedrig wie
moglich zu halten. Die aktuelle Situation einer pandemische SARS-Cov2 Ausbreitung ist
ein Beleg fur die hohe Relevanz dieser Arbeit.
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Influenza A virus infection causes substantial morbidity and
mortality in seasonal epidemic outbreaks, and more efficient
treatments are urgently needed. Innate immune sensing of viral
nucleic acids stimulates antiviral immunity, including cell-
autonomous antiviral defense mechanisms that restrict viral
replication. RNA oligonucleotide ligands that potently activate
the cytoplasmic helicase retinoic-acid-inducible gene I (RIG-I)
are promising candidates for the development of new antiviral
therapies. Here, we demonstrate in an Mx1-expressing mouse
model of influenza A virus infection that a single intravenous
injection of low-dose RIG-I ligand 5'-triphosphate RNA
(3pRNA) completely protected mice from a lethal challenge
with influenza A virus for at least 7 days. Furthermore, systemic
administration of 3pRNA rescued mice with pre-established
fulminant influenza infection and prevented the fatal effects
of a streptococcal superinfection. Type I interferon, but not
interferon-A, was required for the therapeutic effect. Our re-
sults suggest that the use of RIG-I activating oligonucleotide
ligands has the clinical potential to confine influenza epidemics
when a strain-specific vaccine is not yet available and to reduce
lethality of influenza in severely infected patients.

INTRODUCTION

Influenza A virus causes severe respiratory infections, and worldwide
pandemics occur as in 2009."” Current prophylactic vaccines and
treatments bear significant limitations: vaccines induce antigen-spe-
cific immunity to hemagglutinin antigen, which is highly variable
in different influenza A virus subtypes in humans and animals.
Genomic variation through mutations or through reassortment of
different genome segments (antigenic shift and drift) allows the virus
to escape pre-established memory responses and requires a yearly
adaptation of the commercial vaccine still with limited efficacy.’
Moreover, genetic instability leads to widespread resistance against

o
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conventional antiviral drugs targeting specific viral components
(neuraminidase inhibitors and M2-proton channel inhibitors).*”
Therapeutic efficacy of neuraminidase and M2-protein inhibitors re-
mains controversial.” Therefore, new therapeutic principles that are
less susceptible to mutational escape by the virus are highly desired.

The innate immune system provides an important barrier for vi-
ruses. A first barrier is the mucus of the respiratory epithelium con-
taining defensins and cathelicidins. Once the virus enters cells, viral
nucleic acids are detected by pattern recognition receptors, which
trigger a signaling cascade that potently inhibits viral replication
and in many cases eliminates the virus before a severe infection
develops. Activation of nucleic-acid-sensing pattern recognition re-
ceptors (Toll-like receptor 3 [TLR3], TLR7, TLR8, TLR9) has been
explored as a prophylactic strategy against influenza A virus replica-
tion in animal models.”® However, TLRs are expressed mainly on
immune cell subsets, but not in target cells of viruses, such as
epithelial cells. In contrast to TLRs, retinoic-acid-inducible gene I
(RIG-I)-like receptors (RLRs; RIG-I, MDA5 [melanoma differentia-
tion antigen 5], and LGP2 [Laboratory of Genetics and Physiology
2]) detect viral RNA in the cytosol of all somatic cells that are tar-
geted by viruses, including epithelial cells.'”'" Activation of RIG-I-
like receptors in a cell before viral entry induces a broad spectrum of
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antiviral activities that provide potent protection of this cell from
viral replication.

Because the RIG-I-like receptor MDAS is activated by RNA ligand
structures containing long, irregular double-stranded RNA (dsRNA),
and because such dsRNA also activates a number of additional path-
ways, including TLR3 on endothelial cells, protein kinase R (PKR), oli-
goadenylate synthetase 1 (OAS1), and the inflammasome, the clinical
use of MDAD5 ligands such as polyinosinic:polycytidylic acid [poly(I:C)]
is limited by toxicity.'>'* In contrast, RIG-I can be selectively acti-
vated by short double-stranded blunt end 5'-triphosphate RNA
(3pRNA)."*"” Upon activation, RIG-I induces the expression of a set
of antiviral cytokines such as type I interferon and type III interferon
(interferon-A), and upregulates the expression of antiviral genes with
cell-autonomous antiviral effector functions (e.g., Mx proteins, inter-
feron induced protein with tetratricopeptide repeats 1 [IFIT1], PKR,
OAS]1, and adenosine deaminase, RNA specific [ADAR])."*"”

Influenza A virus is a member of the Orthomyxoviridae family of
RNA viruses with a single-stranded negative sense RNA genome
that forms blunt-end 5'-triphosphate panhandle structures that in
principle are detected by RIG-I. It has been demonstrated that activa-
tion of RIG-I is critical to mount an effective antiviral immune
response in the course of an influenza virus infection.'®'®
like all pathogenic negative strand RNA viruses, influenza A virus
has evolved strategies to counteract detection by RIG-I. The non-
structural protein 1 (NS1) of influenza A virus potently inhibits
RIG-I activation and signaling."*>' As a consequence, once a cell is
infected by influenza A virus, RIG-I becomes non-functional with re-
gard to virus detection and activation of antiviral effector mecha-
nisms. However, if cells are preactivated by synthetic RIG-I ligands,
they are protected. The rationale for RIG-I ligand treatment of influ-
enza A virus infection is the protection of yet uninfected cells in vivo,
thereby restricting viral spread from cell to cell. This is obviously the

However,

situation in a prophylactic setting where RIG-I activation occurs
before viral infection, but RIG-I activation may also be effective in
the course of an ongoing viral infection when the virus has not yet in-
fected all potential target cells. Thus, therapeutic administration of a
synthetic RIG-I ligand may substitute for insufficient innate immune
activation by influenza A virus due to immune escape from innate
immunorecognition.

RIG-I stimulation in the context of influenza A virus has been re-
ported in the literature.**>® However, in vivo data are limited because
mostly surrogate parameters such as viral load rather than survival
were used as endpoints and Mx1-negative mouse strains (C57BL/6
or BALB/c) were used. Mx proteins are interferon-induced antiviral
proteins that interfere with virus replication in the cell at several levels
and are highly conserved among vertebrates.”” Here, we make use of
Mx1-positive B6.A2G-Mx1 mice, which in contrast to the often used
Mx1-negative C57BL/6 strain more closely resemble the clinical situ-
ation in humans. We demonstrate that prophylactic treatment of
Mx1-positive mice with a small dose of RIG-I agonist completely pro-
tects from an otherwise lethal challenge with influenza A virus for a
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minimum of 7 days prior to challenge. Furthermore, RIG-I ligand
treatment up to 30 hr after infection still rescued mice from a lethal
course of infection. We also found that systemic RIG-I ligand treat-
ment improved the survival of influenza A virus-infected mice that
were additionally challenged by bacterial superinfection, a major
complication well-known to be responsible for influenza-associated
morbidity and mortality in patients.

RESULTS

Systemic Activation of RIG-I by Intravenous 3pRNA Application
Induces CXCL10in Lung Tissue and Ameliorates the Course of a
Non-lethal Influenza A Virus Infection

To investigate whether RIG-I activation protects from influenza A
virus infection in vivo, 3pRNA was complexed to in vivo jetPEI
and administered to C57BL/6 mice intravenously. The dosage was
adjusted as a result of our previous in vitro data (data not shown).
At 6 hr after injection, high levels of the type I interferon-stimulated
gene CXCL10 mRNA were detected in lung tissue, the primary tar-
get tissue of influenza virus (Figure 1A). Next, C57BL/6 mice were
intravenously injected with 3pRNA and after 6 hr they received a
non-lethal dose of influenza virus A/PR/8/34. 3pRNA-treated mice
demonstrated a milder clinical course of the infection as indicated
by body weight (Figure 1B). Of note, protection in this setting
occurred despite the absence of Mx1 protein, which is the mouse
homolog of human MxA.”** Mx1 in mice and MxA in humans
are important antiviral effectors in the type I interferon pathway,
and Mx1-positive mice represent a model that is much closer to the
human situation.’®>! Therefore, in all subsequent studies, we used
Mx1-positive congenic B6.A2G-MxI mice as a well-established

in vivo model of influenza infection.?***

Systemic 3pRNA Leads to Long-Term Protection of Mice from
Lethal Influenza Challenge

To study the time frame of protection, B6.A2G-MxI mice received a
single injection of a low dose of 3pRNA (12.5 ng), 3 or 7 days before
mice were challenged with a lethal dose of a highly virulent PR/8
variant (hvPR/8) that is replicating faster than the A/PR/8/34 strain.”®
Although all mice without 3pRNA pre-treatment showed severe signs
of infection and had to be sacrificed within 10 days (Figures 2A-2C),
mice pre-treated with a single low dose of intravenous 3pRNA
showed no weight loss or increased clinical disease score. 3pRNA
pre-treatment resulted in an almost complete protection of mice for
at least 7 days.

Repeated exposure to innate stimuli often leads to desensitization,
which is a well-known phenomenon. Because repeated administra-
tion over a longer period of time would be required in case 3pRNA
is used as prophylaxis against influenza, we investigated whether
such repeated administration of 3pRNA would result in weaker pro-
tection. B6.A2G-MxI mice were intravenously injected four times
with 3pRNA (days 7, 5, 3, and 1) before they were challenged with
a lethal dose of influenza virus. Mice were still completely protected,
indicating that repeated stimulation of RIG-I does not lead to desen-
sitization (Figures 2D and 2E). Furthermore, repeated administration
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Figure 1. Systemic 3pRNA Induces CXCL10 in the Lungs and Ameliorates the Course of Non-lethal Influenza Virus Infection

(A) C57BL/6 mice were i.v. injected with 25 ng of 3pRNA or the control RNA polycytidylic, polyadenylic acid (polyCA). After 6 hr, expression of CXCL10 in lung tissue was
analyzed by gPCR (n = 3 mice). Result shows mean with SD. (B) Left panel shows the experimental setup. Right panel shows that C57BL/6 mice were i.v. injected with 25 ng
of 3pRNA or the control RNA polyCA 6 hr before intranasal infection with a non-lethal dose (10° PFU) A/PR/8/34. Body weight of mice was monitored daily. Results show the
means and SD of n = 6 mice (ANOVA day 6: PR8 only versus PR8 + control [ctrl] RNA, not significant; PR8 only versus PR8 + 3pRNA, p < 0.01; PR8 + ctrl RNA versus PR8 +

3pRNA, p < 0.05).

of 3pRNA in vivo was well tolerated with no clinical signs of side
effects. There was no decrease in body weight and a normal clinical
score at day of infection after repeated 3pRNA administration (Fig-
ures 2D and 2E; data not shown; body weight in grams; day —7 versus
day 0; mean, SEM: 3pRNA-treated mice 23.4 + 0.7 versus 23.6 + 0.5
and non-3pRNA-treated mice 23.9 + 1.3 versus 23.9 + 1.4).

Systemic 3pRNA Rescues Mice from an Ongoing Lethal
Influenza Virus Infection

Once the virus has successfully entered the epithelium, the protection
of yet uninfected cells may still ameliorate the course of the infection.
To study the therapeutic activity of RIG-I activation in pre-estab-
lished infection, B6.A2G-Mx1 mice received a single intravenous
injection of a low dose of 3pRNA (12.5 pg per injection) at 18 hr post-
infection with a lethal dose of hvPR/8 (Figure 3A). 3pRNA, but not
control RNA, strongly reduced the viral load in the lungs of mice
on day 5 postinfection (Figure 3B). All mice receiving 3pRNA 18 hr
after infection were rescued, whereas none of the mice in the control
groups survived (Figure 3C). 3pRNA-treated infected mice showed a
minor drop in body weight and a low clinical disease score compared
with mice treated with control RNA that experienced a pronounced
weight loss and a high clinical score (Figure 3C). This therapeutic
effect was dose dependent, with the lowest dose used (6.25 pg per
injection) still completely protecting mice from a fatal course of the
infection (Figure 3D). Similar therapeutic activity was observed
with a short synthetic 5 -triphosphate dsRNA oligonucleotide (Fig-
ure 3E). When the start of 3pRNA treatment was delayed to 30 hr
after infection (instead of 18 hr), the therapeutic effect indicated by
weight loss and clinical score was reduced, but survival rate was still
at 60% compared with the untreated mice that all died (Figure 3F).

Therapeutic Activity of 3pRNA in Influenza Virus Infection
Requires Type | Interferon, but Not Interferon-A
Interferon-A has been reported to be involved in the antiviral response

. . . . . . 33,34 :
against respiratory viruses, including influenza.”””" Whereas type I in-

terferons all bind to the same type I interferon receptor, interferon-A
binds to a distinct receptor, IFNLR1. To examine the contribution of
interferon-A versus type I interferon, we studied B6.A2G-Mx1 mice
that lack functional IFNLR (B6.A2G-MxI-Ifnlrl™’~ mice), inter-
feron-a.and -B receptor subunit 1 (IFNAR1) (B6.A2G-Mx1 -Ifnar*/ )
or both (B6.A2G—Mx1—1fnar7/7 Ifnlrilf) (Figure 4). Mice were
infected with a lethal dose of hv/PR/8 and 18 hr later intravenously in-
jected with 12.5 pg of 3pRNA or control RNA. Body weight, survival,
and clinical score were monitored. Only mice with functional IFNARI
showed the 3pRNA-mediated survival benefit, whereas the presence of
functional IFNLR was dispensable, indicating that in the absence of
type Iinterferon function, RIG-I-induced interferon-2A is not sufficient
to improve the clinical course of infection.

Comparison of 3pRNA with Established Oligonucleotide

Ligands of TLR7/8 and TLR9

Activation of TLR7/8 and TLR9 has been described to provide protec-
tion against subsequent influenza virus infection.” ” Because expres-
sion of these TLRs is mostly restricted to immune cells, the lack of
direct protection of yet uninfected epithelial cells by TLR ligands
may limit the therapeutic use of TLR ligands as compared with
RIG-I ligands that directly induce antiviral activity in epithelial cells.
Therefore, we compared the therapeutic activity of RIG-I activa-
tion with TLR7/8 and TLRY activation in the therapeutic setting of
influenza A virus infection. The TLR7/8 agonist 9.2 s-RNA*>’® was
complexed with N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylam-
monium methyl-sulfate (DOTAP) and administered intravenously
(i.v.) as described before.’” The TLRY ligand CpG1826 was injected
subcutaneously as previously established to treat influenza infection
in mouse models and as approved for clinical trials.’® First, we
analyzed induction of CXCL10 in the serum as a systemic marker
of a type I interferon response (Figure 5A). Although both the
TLR7/8 ligand (9.2 s-RNA) and the RIG-I ligand (3pRNA) induced
considerable amounts of CXCL10 in the serum of mice, the TLR9
ligand (CpG1826) did not induce systemic levels of CXCLI0. Next,
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Figure 2. Prophylactic Treatment with 3pRNA Leads to Long-Term Protection of Mice against a Lethal Challenge with Influenza Virus

B6.A2G-Mx1 mice received a single i.v. injection of 12.5 ug of 3pRNA at 1, 3, or 7 days before they were challenged with a lethal dose of 10° PFU of hvPR/8, a highly virulent
variant of A/PR/8/34 (n = 8; untreated: n = 5). (A—-C) Body weight (A), survival (B) (log-rank [Mantel-Cox] test: control [ctr]-RNA versus PR/8 + 3pRNA day —3, p < 0.0001; ctrl-
RNA versus PR/8 + 3pRNA day —7, p < 0.0009; PR/8 + 3pRNA day —7 versus PR/8 + 3pRNA day —3, p < 0.32), and clinical score (C) were monitored. (D and E) Mice
received repeated i.v. injections of 3pRNA or control RNA on days 7, 5, 3, and 1 before they were challenged with a lethal dose of 10° PFU of hvPR/8. (D and E) Body weight
(D) and clinical score (E) were measured (n = 8; ctrl-RNA: n = 3). Results are presented as mean values. Error bars represent the SD.

the three ligands were administered to mice at 18 hr after a lethal chal-
lenge with influenza A virus. Whereas the RIG-I-stimulating ligand
3pRNA showed the expected amelioration of the clinical course of
infection, no effect was seen for the TLRY ligand CpG1826. Further-
more, despite the induction of substantial levels of CXCL10 in the
serum, the TLR7/8 ligand 9.2 s-RNA showed no improvement of clin-
ical signs (Figures 5B-5D).

Systemic RIG-I Activation by 3pRNA Improves Outcome of
Influenza Virus Infection with Bacterial Superinfection

Bacterial superinfection causes severe complications during influenza
402 1t has been proposed that induction of type I
interferon may aggravate bacterial superinfection.*”** Although
this point remains controversial,” RIG-I-induced type I interferon
may even promote bacterial superinfection. To evaluate the utility
of 3pRNA in the case of bacterial superinfection, we infected
B6.A2G-Mx mice with a non-lethal dose of influenza virus and
18 hr later treated them with 3pRNA. Four days after viral infec-
tion, mice were additionally challenged by superinfection with
S. pneumoniae (Figure 6A). In this model, bacterial infection alone
did not cause a substantial weight loss (Figure 6B, closed triangles),
but it aggravated the weight loss induced by the non-lethal dose of
influenza virus (Figure 6B, open circles versus closed diamonds).
Intravenous treatment with 3pRNA at 18 hr after influenza infection
not only prevented the moderate weight loss induced by the non-le-
thal dose of influenza virus, but also the aggravation of weight loss

virus infection.

2096 Molecular Therapy Vol. 25 No 9 September 2017

following bacterial superinfection (Figure 6B). All mice treated with
3pRNA survived, whereas 80% of the mice exposed to a non-lethal
dose of influenza virus followed by bacterial superinfection died (Fig-
ures 6C and 6D). Together, these data demonstrate that RIG-I does
not facilitate or aggravate bacterial (super)infection in the course of
influenza virus infection.

DISCUSSION

The different pathways of innate immune sensing of viral nucleic
acids heavily restrict the evolution of pathogenic viruses. As a conse-
quence, successful pathogenic viruses need to develop molecular
strategies to escape from the detection of their viral nucleic acids by
the innate immune system. The RNA polymerase-based replicative
principle of most negative strand RNA viruses, including influenza vi-
rus, implicates the formation of RNA molecules with triphosphate
groups at the 5 end. Because this nucleic acid structure represents
a pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) recognized by
RIG-], negative strand RNA viruses have to counteract RIG-I sensing
in the cytoplasm. The negative strand RNA virus influenza A virus
employs different strategies to evade detection by RIG-I, including
encapsidation of the nascent RNA.***” Furthermore, influenza A vi-
rus targets the type I interferon system and the immunorecognition of
its RNA by innate immune sensors. influenza A virus encodes the
non-structural protein NS1°****” and the PBI1-F2 protein,'””° which
inhibit the induction of type I interferon by RIG-I while maintaining
NF-kB activation supporting viral replication.”””"** This highlights
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the fundamental role of RIG-I in antiviral defense against influenza A
virus. Because inhibition of RIG-I by NS1 occurs only in infected cells,
the induction of RIG-I-induced antiviral activities in yet uninfected
cells provides a strong rationale for the use of RIG-I ligands not
only for prophylaxis, but also to ameliorate the clinical signs of an
ongoing influenza virus infection.

Our results support this rationale and the clinical development
RIG-I ligands for the treatment of influenza virus infection. First,
we demonstrate that a prophylactic small dose of the RIG-I ligand
3pRNA completely protects the host from a subsequent lethal
challenge with influenza A virus for an extended period of time.
Second, the same small dose of 3pRNA profoundly ameliorates
the clinical signs and secures survival of mice if administered
in the course of an ongoing influenza A virus infection that other-
wise causes 100% lethality. The data demonstrate that therapeutic
application of the RIG-I ligand 3pRNA is highly effective for a
period of at least 30 hr after viral challenge. Notably, unlike other
innate pathways such as TLR4, we did not observe desensitization
or tachyphylaxis of RIG-I activation upon repeated dosing of
3pRNA. Third, we demonstrate that, unexpectedly, type I inter-
ferons, but not interferon-A, were required for the therapeutic
activity. And fourth, RIG-I activation had a positive effect on the
course of influenza virus infection even in the situation of bacterial
superinfection.

Our results are consistent with several studies in the literature report-
ing an effect of RIG-I activation on influenza virus replication, but
these studies have a different focus and some technical limitations.
Studies in the literature are in vitro studies or studies on the prophy-
lactic treatment.>> %> Furthermore, these studies used C57BL/6 mice
lacking functional Mx1, the mouse homolog to human MxA,***” an
important antiviral effector in the type I interferon pathway.’*’' I
our study, we used MxI-positive congenic B6.A2G-Mx1 mice that
are well established to resemble the human situation much more
closely than C57BL/6 mice lacking Mx1.**’ Using this highly rele-
vant model, we for the first time provide evidence for a long-lasting
prophylactic, as well as therapeutic effect, in a severe and lethal influ-
enza virus infection setting. The effective prophylactic period of
7 days as examined in this study may be further prolongable. Future
studies will have to determine which dosing and which intervals of
RIG-I activation are optimal for a complete and permanent protec-
tion against influenza virus infection. Because, unlike in our study,

n
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the viral challenge with influenza in natural habitats usually is
much lower, and non-lethal, sufficient protection may be achieved
on a low-dose and long-interval application scheme. Furthermore,
it will be interesting to study whether the i.v. route can be replaced
by subcutaneous (s.c.) or inhaled administration of 3pRNA, which
would be a more practical approach for routine prophylactic use on
a population basis.

An important technical issue that needs to be considered is the iden-
tity of RIG-I ligands in different studies.”**° Generation of 3pRNA by
in vitro transcription leads to the formation of unexpected additional
complementary short RNA sequences resulting in an unpredictable
mixture of undefined RIG-I-stimulatory and non-stimulatory se-
quences, unless the in-vitro-transcribed RNA products are adequately
purified. In addition to adequate purification of in-vitro-transcribed
RNA, we used a chemically well-defined synthetic 5'-triphosphate
dsRNA RIG-I ligand (20-mer), which is too short to activate
MDAS, in order to confirm that the therapeutic activity is not depen-
dent on the formation of in vitro transcription-dependent unintended
longer RNA by-products.

Although in our study type I interferon is clearly required for the
therapeutic activity, type I interferon may not be sufficient. It has
been proposed that interferon-A, as another RIG-I-inducible cyto-
kine, has antiviral properties that are complementary to type I
interferon, especially in case of respiratory infections such as
33453 Although the type I interferon receptor is ex-
pressed at the surface of all cells, expression of the type III inter-
feron receptor is primarily restricted to epithelial cells in the respi-
ratory and gastrointestinal tracts.’*>* This differential expression
of the type III interferon receptor might generate an antiviral
response in airway epithelium while preventing exaggerated activa-
tion of immune cells and associated lung pathology.”* Moreover, it

influenza virus.

has been demonstrated that type III interferon, and not type I
interferon, is the predominant interferon induced by respiratory
viruses in nasal epithelial cells, and that type III interferon, rather
than type I interferon, represents the main first-line defense via the
RIG-I-dependent pathway.'® Our results do not contradict these
findings, but they demonstrate that upon actual RIG-I ligand treat-
ment in the situation of an established influenza A virus infection,
the activity of type I interferon dominates over type III interferon,
and RIG-I-induced type III interferon does not contribute to the
therapeutic activity.

Figure 3. Therapeutic Administration of 3pRNA Rescues Mice from a Pre-established Lethal Influenza Virus Infection

(A) Experimental setup: i.v. 3pRNA treatment at 18 or 30 hr after challenge with influenza virus. (B) B6.A2G-Mx7 mice were infected with 10° PFU of hvPR/8. 18 hr later,
3pRNA or control RNA was injected i.v. (both at 25 ng). Viral RNA was analyzed in lung tissue at day 5 postinfection (n = 4 mice). (C) B6.A2G-Mx7 mice were treated as in (B).
Body weight (n = 6 mice; untreated: n = 2), survival (n = 6 mice; untreated: n = 2), and clinical score (n = 5 mice; PR8+3pRNA: n = 3; untreated: n = 2) are depicted (log-rank
[Mantel-Cox test]: PR/8 only versus PR/8 + control [ctrl]-RNA, p = 0.65; PR/8 only versus PR/8 + 3pRNA, p = 0.0016; PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 + 3pRNA, p = 0.0015). (D)
Mice were treated as in (B) except that 3pRNA was used at a dose of 12.5 and 6.25 ug per injection (means of n = 10 mice; PR/8 without treatment, n = 5 [log-rank (Mantel-
Cox) test: PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 + 6.25 3pRNA, p = 0.03; PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 + 12.5 3pRNA, p = 0.03; PR/8 + 12.5 3pRNA versus PR/8 + 6.25 3pRNA, p =
1]). (E) Done as in (C), but chemically synthesized 3pRNA was used (n = 5). (F) Mice were treated as in (B) except injection of 3pRNA was at 30 hr postinfection (log-rank
[Mantel-Cox] test: PR/8 only versus PR/8 + ctrl-RNA, p = 0.66; PR/8 only versus PR/8 + 3pRNA, p = 0.0005; PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 + 3pRNA, p = 0.0002). Results are

presented as mean values. Error bars represent the SD.
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Figure 4. Rescue from Lethal Influenza Virus Infection by Therapeutic
Administration of 3pRNA Requires the Type | Interferon Receptor but Is
Independent of Interferon-A

(A-D) B6.A2G-Mx7 mice (A) (n = 8, p = 0.0003), B6.A2G-Mx1-Ifnir1~'~ mice lacking
functional interferon-a receptors (B) (n = 6, p = 0.0009), B6.A2G-Mx1-Ifnar! ~/~
mice lacking functional type | interferon receptors (C) (n = 8, p = 0.35), or B6.A2G-
Mx1-Ifnar1 ™~ Ifnlr1~'~ double-knockout mice lacking receptors for both interferon
types (D) (n =8, p = 1.00) were infected with 10° PFU hvPR/8. After 18 hr, mice were
i.v. injected with 12.5 pg of 3pRNA or the control RNA polyCA. Body weight and
survival were monitored. Results are presented as mean values. Error bars repre-
sent the SD. Log-rank (Mantel-Cox) test was used.
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Figure 5. Comparison of 3pRNA with Established Oligonucleotide Ligands
of TLR7/8 and TLR9

B6.A2G-Mx1 mice were infected with 10% PFU of hvPR/8. 18 hr later, mice were i.v.
injected with 3pRNA or the control RNA polyCA (both delivered with jetPEl), i.v.
injected with the TLR7/8 ligand 9.2s RNA (delivered with DOTAP), or i.p. injected
with CpG1826 (all 12.5 pg per injection). Infected mice without treatment served as
control (PR/8 only). (A) At 6 hr after treatment, levels of CXCL10 were analyzed in
serum of mice by ELISA (ANOVA: 3pRNA versus negative control [ctrl], p < 0.01;
3pRNA versus 9.2 s, p < 0.05; 9.2 s versus negative ctrl, p < 0.05). (B-D) Body
weight (B), survival (log-rank [Mantel-Cox] test: PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 +
3pRNA, p = 0.0016; PR/8 + ctrl-RNA versus PR/8 + 9.2s RNA, p = 0.065; PR/8 +
3pRNA versus PR/8 + 9.2s RNA, p = 0.0019) (C), and clinical score (D) were
monitored daily. Results show means of n = 4 or n = 5 animals and n = 2 for PR/8
only. Results are presented as survival curve or mean values with SD.

There are conflicting reports about increased susceptibility to
bacterial infection in the context of a type I interferon-dominated
response.‘“’45’5‘5
from influenza virus infection by RIG-I may come at the expense of
a higher risk to develop bacterial superinfection. In our study, we
find that RIG-I treatment improved the overall clinical outcome of
a combined infection with influenza virus and bacterial superinfec-
tion by Streptococcus pneumoniae. Thus, a potential aggravation of
bacterial superinfection in the presence of RIG-I-induced type I
interferon seems to be outweighed by the protective antiviral activity.
On the other hand, RIG-I may even exhibit antibacterial activities.
The experimental dissection of antiviral and antibacterial activities
of therapeutic RIG-I activation is challenging because viral infection
of epithelial cells and bacterial outgrowth are tightly intertwined.
RIG-I activation may positively or negatively interfere with multiple
mechanisms reported to promote bacterial superinfection in the
context of influenza infection: impaired NK cell response,™ deple-
tion of alveolar macrophages,”” suppressed phagocytic bacterial clear-
ance,” Setdb2-mediated crosstalk between the type I interferons and

Therefore, one might speculate that the protection
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Figure 6. Therapeutic Administration of 3pRNA
Improves the Outcome of Influenza-Infected Mice
Superinfected with S. pneumoniae

B6.A2G-Mx1 mice were infected with 50 PFU of hvPR/8.
18 hr later, mice received an i.v. injection of 25 pg of
3pRNA. At 4 days after influenza virus infection, mice
were challenged with 4.4 x 10° CFU of S. pneumoniae
(strain TIGR4). Mice infected with either influenza or
S. pneumoniae but without 3pRNA treatment served as
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NEF-kB pathways,” and downregulation of IL12 p70.° Interestingly,
there is recent evidence from the literature that death in influenza
viral infection is due to endogenous bacterial burden, even in the
absence of additional exogenous bacterial challenge. Pillai and col-
leagues®' conclusively demonstrate that mice infected with influenza
virus died of bacterial bloom in the lungs on the basis of virus-induced
tissue damage. Their work showed that mortality is due to bacterial
burden, caspase-1/11, and neutrophil-dependent tissue damage,
and that mortality was reversed by a functional blockade of the in-
flammasome despite even enhanced viral replication. In our experi-
mental setting it is likely that the reduced viral load as a consequence
of 3pRNA treatment is associated with reduced virus-induced epithe-
lial damage leading to reduced bacteria-induced lethality. The future
characterization of potential antibacterial activities of RIG-I in the
absence of viral infection requires an elaborate set of experiments
that are specifically designed to answer this question.

The fact that enhanced RIG-I activity obviously provides a robust
protection against infection with respiratory viruses provokes the
question why RIG-I is not permanently activated by nature. One
could speculate that increased sensitivity of the RIG-I pathway for
prolonged periods of time has negative effects for the host, because
this may increase the detection of endogenous RIG-I ligands, and
thus may lead to a chronic activity resulting in generalized inhibition
of translation of proteins contributing to the normal homeostasis of
the cell. Consequently, fine-tuning of RIG-I function most likely is
a trade between protection from viral infection and proper biological
homeostasis. Therefore, prophylactic treatment with RIG-I ligands
should be limited to times of enhanced viral threat.

In conclusion, with this work we establish the activation of the innate
immune sensor RIG-I as a promising strategy to treat influenza virus
infection in both therapeutic and prophylactic settings. Specifically,
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controls (PR/8 only, Streptococcus pneumonia [strept]

time (days) only, and PR/8 + strept). (A) Experimental setup. (B) Body
weight. (C) Survival (log-rank [Mantel-Cox] test: strept
versus PR/8 + strept, p = 0.11; strept versus PR/8 +
& PRI8 only strept + 3pRNA, p = 0.22; PR/8 + strept versus PR/8 +

strept + 3pRNA, p = 0.005). (D) Clinical score. Results
show mean values of n = 4-6 mice. Error bars represent
the SD.

- Strept only
-+ PR/8 + Strept

< PR/8 + Strept +
3pRNA

for influenza, this novel therapeutic strategy

has the advantage of acting independently of

the specific virus strain and independently of
viral resistance mechanisms to other established targeted anti-
viral treatments. Furthermore, our results suggest that activation of
RIG-I may be useful to limit outbreaks of infections with other newly
emerging RNA viruses such as Ebola or Zika before vaccination
becomes available.

MATERIALS AND METHODS

Pathogens

The influenza A virus variant hvPR/8 is closely related to the Cam-
bridge strain of A/PR/8/34 (HIN1),°” which is moderately pathogenic
for MxI*"* mice and was generated by serial lung passages in Mx1*"*
mice.”” hvPR/8 is closely related to the Mount Sinai strain of A/PR/8/
34,°* which is non-pathogenic for Mx1™* mice even at high doses. Vi-
rus stocks were produced in embryonated chicken eggs. Streptococcus
pneumoniae strain TIGR4 (provided by S. Hammerschmidt, Greifs-
wald, Germany) was plated on Columbia sheep red blood agar and
incubated at 37°C and 5% CO, overnight. For infections, bacteria
were resuspended in sterile NaCl 0.9% solution adjusted to an optical
density of 1 McFarland unit, which corresponds to 3 x 10% CFU/mL
in a Densimat (BD Biosciences), a standard method to measure the
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inoculum size.

In Vivo Infection Models

C57BL/6 mice and Mx1-positive B6.A2G-MxI mice with or without
defective receptors for type I interferon or interferon-A*>*" were
treated according to animal welfare. Mice were anesthetized with
isoflurane (Baxter) and intranasally inoculated with a non-lethal
dose (10° plaque-forming units [PFU]) of A/PR/8/34 or a lethal
dose (10° PFU) of hvPR/8 in 50 pL of PBS. Weight loss, survival,
and a clinical score (0 = normal; 1 = slightly ruffled fur, cold sensation;
2 = ruffled fur, shivering; 3 = ruffled fur, inactivity, slowed move-
ments; 4 = ruffled fur, inactivity, hunched; 5 = dead)®® was deter-
mined daily. 3pRNA was injected iv. at concentrations and time
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points indicated using in vivo jetPEI in an N/P ratio of 8 as recom-
mended by the manufacturer (Polyplus-transfection) CXCL10, che-
mokine (C-X-C motif) ligand 10. In case of bacterial superinfection,
mice were intranasally inoculated with a non-lethal dose (50 PFU)
of hvPR/8 and in addition with 4.4 x 10° CFU of S. pneumoniae
(TIGRA4).

Oligonucleotides

Synthetic 3pRNA was chemically synthesized by solid-phase syn-
thesis using product-specific labeling as described.'>*”*® CA20-
RNA (5-CACACACACACACACACACA-3'), CpG 1826, and
9.2 s-RNA’® were purchased from Biomers. Base-paired in-vitro-
transcribed 3pRNA was generated as described previously®' and
purified by separation in a Quick Spin DNA/RNA column (Roche)
to eliminate short oligonucleotides (<8 nt). Activity of in-vitro-tran-
scribed 3pRNA was functionally monitored by type I interferon in-
duction in human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
which were prepared as previously described”’ and stimulated with
1.2 pg/mL 3pRNA complexed to Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Analysis of Viral Copy Number

RNA was purified by using Nucleo Spin RNA Virus kit (Macherey &
Nagel) according to the manufacturer’s instructions. Purified RNA
was quantified by RT-PCR using One Step RT-PCR Kit (QIAGEN).
The following primers (TIB Molbiol) were used: 5-AGA TGA
GTC TTC TAA CCG AGG TCG-3' and 5-TGC AAA AAC ATC
TTC AAG TCT CTG-3' with the probe: 5-FAM-TCA GGC
CCC CTC AAA GCC GA-TAMRA-3. A standard curve (7.95 X
10° copies/mL to 7.95 x 10° copies/mL) was used for quantification.
Data were obtained using the LightCycler 480 Software (Roche).

Real-Time gPCR

cDNA synthesis was performed using VILO cDNA Synthesis Kit
from Life Technologies (11754050) as described in the manual. For
mouse CXCL10, cDNA was amplified in a total volume of 20 pL using
LightCycler 480 System (Roche). Primer and probe designs were per-
formed using Universal Probe Library (Roche). Used probes from
Roche were 18 for mouse CXCL10 and 51 for mouse TATA box bind-
ing protein (TBP). The following primers were used: mCXCL10 fwd:
5'-gctgecgteattttctge-3', mCXCL10 rev: 5'-tctcactggeecgteate-3'; and
mTBP fwd: 5'-ccaatgactcctatgaccccta-3/, mTBP rev: 5'-cagccaagattc

acggtagat-3'.

Cytokine Assays
CXCL10 was measured in the supernatant using ELISA (BD Biosci-
ences) according to the manufacturer’s recommendations.

Statistics

Results of multiple donors are presented as means with error bars
indicating SD. Statistical analysis was performed using two-sided
paired Student’s t test for dependent samples. In case of multiple com-
parisons, ANOVA was applied with Tukey’s or Holm-Sidak’s test
for multiple comparison. Survival curves were analyzed using log
rank Mantel-Cox test. The p values less than 0.05 were considered
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statistically significant. GraphPad Prism 6 for Mac OS X was used
for analysis.

Study Approval

Animal studies were performed after approval by the respon-
sible animal welfare authority under approval number TVA 887-
50103709110 and G13/54.
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