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SARS-CoV-2 - in vitro

Wie sich COVID-19 in der

3D-Zellkultur simulieren lasst

DORIS WILFLINGSEDER, WILFRIED POSCH
INSTITUT FUR HYGIENE UND MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE,
MEDIZINISCHE UNIVERSITAT INNSBRUCK, OSTERREICH

Excessive inflammation triggered by a hitherto undescribed mecha-
nism is a hallmark of severe SARS-CoV-2 infection and is associated

with enhanced pathogenicity and mortality. Complement hyper activa-
tion promotes lung injury and was observed in patients suffering from

MERS-CoV, SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 infections. To evaluate the
very first interactions of SARS-CoV-2 patient isolates with human epi-
thelial tissues, 3D models of the human respiratory tract as well as
lung organoids are highly suitable.
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A Abb. 1: Untersuchung von COVID-19 im standardisierten 3D-Zellkulturmodell. Das Barriere-
modell des respiratorischen Trakts besteht aus hoch differenziertem Flimmerepithel (braun)
sowie mukusproduzierenden Zellen (blau, violett). Das pseudostratifizierte Luft-Flissig-Interpha-
se-Modell kann durch Stammzellen im System (tiirkis) erneuert werden, sodass das Zellkulturmo-
dell sich auch fiir Langzeitversuche eignet - es kann bis zu 2 Jahren in Kultur gehalten werden.
Die Epithelien kdnnen nach Differenzierung von der apikalen (Luft-)Seite mit SARS-CoV-2 infiziert
werden, um die Situation im Kérper méglichst naturgetreu nachzustellen. Des Weiteren konnen
die Gewebe mit antiviralen Sprays von der apikalen Seite her behandelt werden und deren Wir-
kung gegen SARS-CoV-2 getestet werden. Immunzellen von Interesse (hier dendritische Zellen)
konnen bei Bedarf leicht in das 3D-Zellkultursystem integriert und so auch zuséatzliche Faktoren,
die im Korper eine Rolle wahrend COVID-19 spielen, analysiert werden. Erstellt mit BioRender.
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B Friihe Ereignisse, die direkt nach der
Ubertragung von SARS-CoV-2 auf Gewebe
des Atmungstrakts auftreten, bestimmen den
Verlauf der Erkrankung maBgeblich. Bei eini-
gen Patienten fiihrt eine Infektion mit
COVID-19 zu einer tiberschieBenden Immun-
antwort und damit verbunden der Erzeugung
eines proinflammatorischen Milieus. Die
Entwicklung eines Zytokinsturms und eine
akute Lungenschadigung (ARDS, acute respi-
ratory distress syndrome) sind unerwiinschte
Folgen von COVID-19 und fiihren zu einer
erhohten Morbiditdt und Mortalitdt durch
Gewebsverletzungen sowie Multiorganversa-
gen [1-6].

Mit neuartigen 3D-Zellkultursystemen las-
sen sich Wechselwirkungen zwischen
Krankheitserregern und immunkompetenten
Barrieremodellen simulieren und studieren,
was auch Angriffsflachen fiir neue Therapie-
optionen moglich macht (Abb. 1). Daher
spielt auf der Suche nach neuen Medikamen-
ten und Therapien auch die Grundlagenfor-
schung eine wesentliche Rolle und besonders
innovative, vielversprechende und tierver-
suchsfreie Ansétze konnen das Verstdndnis
von ersten SARS-CoV-2-Interaktionen an den
Atemwegsepithelien verbessern.

Das gesamte respiratorische Epithel von
der Nasenhohle bis hinab zu den Alveolen ist
konstant Krankheitserregern ausgesetzt.
Wenn die Krankheitserreger in der Lage
sind, das mukusproduzierende, pseudostra-
tifizierte Flimmerepithel zu durchbrechen,
muss spontan die angeborene Immunantwort
aktiviert werden. In diesem Kontext wurde
gezeigt, dass die Flimmerepithelien, die
eigentlich nicht zu unserem Immunsystem
gehoren, Proteine des Komplementsystems
produzieren und sezernieren konnen - eine
sofortige Immunreaktion unseres Korpers
[7]. Auch in schwer erkrankten COVID-19-Pa-
tienten wurde beschrieben, dass Komple-
ment bei der Verstarkung der Entziindungs-
reaktion eine wichtige Rolle spielen konnte.
Das Komplementsystem, das im Normalfall
vor Virusinfektionen schiitzen soll, konnte
somit wihrend schwerer COVID-19-Verldufe
fatal wirken und die Gewebszerstérung vor-
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A Abb. 2: SARS-CoV-2 zerstort die Gewebe-
integritat und verursacht Mukushypersekre-
tion im 3D-Barrieremodell. Nach 2 Tagen
Infektion mit einer hohen Viruslast eines
SARS-CoV-2-Patientenisolats (rot) sieht man
bereits eine massive Zerstorung des Gewe-
beverbands, erkennbar an fragmentierten
Zellkernen (Nuklei, blau) und Léchern in den
Geweben. Des Weiteren sieht man eine
Mukustiberproduktion (orange) in infizierten
Epithelien. Es werden sowohl Flimmer-
epithelzellen (griin) als auch mukusprodu-
zierende Zellen (orange) durch das SARS-
CoV-2-Wildtyp-Virus, welches zu Beginn der
Pandemie isoliert wurde, infiziert.

antreiben, wenn das Flimmerepithel durch
lokale Komplement- und damit verbunden
Anaphylatoxinproduktion die Entziindungs-
reaktion verschlimmert.

Durch Simulierung einer akuten SARS-
CoV-2-Infektion in einem {iber die letzten
Jahre optimierten und standardisierten Luft-
Fliissig-Modell des oberen und unteren res-
piratorischen Trakts [8, 9] sowie in Lungen-
organoiden, kann quasi im Livemodus beob-
achtet werden, wie Epithelzellen auf die
Infektion reagieren, welche Zytokine und

Anaphylatoxine ausgeschiittet werden, wie
schnell Viruspartikel weitertransportiert
werden, beziehungsweise welche Gewebs-
zerstorung das Virus verursacht. Dies sind
nur einige der vielen Analysen, die in der
3D-Zellkultur durchgefiihrt werden konnen.
Interessant ist auch die Behandlung solcher
Kulturen mit antiviralen oder nicht konven-
tionellen, aber vielversprechenden, Medika-
menten, wie z. B. Komplementblockern.
Unter Verwendung der 3D-Zellkulturmodelle
wurden folgende Fragestellungen im Jahr
2020 sofort nach Auftreten von SARS-CoV-2
in Europa und Expansion sowie Charakteri-
sierung von Virusisolaten aus Patienten
bearbeitet.

Was passiert direkt nach SARS-CoV-2-
Ubertragung an den epithelialen
Barrieren?

Hoch differenzierte, schleimproduzierende
Flimmerepithelien des oberen und unteren
Respirationstrakts wurden mit SARS-
CoV-2-Patientenisolaten infiziert und nach
zwei Tagen mittels Immunfluoreszenz analy-
siert. Die Gewebemodelle zeigten eine starke
Infektion mit SARS-CoV-2 unabhdngig vom
Zelltyp - sowohl Wimper- als auch mukus-
produzierende Zellen wurden von SARS-
CoV-2 infiziert (Abb. 2, [10]). Die Gewebe
wurden signifikant zerstort, wie man anhand
von fragmentierten Zellkernen erkennen
konnte [10]. Des Weiteren fiel in den infizier-
ten Gewebemodellen sofort eine Hypersekre-
tion von Schleim sowie Schleimpfropfenbil-
dung auf. Im Gegensatz dazu waren in nicht
infizierten, scheinbehandelten Kontrollen,
Mukuspfropfen nicht nachweisbar [10]. Bei
der Analyse schwerkranker COVID-19-Pa-
tienten mit Atemwegsobstruktion und Atem-
versagen wurden sowohl Mukuspfropfenbil-
dung als auch -hypersekretion in Kombina-
tion mit einer Hyperaktivierung proinflamm-
atorischer Zytokine beschrieben [11]. Diese
Veranderungen zusammen mit einer redu-
zierten mukozilidaren Clearance, die ebenfalls
in unseren infizierten 3D-Modellen nachge-
wiesen wurde, bilden einen Teufelskreis, der
zur — wahrend COVID-19 beobachteten -
Gewebszerstorung fiihrt.

Welche Mechanismen des
angeborenen Immunsystems werden
nach SARS-CoV-2-Infektion von
humanen respiratorischen Geweben
aktiviert?

In einem néchsten Schritt wurden die immu-
nologischen Antworten auf die SARS-

CoV-2-Infektion, die von den - nicht zum
Immunsystem gehorenden - Epithelzellen
produziert und sezerniert wurden, unter-
sucht [12]. Da Komplementhyperaktivierung
Lungenschadigung verursacht und nicht nur
in Patienten, die an MERS-CoV und SARS-
CoV-1 erkrankt waren, sondern auch bei
SARS-CoV-2-infizierten Individuen fest-
gestellt wurde, studierten wir lokale
Komplementproduktion in 3D-Zellkulturmo-
dellen, die mit SARS-CoV-2 infiziert wurden
[12]. Nach Infektion wurden Viruslast,
Infektiositdt der neu produzierten Viruspar-
tikel, intrazellulare Komplementaktivie-
rung, Entziindungsmechanismen und
Gewebszerstéorung mittels quantitativer
RT-PCR, Hochdurchsatzscreening-Analysen,
Plaque-Assays, Luminex-Analysen und
Erfassung des transepithelialen Widerstands
gemessen [12]. Quantitative Analysen all
dieser Parameter sind in Abbildung 3 dar-
gestellt. Im SARS-CoV-2-infizierten 3D-Zell-
kulturmodell konnte bei starker Infektion
eine vollstandige Zerstorung der epithelia-
len Integritat beobachtet werden, die mit
einer verstarkten Produktion der Komple-
mentkomponente 3 (C3), einer Bildung des
Membranangriffskomplexes (MAC) sowie
einer Ablésung von Zellen aus dem Gewebe-
verband und einer Freisetzung des Virus in
die Uberstinde verbunden war. SARS-
CoV-2-Infektion wurde nicht nur an der obe-
ren Epithelschicht nachgewiesen, sondern
die Viruspartikel drangen tief in das pseu-
dostratifizierte Epithel ein. Dies ging einher
mit einer C3-Aktivierung und auch C3-Abla-
gerung auf toten oder beschadigten Zellen.
Neben einer signifikant hoheren C3-Aktivie-
rung in SARS-CoV-2-infizierten Zellen des
Respirationstrakts wurden auch signifikant
hohere Konzentrationen des Anaphylatoxins
C3a desArg sowie den proinflammatorischen
Zytokinen Interleukin(IL)-6, Monozyten-
chemotaktisches Protein-1 (MCP-1), IL-1o
und RANTES nachgewiesen [12]. Die Kom-
plementaktivierung zu stoppen war somit
ein logisches, nachstes Vorgehen, um die
SARS-CoV-2-induzierten Entziindungsreak-
tionen und die Gewebszerstorung zu blo-
ckieren. Daher wurden Antagonisten der
Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR
verwendet und deren Effekt mit oben
genannten Methoden analysiert. Die Rezep-
toren wurden sowohl prophylaktisch als
auch einige Stunden nach erfolgter SARS-
CoV-2-Infektion zugegeben. Unabhdngig
vom Zugabemodus konnte gesehen werden,
dass die Blockierung von C3aR die virale
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Infektion und die Entziindungsreaktion in
den Atemwegsgeweben verringerte. Einen
groBeren Effekt hatte jedoch der C5aR-An-
tagonismus - Blockierung dieses Rezeptors
auf der basolateralen, also der Kérperinnen-
seite zugewandten, Seite stellte die Gewebs-
integritat vollstandig wieder her, regulierte
die lokale Komplement-C3-Produktion signi-
fikant herunter und brachte damit verbun-
den die C3a- und proinflammatorischen
Spiegel wieder auf den Normalwert zuriick.
Es wurde auch gezeigt, dass C5aR-Antago-
nismus mit niedriger Viruslast korreliert
[12].

Unsere Ergebnisse weisen auf eine neu-
artige therapeutische Interventionsstrategie
hin, bei der Hochrisikopatienten in einem
friihen Stadium des Krankheitsverlaufs
Komplementinhibitoren verabreicht werden,
um eine tibermaBige Entziindungsreaktion
und die damit verbundenen pathologischen
Folgen zu verhindern. Verschiedene Kom-
plementinhibitoren befinden sich derzeit
in fortgeschrittenen Stadien Kklinischer

SARS-CoV-2-Studien (z. B. AMY-101, Eculi-
zumab, Ravulizumab) und konnten iiber
Vernebler in die Lunge verabreicht werden
[13].

Wie kann der Eintritt von SARS-CoV-2
ins Nasen-/Bronchialepithel
verhindert werden?

Um die Virusiibertragung und die damit ver-
bundene Gewebszerstorung und Komple-
menthyperaktivierung zu verhindern, sind
sofortige Interventionen notig — daher wurde
im 3D-Zellkulturmodell der Nase und des
oberen Respirationstrakts ein antivirales
Mundspray (ColdZyme/ViruProtect) ausge-
testet [14]. Die Anwendung von ColdZyme
auf vollstandig differenziertes, polarisiertes
menschliches Epithel, das an einer Luft-
Fliissigkeits-Interphase (ALI) kultiviert wur-
de, blockierte die Bindung von SARS-CoV-2
vollstandig wie auch die lokale Komplement-
C3-Produktion und die damit verbundene
Infektion und Zerstérung des Gewebemo-
dells.
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Wie bereits oben beschrieben, verursachte
die SARS-CoV-2-Infektion ohne vorherige
Behandlung mit ColdZyme eine Komplement-
hyperaktivierung einhergehend mit einer
iberschieBenden Entziindungsreaktion und
hoher Virusproduktion. Durch einmalige
Vorbehandlung der Gewebe mit ColdZyme-
Mundspray wurden diese Effekte vermieden
und so der Transfer von SARS-CoV-2 verhin-
dert [14]. Unsere in vitro-Daten deuten darauf
hin, dass ColdZyme-Mundspray einen Ein-
fluss auf die Pravention von COVID-19 haben
kann und dass es wichtig ist, bereits zugelas-
sene, antivirale Medikamente auf ihre Wirk-
samkeit gegen SARS-CoV-2 zu {iberpriifen.

Humane 3D-Zellkultursysteme eignen sich
- wie wir zeigen konnten — nicht nur fiir die
Untersuchung von ersten Wirt-Pathogen-
Interaktionen und Virusdynamiken, sondern
bieten auch einen Mehrwert vor allem in der
praklinischen Phase fiir die Testung der Wir-
kung neuer und innovativer therapeutischer
oder umfunktionierter (repurposed drugs)
Interventionen.

Hier steht

eine Anzeige.

@ Springer
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A Abb. 3: Quantitative Analysen der Gewebeintegritat, der Viruslast und Anaphylatoxinproduktion. Links: Nach 3 Tagen Infektion mit einem SARS-
CoV-2-Patientenisolat sieht man bereits eine massive Zerstérung des Gewebeverbands, wie durch Messung des transepithelialen elektrischen Wider-
standes (TEER, transepithelial electrical resistance) detektiert wurde. Ein hoch signifikanter Abfall (P< 0,0001) der TEER-Werte ist im SARS-CoV-2-
infizierten verglichen mit nicht infiziertem Kontrollgewebe (Ul) erkennbar. Mitte: SARS-CoV-2-Virus wurde in hoher Konzentration an Tag 3 nach
Infektion von ALI-Zellkulturmodellen im basolateralen Uberstand mittels RT-PCR und absoluter Quantifizierung analysiert, wahrend in nicht infizierten
Kontrollgeweben - wie erwartet - kein Virus nachweisbar war. Rechts: Signifikant hohere Freisetzung (P<0,0001) des Anaphylatoxins C3a wurde in
SARS-CoV-2-infizierten versus nicht infizierten Geweben detektiert. Signifikante Unterschiede wurden mittels unpaired Student's t-Test in der
GraphPad Prism Software ermittelt. Abbildung aus [12], CC BY 4.0.
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