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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das humane Zytomegalievirus

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehdrt zu den B-Herpesviridae und ist
auch bekannt als Humanes Herpesvirus 5. Es ist ubiquitar verbreitet und streng
wirtsspezifisch. Der Name bezieht sich auf den zytopathischen Effekt des Virus,
der friher zur Diagnostik herangezogen wurde: eine Volumenzunahme des
Zytoplasmas und die Bildung von Einschlusskérperchen im Zytoplasma und im
Zellkern fuhren zur Entstehung charakteristischer Riesenzellen.

1.1.1 Aufbau

Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist HCMV ein behitilltes Virus mit einem linearen
doppelstrangigen DNA-Genom, welches von einem ikosaedrischen Kapsid

umgeben ist. Ein Viruspartikel besitzt einen Durchmesser von ca. 200 nm.

gB

gM/gN
gH/gL/gO
gH/gL/pUL128-131

Lipiddoppelschicht

Tegumentproteine

Kapsid

Genom

Abbildung 1: Aufbau eines HCMV-Partikels

HCMV ist ein behilltes Virus mit einem linearen doppelstrdngigen DNA-Genom in einem
ikosaedrischen Kapsid, das von einer Tegumentschicht umgeben ist. In die Virushille sind
verschiedene Glykoproteine und Glykoproteinkomplexe eingelagert. Abbildung modifiziert nach
(Gardner and Tortorella, 2016), Nutzung mit freundlicher Genehmigung der American Society for
Microbiology.
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Die Virushille ist eine von der zellularen Membran abgeleitete
Lipiddoppelschicht, in die virale Glykoproteine eingelagert sind. Verschiedene
Glykoproteinkomplexe ermoéglichen den Eintritt des Virus in die Zelle. Der
Komplex gM/gN (g steht fir Glykoprotein) bindet an Heparansulfat (Compton et
al., 1993), wahrend gB fusogene Aktivitat besitzt, die von dem Trimerkomplex
gH/gL/gO und in Epithel- und Endothelzellen auch von dem Pentamerkomplex
gH/gL/pUL128-131A reguliert werden kann (Wille et al., 2013; Li and Kamil,
2015).

Zwischen dem Kapsid und der Hille befindet sich das Tegument, eine
Proteinmatrix, die die Halfte der viralen Proteine beinhaltet (Varnum et al., 2004).
Insgesamt wurden etwa 20 bis 25 HCMV-assoziierte Tegumentproteine
identifiziert. Nach ihrer Funktion werden sie eingeteilt in Proteine, welche eine
Rolle bei der Bildung neuer Viruspartikel spielen, und Proteine, welche die
Wirtszellantwort auf die Infektion modulieren kénnen (Kalejta, 2008; Crough and
Khanna, 2009). Das am haufigsten vorkommende Protein ist hierbei pp65, das
von der Genregion UL83 codiert wird (Varnum et al., 2004). Dieses Protein spielt
sowohl bei der Diagnostik im Rahmen des pp65-Antigen-Tests als auch fir die
Immunevasion eine groRe Rolle, z.B. indem es die Interferonantwort infizierter
Zellen moduliert (Abate et al., 2004). Ein weiteres wichtiges Tegumentprotein ist
das nukleokapsidassoziierte Protein pp150, das von der Genregion UL32 codiert
wird. Dieses tragt zur Zusammensetzung und zum Ausschleusen der neuen
Viruspartikel bei und spielt auBerdem eine Rolle bei der Nutzung des dual
fluoreszierenden Virus TB40-BACkL7-UL32EGFP-UL100mCherry far
mechanistische Untersuchungen (Sampaio et al., 2013).

Das ikosaedrische Kapsid wird aus 162 Kapsomeren gebildet und hat einen
Durchmesser von ca. 125 nm. Die Kapside bestehen aus vier Proteinen, den
Genprodukten aus UL86 (engl. major capsid protein), UL85 (engl. minor capsid
protein), UL46 (engl. minor capsid-binding protein) und UL48/49 (engl. smallest
capsid protein) (Crump, 2018; Nishimura and Mori, 2018).
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Abbildung 2: Genom des HCMV

Die Regionen UL und US sind von sich wiederholenden Sequenzen TRL, TRS, IRL und IRS
flankiert. UL: unique long, US: unique short, TRL: terminal repeat long, TRS: terminal repeat short,
IRL: internal repeat long, IRS: internal repeat short. Abbildung modifiziert nach (Crough and
Khanna, 2009), Nutzung mit freundlicher Genehmigung der American Society for Microbiology.

Innerhalb des Kapsids befindet sich das virale Genom, eine lineare
doppelstrangige DNA, die aus etwa 235 000 Basenpaaren besteht und fur tber
200 offene Leserahmen codiert (Davison et al., 2003; Varnum et al., 2004; Dolan
et al., 2004). Das Genom besitzt wie in Abbildung 2 dargestellt die Regionen UL
(engl. unique long) und US (engl. unique short), die von sich wiederholenden
Sequenzen flankiert sind. An den terminalen Enden befinden sich TRL (engl.
terminal repeat long) und TRS (engl. terminal repeat short), zwischen UL und US
befinden sich IRL (engl. internal repeat long) und IRS (engl. internal repeat short)
(Crough and Khanna, 2009).

1.1.2 Zelltropismus

HCMV ist mitunter durch einen sehr breiten Zelltropismus charakterisiert. Zu den
hauptsachlichen Zielzellen gehéren Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen,
glatte Muskelzellen und Makrophagen (Sinzger et al., 1995). Wahrend die
Infektion von Epithelzellen bei der Ubertragung der Infektion zwischen zwei
Individuen eine Rolle spielt, tragt die Infektion von Endothelzellen zu einer
systemischen Verbreitung des Virus bei. Die Infektion von Bindegewebs- und
Muskelzellen ermdglicht eine effiziente Vermehrung des Virus innerhalb des
Kdrpers (Sinzger et al., 2008). Monozyten kénnen zwar infiziert werden, aktive
Replikation findet jedoch erst in ausdifferenzierten Makrophagen statt. Durch den
Transport des Virus auf dem Blutweg kann es somit zur Infektion samtlicher
Organe kommen (lbanez et al., 1991). In vivo kommt es vorwiegend zu einer
zellassoziierten Ubertragung von Virus, durch die der Kontakt mit
neutralisierenden Antikérpern umgangen werden kann (Digel et al., 2006;

Stegmann et al., 2017). Laboradaptierte Virusstamme setzen in vitro jedoch auch
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infektiose Partikel in den Uberstand infizierter Zellkulturen frei (Yamane et al.,
1983; Sinzger et al., 1999).

1.1.3 Viraler Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von HCMV (Abbildung 3) dauert in der Regel 48 h bis
72 h.

18

/1

Dissemination

Adsorption (A)

Mikrotubuli

Translation viraler

O Proteine (H) X EXOZ(E)OSE

nukledrer . :

Penetration (B)

Transport (E)

s

Endozytose (C)

- - Umhillung
+ J
5 H B O w
virale Zusammenbau
O — Replikation der Kapside (1)

(G)

nuklearer

Penetration (D) Transport (E) Nukleus

Abbildung 3: Viraler Replikationszyklus

Die Viruspartikel binden an Heparansulfat und schleusen ihr Kapsid je nach Zelltyp durch Fusion
oder Endozytose in die Zelle. Die Kapside werden tber Mikrotubuli zum Zellkern transportiert, wo
das Genom in den Zellkern gelangt und die Replikation beginnt. Virale Proteine werden im
Zytoplasma translatiert und zurick in den Zellkern geschleust. Im Zellkern neu
zusammengebaute Kapside werden am Endoplasmatischen-Retikulum-Golgi-Interkompartiment
von einer Hullmembran umschlossen und tiber Exozytose freigesetzt. Abbildung modifiziert nach
(Miller and Hertel, 2009; Businger, 2018), Nutzung mit freundlicher Genehmigung der American
Society for Microbiology und R. Businger.
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Zunachst bindet der virale Glykoproteinkomplex gM/gN an Heparansulfat (A) und
sorgt damit fur eine initiale Bindung zwischen Virus und Zelle (Compton et al.,
1993). Durch das Zusammenspiel von gB mit dem Trimerkomplex bzw. in Epithel-
und Endothelzellen auch mit dem Pentamerkomplex und die Interaktion dieser
Hullproteine mit zellularen Rezeptoren wird Uber noch nicht endgultig geklarte
Mechanismen diese Bindung verstarkt und es kommt zur Aufnahme der viralen
Partikel in die Zielzelle (Li and Kamil, 2015; Wille et al., 2013). HCMV kann tber
verschiedene zellulare Rezeptoren in die Zielzellen gelangen, bisher diskutiert
werden EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) (Wang et al., 2003),
PDGFRa (engl. platelet-derived growth factor receptor a) (Kabanova et al., 2016),
Integrine (Feire et al., 2004) und TLR (engl. toll-like receptor) (Nikitina et al.,
2018). HCMV wird dber unterschiedliche Mechanismen in die Zielzelle
aufgenommen. In Fibroblasten kommt es zu einer Fusion der Virushulle und der
Zellmembran (B) (Compton et al., 1992), in Epithelzellen und Endothelzellen
(Ryckman et al., 2006; Sinzger, 2008; Bodaghi et al., 1999) sowie in
Makrophagen (Nikitina et al., 2018) werden die viralen Partikel Uber Endozytose
(C) und einer darauffolgenden Fusion der Virushille mit der Membran des
Endosoms (D) aufgenommen. Nach Eintritt der Kapside in die Zielzelle werden
diese Uber das zellulare Zytoskelett zum Zellkern transportiert (E) (Ogawa-Goto
et al., 2003; Dohner and Sodeik, 2005). Die virale DNA gelangt durch Kernporen
in den Zellkern (F). Daraufhin beginnt die Proteinsynthese in drei
aufeinanderfolgenden, sich jedoch Uberlappenden Phasen. Bis zu zwei Stunden
nach Infektion werden IE (engl. immediate-early) Proteine, bis zu 24 h nach
Infektion DE (engl. delayed-early) Proteine und ab 24 h nach Infektion L (engl.
late) Proteine synthetisiert (Honess and Roizman, 1974; Crough and Khanna,
2009). Wahrend die fruh produzierten Peptide flr die Replikation der viralen DNA
(G) notwendig sind, handelt es sich bei den spater produzierten um strukturelle
Peptide, die fur den Aufbau und das Ausschleusen neuer Viruspartikel benotigt
werden (Stinski, 1978; Kalejta, 2008; Jean Beltran and Cristea, 2014). Die viralen
Proteine werden im Zytoplasma translatiert (H) und zurick in den Zellkern
geschleust. Dort werden neue Kapside mit viraler DNA zusammengebaut (1) und

wiederum ins Zytoplasma ausgeschleust (Radsak et al., 1991). Die Virushille mit
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ihren Glykoproteinen leitet sich aus dem endoplasmatischen Retikulum ab. Die
Glykoproteine werden am Golgi-Apparat glykosyliert und die Hille wird in
Vesikeln zum Endoplasmatischen-Retikulum-Golgi-Interkompartiment
transportiert. Dort werden die Kapside von der Hullmembran umschlossen (J)
und die Viruspartikel werden Uber Exozytose (K) aus der Zelle freigesetzt
(Crough and Khanna, 2009; Schauflinger et al., 2013; Jean Beltran and Cristea,
2014). Neben den reifen Viruspartikeln werden auch NIEPs (engl. noninfectious
enveloped particles) und sogenannte dense bodies freigesetzt. NIEPs besitzen
im Gegensatz zu infektiosen Partikeln keine virale DNA, wahrend dense bodies
umhdallte Partikel sind, die vorwiegend aus dem Tegumentprotein pp65 bestehen
und weder Kapsid noch DNA besitzen (Varnum et al., 2004).

Wie alle Herpesviren geht HCMV unabhéngig vom klinischen Verlauf in einen
Zustand der Latenz Uber, der lebenslang erhalten bleibt. Das virale Genom liegt
dabei als stark chromatinisiertes zirkulares Episom vor. Die Genexpression ist
stark eingeschrankt, kann aber bei fehlender Immunkompetenz jederzeit
reaktivieren (Goodrum et al.,, 2012). Das wahrscheinlichste Reservoir fur die
virale Latenz sind CD33- und CD34-positive hamatopoetische Vorlauferzellen
(Mendelson et al., 1996; Zhuravskaya et al., 1997; Hahn et al., 1998; Sinclair,
2010). Andere Zellen aus der myeloischen Zellreihe wie neutrophile
Granulozyten, dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen werden als
Orte der Latenz diskutiert (Shane Smith et al., 2013).

1.1.4 Ubertragung

HCMV gelangt entweder parenteral oder Uber Schleimhautkontakte in den
Organismus. Das Virus kann tber Speichel oder sexuell Uber Zervikalsekret und
SamenflUssigkeit Ubertragen werden. Bei Schwangerschaft und Geburt kann es
zu kongenitalen Infektionen durch transplazentare oder intrauterine Ubertragung
kommen oder zu peri- und postnatalen Infektionen durch den Kontakt mit
zervikalen und vaginalen Sekreten sowie mit Muttermilch. Im Rahmen von
Transplantationen ist eine Ubertragung sowohl tiber zellhaltige Blutprodukte als
auch Uber solide Organe oder andere Gewebe mdglich (Boppana and Fowler,
2007; Schottstedt et al., 2017). Die Seropravalenz von HCMV liegt zwischen 45

12
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und 100 %, abhangig von Region und sozio6konomischem Status (Cannon et
al., 2010). Die Inkubationszeit bei einer HCMV-Infektion betragt vier bis sechs
Wochen, die Ansteckung durch einen seropositiven Trager ist durch die Latenz
des Virus lebenslang intermittierend moglich (Boppana and Fowler, 2007;
Schottstedt et al., 2017).

1.1.5 Pathologie

Bei immunkompetenten Erwachsenen und Kindern verlauft die Infektion meist
asymptomatisch oder geht mit unspezifischen grippalen Symptomen einher. Fir
ungeborene Kinder, transplantierte und anderweitig immunsupprimierte
Menschen stellt das Virus jedoch nach wie vor eine grof3e Bedrohung dar
(Griffiths et al., 2015). Kongenitale HCMV-Infektionen kommen bei ca. 6 von 1000
Geburten vor, womit HCMV weltweit die haufigste Ursache fir kongenitale
Infektionen ist. Die Infektion ist der haufigste nicht-genetische Grund fur
kindlichen Hoérverlust und kann dardber hinaus zu schwerwiegenden
neurologischen Entwicklungsstérungen fihren (Manicklal et al., 2013; Fowler and
Boppana, 2018). Entgegen der Annahme, dass die maternalen Antikérper
kongenital infizierte Kinder von seropositiven Mittern vor einer symptomatischen
Infektion schitzen, gehen neuere Untersuchungen davon aus, dass es fur die
Rate an symptomatisch infizierten Kindern bei Geburt keine Rolle spielt, ob es
sich um eine Primérinfektion oder um eine Reaktivierung der Infektion handelt
(Ross et al., 2006; Fowler and Boppana, 2018). Eine HCMV-Infektion kann bei
einem symptomatischen Verlauf beinahe alle Organsysteme betreffen. Typische
Manifestationen bei Immunsupprimierten sind atypische interstitielle
Pneumonien, Osophagitiden, Colitiden und Retinitiden (Griffiths et al., 2015; Britt,
2007).

1.1.6 Diagnostik

Zur Diagnostik einer HCMV-Infektion stehen verschiedene Methoden zur
Verfigung. Entweder werden dabei das Virus bzw. die Virusbestandteile direkt

nachgewiesen oder es werden spezifische HCMV-Antikdrper detektiert. Durch
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die Polymerase-Kettenreaktion kann direkt virale Nukleinsaure nachgewiesen
werden, ein Antigentest detektiert dagegen das virale Protein pp65. Das Virus
kann weiterhin Gber zytopathische Effekte in der Zellkultur identifiziert werden. In
der Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten imponieren die
sogenannten Eulenaugenzellen, groRkernige Riesenzellen mit intranukleéaren
Einschlusskorperchen. Zum Nachweis der Serokonversion kdnnen ELISA (engl.
enzyme linked immunosorbent assay), Immunblots und Immunfluoreszenztests
durchgefuhrt werden. IgM-Antikorper gegen HCMV gelten als Hinweis auf eine
Primarinfektion, wahrend IgG-Antikorper bei fehlenden IgM-Antikérpern auf eine
bereits durchgemachte Infektion hinweisen. Weiterhin wegweisend fir die
Unterscheidung zwischen Priméar- und Sekundarinfektion ist die Bestimmung der
Aviditat der IgG-Antikorper, wobei eine niedrige Aviditat auf eine Primérinfektion
hindeutet. IgG-Antikorper bei Geburt geben Hinweis auf mdutterliche
Leihimmunitét (Schottstedt et al., 2017; Mertens et al., 2004). Auch der Nachweis
von spezifischen T-Zell-Antworten gegen HCMV ist moéglich (Ritter et al., 2013;
Schottstedt et al., 2017). Das fehlende Ansprechen auf antivirale Medikamente
kann eine genotypische Resistenzbestimmung mittels Sequenzierung

erforderlich machen (Fischer et al., 2016).

1.1.7 Therapie

Bei immunkompetenten Personen mit einer asymptomatischen Infektion ist keine
Therapie erforderlich. Die Behandlung erfolgt wenn nétig priméar mit Ganciclovir,
einem Nukleosidanalogon, das nach Phosphorylierung durch virale Kinasen als
DNA-Polymeraseinhibitor wirkt. Der L-Valinylester Valganciclovir kann im
Gegensatz zu Ganciclovir auch oral verabreicht werden (Mertens et al., 2004).
Virale Mutationen, z.B. im UL97-Gen, das fur eine Proteinkinase codiert, oder im
UL54-Gen, das fur eine DNA-Polymerase codiert, kbnnen zu einer Resistenz
gegenuber Ganciclovir fihren (Fischer et al., 2016; Gohring et al., 2013). Als
Alternativen stehen das Pyrophosphatanalogon Foscarnet und das
Nukleotidanalogon Cidofovir zur Verfigung, die ebenso als DNA-
Polymerasehemmer die Virusreplikation verhindern. All diese Medikamente

gehen jedoch mit erheblichen Nebenwirkungen wie Myelo- und Nephrotoxizitét
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einher (Mertens et al., 2004). Fur seropositive Empfanger einer
Stammzelltransplantation besteht in den USA die Madglichkeit der
prophylaktischen Behandlung mit dem Terminase-Komplex-Inhibitor Letermovir
(Marty et al., 2017). Fur HCMV-infizierte Schwangere gibt es derzeit keine
evidenzbasierte Therapiemdoglichkeit (Khalil et al., 2018; Bonalumi et al., 2011;
Milde-Busch, 2014). Die Gabe von Hyperimmunglobulinen zur Verhinderung der
Transmission bei infizierten Schwangeren wird derzeit in Studien gepruft
(Hamprecht and Jahn, 2007; Kagan et al., 2019).

1.2 Defensine

Defensine sind antimikrobielle Peptide, die von allen eukaryotischen Lebewesen
produziert werden. lhre Wirksamkeit umfasst alle Arten von Mikroorganismen,
wobei die antibakterielle Wirkung bisher am besten erforscht ist (White et al.,
1995; Shafee et al., 2017).

1.2.1 Aufbau und Klassifikation

Defensine bestehen aus 16-50 Aminosauren und sind damit weniger als 10 kDa
grof3. Sie sind amphipathisch und reich an Arginin, wodurch ihre Gesamtladung
positiv ist. In der Sekundarstruktur liegen Defensine zu groRen Teilen als
B-Faltblatt vor. Diese wird stabilisiert durch mehrere Cysteine, die innerhalb des
Peptids drei Disulfidbriicken ausbilden (Jarczak et al., 2013; Shafee et al., 2017,
Park et al.,, 2018). Je nach Peptidlange, Anordnung der Disulfidbriicken,
Vorlauferpeptid und Vorkommen werden Defensine in a-, B- und 8-Defensine
unterteilt (White et al., 1995; Jarczak et al., 2013). Neuere Untersuchungen legen
nahe, dass es zwei Gruppen von Defensinen unterschiedlichen evolutionaren
Ursprungs gibt. In Anlehnung an die Ausrichtung der Disulfidbriicken wurden

hierfir die Begriffe cis- und trans-Defensine vorgeschlagen (Shafee et al., 2016).

1.2.2 Vorkommen von a-Defensinen

a-Defensine werden unterteilt in myeloide und enterische a-Defensine. Zu den

myeloiden a-Defensinen gehoren die humanen neutrophilen Peptide (HNP) 1-4.
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Neben ihrem Vorkommen in neutrophilen Granulozyten wurden diese auch in B-
Zellen, T-Zellen, naturlichen Killerzellen sowie in Monozyten und Makrophagen
nachgewiesen, jedoch ist nicht ausgeschlossen, dass es sich dabei um die
Aufnahme von Defensinen aus anderen Zellen handelt (Tan et al., 2006; Lehrer
and Lu, 2012; Holly et al., 2017). Humane neutrophile Peptide sind als inaktive
Prapropeptide Bestandteil der primaren Granula. Durch proteolytische
Abspaltung des Signalpeptids und der schrittweisen Entfernung weiterer
Aminosauren werden sie noch in den Granula zu fertigen Peptiden prozessiert
(Liu and Ganz, 1995). Die Fusion der primaren Granula mit Phagosomen
ermdglicht den direkten Kontakt der Defensine mit den phagozytierten Mikroben.
Zu einem kleinen Teil kdnnen diese Defensine nach Degranulation der
neutrophilen Granulozyten auch extrazellular nachgewiesen werden (Ganz,
1987). Myeloide a-Defensine konnen auch Teil sogenannter NET (engl.
neutrophil extracellular trap) sein, dabei handelt es sich um netzartige Strukturen
aus DNA und Proteinen, die der Abwehr von Mikroorganismen dienen
(Brinkmann et al., 2004; Brinkmann and Zychlinsky, 2007; Papayannopoulos,
2018). Zu den enterischen a-Defensinen gehéren das humane Defensin (HD) 5
und 6. Diese befinden sich vor allem in Paneth-Zellen, merokrinen Drisenzellen
am Grund der Lieberkihn-Krypten des Dinndarms. HD5 konnte auch in
vaginalen Epithelzellen nachgewiesen werden (Quayle et al., 1998; Klotman and
Chang, 2006). Vergleichbar zu den myeloiden a-Defensinen werden sie als
inaktive Prapropeptide produziert, enterische a-Defensine werden jedoch erst
extrazellular prozessiert. Nach der Entfernung des Signalpeptids werden sie
gemeinsam mit einer inaktiven Vorstufe von Trypsin in den apikalen Granula der
Paneth-Zellen gespeichert. Bei Kontakt mit pathogenen Mikroorganismen
werden die Granula in das Dunndarmlumen freigesetzt. Fir HD5 konnte gezeigt
werden, dass die Sekretion der Granula zu einer Aktivierung von Trypsin fuhrt,
das wiederum die Propeptide durch proteolytische Spaltung in ihre aktive Form
uberfuhren kann (Ghosh et al., 2002; Holly et al., 2017). Fir HD6 konnte gezeigt
werden, dass es durch die Bildung von Nanonetzen zu einer Inaktivierung von
Mikroben beitragen kann (Chu et al., 2012). a-Defensine werden in der Regel

kontinuierlich synthetisiert und die Regulation erfolgt auf der Ebene der
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Freisetzung. Die Bildung kann jedoch auch induziert werden, z.B. durch die
Interaktion mit Mikroben bei Infektionen oder die Freisetzung von Zytokinen
(Quayle et al., 1998; Ganz, 2003; Klotman and Chang, 2006; Holly et al., 2017).

1.2.3 Wirkung von a-Defensinen

Wichtige Korrelate der antimikrobiellen Aktivitat von Defensinen scheinen die
Amphipathie, die positive Ladung und die Disulfidbricken zu sein.
Unterschiedliche Defensine haben dabei jedoch differenzielle Aktivitat gegentber
verschiedenen Zielstrukturen (Ganz, 2003; Park et al., 2018). Es konnte gezeigt
werden, dass Defensine durch ihren amphipathischen Aufbau Membranen
penetrieren und durch die Bildung von Poren zur Lyse der Zelle fihren kdnnen.
Weiterhin kommt es durch die positive Ladung der Defensine zu einer Interaktion
mit der DNA oder RNA der Zielzellen (Wimley et al., 1994; Brogden, 2005; Yang
et al., 2002; Wilson et al., 2013). Fur HNP1-3 und HD5 ist bekannt, dass sie als
Lektine wirken und somit glykosilierte Proteine binden kdnnen (Lehrer et al.,
2009; Wilson et al., 2013). Diese recht unspezifischen Reaktionen fiihren zu
einem  breiten antimikrobiellen  Wirkspektrum. Insgesamt lag der
Forschungsschwerpunkt bisher auf der antibakteriellen Wirkung von Defensinen,
jedoch gab es in den letzten Jahren vermehrt Forschung zu deren antiviraler
Aktivitat (Gwyer Findlay et al., 2013; Park et al., 2018). Diese kann sowohl direkt

als auch indirekt Giber eine Regulation der Immunantwort sein.

1.2.3.1 Direkte antivirale Aktivitat

Die direkte antivirale Aktivitat wurde von Wilson et al. zusammengefasst und
unterteilt in die Interaktion der Defensine mit dem Virus und die Interaktion der
Defensine mit der Zielzelle. Erstere umfasst die Bindung von Defensin und Virus
(Lehrer et al., 2009), eine Schadigung der Virushille (Fujii et al., 1993), das
Bewirken extrazellularer Aggregation (Dugan et al., 2008), das Blockieren von
Rezeptorbindungsstellen und die Hemmung viraler Partikel nach Eintritt in die
Zielzelle z.B. durch die Bindung an virale DNA (Hazrati et al., 2006). Die
Interaktion von Defensinen mit den Zielzellen beinhaltet die Verhinderung der

Fusion durch eine Vernetzung von zellularen Oberflachenmolekilen
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(Demirkhanyan et al., 2012), die Modulation von Oberflachenrezeptoren (Seidel
et al., 2010) und eine Veranderung intrazellularer Signalwege (Charp et al., 1988;
Wilson et al.,, 2013). Alle genannten Mechanismen konnten bereits fir
a-Defensine nachgewiesen werden. Die spezifische antivirale Aktivitat von
a-Defensinen wurde von Gwyer Findlay et al. zusammengefasst (Gwyer Findlay
et al., 2013). Fur das Herpes-simplex-Virus (HSV) 2 konnte gezeigt werden, dass
alle a-Defensine entweder an das virale Hullprotein Glykoprotein B oder an
Heparansulfat binden kdnnen, und somit der Eintritt des Virus in die Zelle
verhindert wird (Daher et al., 1986; Hazrati et al., 2006; Lehrer et al., 2009). Bei
einer Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) kann HNP1 den
Oberflachenrezeptor CD4 und das Env Glykoprotein binden. Die Rezeptoren
CD4 und CXCR4 werden somit herunterreguliert und die Interaktion von Env mit
den Co-Rezeptoren wird unterbunden. HNP1-3 binden ebenso an CD4 und an
das Glykoprotein gp120. AulRerdem hemmen sie die virale Replikation durch eine
Inhibition der Proteinkinase C (Nakashima et al., 1993; Furci et al., 2007,
Demirkhanyan et al., 2012). Das Influenza A-Virus kann ebenso durch myeloide
a-Defensine gehemmt werden. Wahrend HNP1 die Proteinkinase C und damit
den endosomalen Transport inhibiert, kbnnen HNP1 und HNP2 die Aggregation
viraler Partikel sowie die verstarkte Aufnahme des Virus durch neutrophile
Granulozyten induzieren (Daher et al., 1986; Tecle et al., 2007; Salvatore et al.,
2007; Doss et al., 2009). Auch das humane Polyomavirus 1 kann inhibiert
werden, indem HD5 zu einer Aggregation der Viruspartikel fuhrt (Dugan et al.,
2008). Fur das humane Papillomavirus konnte gezeigt werden, dass HNP1-3 und
HD5 den Austritt des Virus aus den endozytotischen Vesikeln und damit die
Penetration der Kapside verhindern kénnen (Buck et al., 2006). HNP1 und HD5
kénnen an das Kapsid des Adenovirus binden und durch die Stabilisierung des
Kapsids verhindern, dass die virale DNA in die Zielzelle gelangt (Smith and
Nemerow, 2008; Bastian and Schafer, 2001; Gounder et al., 2012; Nguyen et al.,
2010). Diese Zusammenfassung zeigt, dass a-Defensine sowohl gegen behtilite
als auch gegen unbehtillte Viren direkt antiviral aktiv sind (Gwyer Findlay et al.,
2013).
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1.2.3.2 Indirekte antivirale Aktivitat

Die indirekte antivirale Aktivitdt beruht auf einer Modulation der Immunantwort,
die von Holly et al. zusammengefasst wurde (Holly et al., 2017). Verschiedene
Defensine zeigen dabei zum Teil unterschiedliche Aktivitat. Infektionen kdnnen
direkt oder indirekt zu einer verstarkten Defensinproduktion fihren (Proud et al.,
2004; Chong et al., 2008). Diese Defensine wirken zum einen direkt antiviral und
rekrutieren zum anderen neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
Mastzellen (Soruri et al., 2007; Rohrl et al., 2010). Die Phagozyten kdnnen
Viruspartikel aufnehmen, die von Defensinen opsoniert wurden (Yang et al.,
2002), die phagozytierten Partikel unter anderem durch intrazellulare Defensine
inaktivieren und weitere Defensine freisetzen. Aul3erdem kdnnen Defensine zur
Degranulation von Mastzellen beitragen (Befus et al., 1999). Auch die adaptive
Immunantwort kann reguliert werden, indem T-Zellen und dendritische Zellen
rekrutiert werden (Chertov et al., 1996; Grigat et al., 2007) und
antigenprasentierende Zellen aktiviert werden (Funderburg et al., 2007). Des
Weiteren kdnnen Defensine tber noch unbekannte Mechanismen die Bildung
neutralisierender Antikorper verstarken und deren Wirkstarke erhéhen (Gounder
et al., 2016).

1.2.4 Proteolytische Spaltung von a-Defensinen

Unter der Annahme, dass enterische a-Defensine im Dinndarmlumen reduziert
vorliegen und im Kontakt mit Duodenalsekret weiter aufgespalten werden,
wurden im Rahmen der Dissertationsarbeit von Dirk Ehmann der AG Mukosale
Verteidigung die Wirkung von Proteasen auf HD5 und HD6 untersucht. Die
Defensine wurden durch Tris(2-carboxyethyl)phosphin in ihren reduzierten
Zustand versetzt und mit Duodenalsekret inkubiert. Die resultierenden
Fragmente wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert und neu
synthetisiert. Wahrend fur HD5 Fragmente ermittelt werden konnten, die das
gesamte Defensin abdecken, lies sich fir HD6 kein proteolytischer Abbau
beobachten. Dies konnte dadurch erklart werden, dass die Ausbildung von
Nanonetzen HD6 vor Proteolyse schitzt (Ehmann et al., 2019). Zur Bestatigung

dieses Prinzips wurde ebenso mit HNP4 verfahren, fir das sich wie fir HD5
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verschiedene Fragmente identifizieren lie3en. Da es sich bei der Aminosaure an
Position 11 von HNP4 jedoch um Arginin handelt, und Arginin als positiv
geladene Aminosaure zu einem verstarkten antimikrobiellen Effekt beitragen
konnte, wurde statt mit dem ermittelten Fragment HNP4 (1-10) mit HNP4 (1-11)
weitergearbeitet. Von den myeloiden a-Defensinen wurde HNP4 ausgewahlt, da
es Uber die starkste antimikrobielle Aktivitat und die meisten positiv geladenen
Aminosauren verfugt. Da in neutrophilen Granulozyten andere Proteasen
vorhanden sind und die fertig prozessierten Peptide in den Granula mit diesen
gespeichert werden, geht man jedoch nicht von einer Existenz der ermittelten
HNP4-Fragmente in vivo aus. Um die Wirksamkeit der Fragmente zu steigern
und sie vor weiterer Proteolyse zu schiitzen, wurden HNP4 (1-11) und HD5 (1-9)
weiter modifiziert. Zunéchst wurden die L-Aminosauren durch D-Aminosauren
ersetzt, um den Abbau durch kérpereigene Enzyme weniger wahrscheinlich zu
machen. Zur weiteren Stabilisierung wurde an das N-terminale Ende eine
Acetatgruppe und an das C-terminale Ende eine Amidgruppe angebracht. Dirk
Ehmann konnte in seiner Dissertationsarbeit zeigen, dass einige
Defensinfragmente immer noch hohe antibakterielle Aktivitat besitzen, die durch

entsprechende Modifikation noch gesteigert werden kann (Ehmann, 2018).

1.3 Fragestellung

In Zusammenarbeit mit der AG Molekulare Virologie wurden unterschiedliche
Defensine gegen das Hepatitis C Virus, gegen HIV-1 und gegen HCMV getestet.
Die Peptide zeigten dabei differentielle antivirale Aktivitat. Aufgrund der
klinischen Relevanz von HCMV und der Verfugbarkeit von antiviralen Therapien
gegen HCV und HIV-1 wurde sich im Folgenden auf HCMV konzentriert. Bisher
wurde eine antivirale Aktivitait gegen HCMV lediglich fur HNP1 ab einer
Konzentration von 100 pg/ml nachgewiesen (Daher et al., 1986). In einer
Vorarbeit von Ramona Businger konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit
HCMV auf Fibroblasten bei einer Konzentration von 75 pM von manchen
Peptiden vollstdndig inhibiert werden kann. Die Fragmente zeigten dabei zum

Teil starkere antivirale Aktivitat als die korrespondierenden VolllAngenpeptide.
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Ziel des Projektes war es, Defensinfragmente als Leitstrukturen fir eine
neuartige antivirale Therapie gegen HCMV zu etablieren. Zunachst sollten
Peptide mit antiviraler Aktivitat gegen HCMV und einer geringen Toxizitat
identifiziert werden. Dafur sollte ein Set von Defensinen auf verschiedenen
Zellarten auf seine antivirale Aktivitat und Uber verschiedene Ansatze auf
Toxizitat getestet werden. Die vielversprechendsten Kandidaten sollten
weitergehend auf ihre antivirale Aktivitat gegen klinische HCMV-Isolate getestet
werden. In mechanistischen Untersuchungen sollten zudem Informationen zum

Wirkmechanismus der Peptide erhoben werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen
Name Eigenschaften Hersteller
HFF engl. human foreskin fibroblasts, ATCC
primare humane Vorhautfibroblasten (#SCRC-1041)
von einem mannlichen
Neugeborenen, adharente Zelllinie
ARPE-19 engl. arterial retinal pigmented ATCC
epithelium cells, arterielle retinale (#CRL2302)
pigmentierte Epithelzellen von einem
19-jahrigen Mann, adharente
Zelllinie
THP-1 monozytische Zelllinie von einem NIH AIDS reagent
einjahrigen Jungen mit akuter program
monozytischer Leukamie, (#9942)
Suspensionszellen, die mit PMA zur
adharenten Modellzelle fir humane
Makrophagen differenziert werden
kénnen
Makrophagen primare humane Makrophagen, Zentrum far

werden durch die Isolierung
humaner Blutzellen aus
leukozytenangereicherten
Forschungsblutproben gewonnen
und ausdifferenziert, adharente

Zellen

Klinische
Transfusionsmedizin

(Tdbingen)
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2.1.2 Viren

Name

Eigenschaften

Hersteller / Referenz

TB40/E-AUL16-EGFP

TB40-BACkL7-
UL32EGFP-
UL100mCherry

H2497

H1241

H815

endotheliotroper HCMV-
Stamm, der anstelle von
UL16 EGFP exprimiert,
Expression unterliegt dem
UL16-Promotor

endotheliotroper HCMV-
Stamm, pUL32 (pp150)
exprimiert einen EGFP-
Tag, pUL100 (gM)
exprimiert einen mCherry-

Tag

klinisches HCMV-Isolat
aus Fibroblasten,
gewonnen aus

Fruchtwasser

klinisches HCMV-Isolat
aus Molke, gewonnen aus

Muttermilch

klinisches HCMV-Isolat
aus Leukozyten, resistent
gegenuber Ganciclovir

und Foscarnet

(Digel et al., 2006)
freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von

C. Sinzger, Ulm

(Sampaio et al., 2013)
freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von

C. Sinzger, Ulm

freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von
M. Schampera und K.

Hamprecht, Tubingen

(Preisetanz, 2012;
Schampera et al., 2017)
freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von
M. Schampera und K.
Hamprecht, Tubingen

(Gohring et al., 2013)
freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von
M. Schampera und K.
Hamprecht, Tubingen
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2.1.3 Peptide
Name Aminosauresequenz Hersteller
HNP4 VCSCRLVFCRRTELRVGNCLI  PeptaNova GmbH
GGVSFTYCCTRV
HNP4 (1-11) VCSCRLVFCRR EMC microcollections

HNP4 (1-11mod)

HD5

HD5 (1-9)
HD5 (1-9mod)
HD5 (1-13)

HD5 (1-28)

HD5 (7-32)

HD5 (10-27)

HD5 (10-32)

HD5 (26-32)

HD5 (1-9) [R6A, R9A]

HD5 (1-9) [C3S, C5S]

Ac-vcscrlvferr-NH»

ATCYCRTGRCATRESLSGVCE
ISGRLYRLCCR

ATCYCRTGR

Ac-atcycrtGr-NH,

ATCYCRTGRCATR

ATCYCRTGRCATRESLSGVCE
ISGRLYR

TGRCATRESLSGVCEISGRLY
RLCCR

CATRESLSGVCEISGRLY

CATRESLSGVCEISGRLYRLC
CR

LYRLCCR

ATCYCATGA

ATSYSRTGR

EMC microcollections

PeptaNova GmbH

EMC microcollections
EMC microcollections
EMC microcollections

EMC microcollections

EMC microcollections

EMC microcollections

EMC microcollections

EMC microcollections

JPT Peptide
Technologies GmbH

JPT Peptide
Technologies GmbH
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Name Aminosauresequenz

Hersteller

HD5 (1-9) [C3S, C5R] ATSYRRTGR

HD5 (1-13) [C10S] ATCYCRTGRSATR

Cy5-HD5 (1-9) Cy5-ATCYCRTGR

JPT Peptide
Technologies GmbH

JPT Peptide
Technologies GmbH

EMC microcollections

Alle Peptide wurden in 0,01 % Essigsaure (HAc) in Wasser (H20) gel6dst und

wurden bei -20 °C gelagert. Fir die Experimente mit Zebrafischen wurde
HD5 (1-9) in PBS gel6st. Das Peptid Cy5-HD5 (1-9) wurde bei -80 °C gelagert.
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2.1.4 Nahrmedien

Zellen Medium
HFF und ARPE-19 DMEM
+ 5 9% FKS

+ 2 mM L-Glutamin

+ 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

Makrophagen RPMI
+ 4 % humanes AB-Serum
+ 2 mM L-Glutamin
+ 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
+ 1 mM Natriumpyruvat
+ 1x nichtessenzielle Aminosauren
+ 0,4x MEM Vitamine

THP-1 RPMI
+ 10 % FKS
+ 2 mM L-Glutamin

+ 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
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2.1.5 Puffer und Losungen

Name

Zusammensetzung

Aceton in Wasser (80 %)

DAPI-stock-Losung

Essigsaure in Wasser (0,01 %)

Methanol in Wasser (90 %)

MTT-stock-Losung 5 mg/ml in DMEM

phenolrotfrei

PBS (10x)

PFA (4 %)

Salzs&ure in 2-Propanol (0,04 M)

16 ml H20
+ 4 ml Aceton

2 mg DAPI
+ 1 ml PBS

10 ml H20
+ 1 pl HAC

36 ml H20

+ 4 ml Methanol

5mg MTT
+ 1 ml phenolrotfreies DMEM

2 g KCI (26,8 mM)

80 g NaCl (1,37 M)

29 g Na2HPO4 (81 mM, NazHPOa4 x
12 H20)

2 g KH2PO4 (14,7 mM)

mit 5 M NaOH auf pH 7,4 bringen,
dann mit H20 auf 1 | aufftllen

100 ml PBS
+4 g PFA
bei 55 °C Uber 4 h im Wasserbad

auflésen und bei -20 °C lagern

249 ml Isopropanol
+1 ml 10 M HCI (37 %)
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2.1.6 Reagenzien

Name

Hersteller

2-Propanol
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Accutase

Aceton

Biocoll

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPOa4)

DMEM phenolrotfrei
Dulbecco’s MEM (DMEM)
Essigsaure (HAc)

Fetales Kalberserum (FKS)
Hoechst 33342

Humanes AB-Serum

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4)

L-Glutamin
MEM Vitamine
Methanol

Natriumchlorid (NacCl)

Honeywell (#33539)
Sigma-Aldrich (#D9542)
Sigma-Aldrich (#A6964)
Applichem (#A1582)
Biochrom (#L6115)

Applichem (#A3906)

Millipore (#F0475)
Biochrom (#F0435)
Roth, Merck (#100063)
Life Technologies (#10500)
Thermo Fisher (#62249)
Sigma-Aldrich (#H4522)
Sigma-Aldrich (#P8041)
Merck

Biochrom (#K0283)
Biochrom (#K0373)
Honeywell (#32213)

Applichem (#A2942)
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Name

Hersteller

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat

Nichtessenzielle Aminosauren
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
RPMI

RPMI phenolrotfrei

Salzsaure (HCI)

Triton

Trypsin/EDTA-LAsung (10x)

Merck (#106498)

Life Technologies (#11360039)
Life Technologies (#11140035)
Roth (#0335.2)

Biochrom (#A2213)
Sigma-Aldrich (#P1585)
Biochrom (#L1825)

Biochrom (#F1215)

Biochrom (#F1275)

Merck (#100314)
Sigma-Aldrich (#T8787)

Biochrom (#L2153)
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2.1.7 Antikorper

Name Konjugat Spezies Verdinnung Hersteller
Anti HCMV IE E13 - Maus 1:1000 Argene
(#11-003)
Goat anti-Mouse Alexa Fluor Ziege 1:2000 Life
IgG (H+L) Alexa 514 Technologies
Fluor 514 (#A31555)
Goat anti-Mouse Alexa Fluor Ziege 1:2000 Thermo Fisher
lgG (H+L) Alexa 594 (#A11032)

Fluor 594
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

p-Slide 8 well

96-well-Platte schwarz
96-well-Platte u-well

Cellstar Tubes 15 ml und 50 ml

Cellstar Zellkulturflaschen 75 cm?
und 175 cm?

Combitips verschiedene Volumina
Cryo-Roéhrchen

Petrischalen

Pipetten Corning verschiedene Volumina
Pipettenspitzen verschiedene Volumina
Reagenzreservoirs

Safe-Lock Tubes 1,5 ml und 2 ml

Zellschaber Corning

ibidi (#80826)

Corning, Uber VWR (#734-1609)

Greiner Bio-One (#3003037)
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Eppendorf

Greiner Bio-One (#3002998)
Greiner (#3000119)

Corning

Sarstedt

VWR (#613-1181)
Eppendorf

Corning (#3011)
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2.1.9 Gerate
Name Hersteller
12-Kanal Pipetten (2-20 pl und 20-200 pl) Gilson
COz2-Inkubator C200 Labotect
Cytation3 Biotek

DeltaVision OMX SR

Mikroskop Axiovert 135
Mikroskop Axiovert 200
Mikrowelle Micromat

Milli-Q

Multipipette plus

pH-Meter inoLab

Pipetten (verschiedene Volumina)
Pipettierhelfer pipetus junior
Plattformschuttler Titramax 101
Schuttelwasserbad Thermolab 1086
Sicherheitswerkbank Herasafe
Wasserbad

xCELLigence

Zahlkammer Neubauer - Improved

GE Healthcare

Zeiss
Zeiss
AEG
Millipore
Eppendorf
WTW
Gilson
Hirschmann
Heidolph
GFL
Heraeus
Memmert
oLS

Neubauer
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Name Hersteller
Zentrifuge 5810R Eppendorf
Zentrifuge MiniSpin plus Eppendorf

2.1.10 Software

Name Hersteller
AcquireSR GE Healthcare
CorelDraw X7 Corel

Endnote X8 Clarivate Analytics
Gen5 2.08 Biotek

GraphPad Prism 6 GraphPad Software
ImageJ Wayne Rasband, National Institutes of Health
Imaris 9.2 Bitplane

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation
RTCA ACEA Biosciences
softWoRx GE Healthcare
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 HFF und ARPE-19

Fur die Experimente wurden unter anderem die adh&arenten Zelllinien HFF
(humane Vorhautfibroblasten) und ARPE-19 (retinale Pigmentepithelzellen)
verwendet. HFF und ARPE-19 wurden in 75 cm? oder 175 cm? Zellkulturflaschen
bei 37 °C und 5 % COz2 im Inkubator in entsprechendem Nahrmedium kultiviert.
HFF wurden zwei Mal die Woche mit Trypsin abgel6ést und im Verhaltnis 2:3
gesplittet. ARPE-19 wurden ebenso zwei Mal die Woche mit Trypsin abgelost
und im Verhaltnis 1:3 gesplittet. Beide Zellarten wurden zum Aussden mit PBS
(engl. phosphate buffered saline) gewaschen und 4 min im Inkubator mit Trypsin
abgeldst. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden
10 ul der bei Bedarf verdiinnten Zellsuspension unter ein Deckglas gegeben, das
einer Zahlkammer aufliegt. Die Zahlkammer besitzt vier definierte Quadrate, in
denen jeweils die Anzahl der Zellen mikroskopisch bestimmt wird. Die Quadrate
haben eine Seitenlange von jeweils 1 mm und einer Kammertiefe von 0,1 mm.
Durch das aufgelegte Deckglas entsteht ein Raum mit einem Volumen von 0,1 pl.
Wird die Zellzahl pro Quadrat also mit dem Multiplikationsfaktor 104 multipliziert,
ergibt sich daraus die Zellzahl pro ml. Die Anzahl der Zellen in der vorliegenden

Zellsuspension wurde mit folgender Formel bestimmt:

Ny = Ny X MF X VF XV

Nv = Anzahl der Zellen in gegebenem Volumen
Nk = durchschnittliche Zellzahl in einem Quadrat
MF = Multiplikationsfaktor 104

VF = Verdunnungsfaktor

V = Volumen der Zellsuspension in mi

Die Zellen wurden entsprechend der gewiinschten Dichte mit Medium verdinnt

und ausgesat.
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2.2.1.2 THP-1

THP-1 ist eine monozytische Zelllinie aus einem Patienten mit akuter
monozytischer Leukamie und dient als Modellzelle fir humane Monozyten. Die
nicht adharenten Zellen wurden in 75 cm? oder 175 cm? Zellkulturflaschen bei
37 °C und 5 % COz im Inkubator in entsprechendem N&ahrmedium kultiviert. Sie
wurden zwei Mal die Woche im Verhéltnis 1:4 gesplittet. Beim Aussaen wurde
nach der Bestimmung der Zellzahl und der Herstellung der gewinschten
Verdinnung 30 ng/ml PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat) in die Zellsuspension

zugegeben, um die Zellen zu Makrophagen-artigen Zellen auszudifferenzieren.

2.2.1.3 Makrophagen

Makrophagen wurden aus leukozytenangereicherten Forschungsblutproben
(,Buffy Coat") prapariert. Diese wurden in anonymer Form von Spender*innen
erhalten, die ihr Einverstandnis fir die Nutzung der Blutprodukte fur
Forschungszwecke gegeben hatten. Es wurden keine Daten zu Alter, Geschlecht
oder ethnischer Zugehorigkeit erhoben und alle ethischen Richtlinien wurden
eingehalten (IRB-Bestatigungsnummer 507/2017B0O1). Zur Gewinnung der
Makrophagen wurde das Blut im Verhaltnis 1:2 mit PBS gemischt, tber Ficoll
geschichtet und 35 min bei 805 x g zentrifugiert. Die die PBMC (engl. peripheral
blood mononuclear cells) beinhaltende Schicht wurde abgenommen und mit PBS
erneut 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Schritt wurde nach Abnahme des
Uberstandes wiederholt und das Pellet wurde zur Zellzahlbestimmung in 10 ml
des entsprechenden Mediums aufgenommen. Diese wurde mit einer
Zahlkammer durchgefuhrt. AnschlieRend wurden 15 Mio. PBMC in 10 ml Medium
pro Petrischale ausgesat und vier Tage bei 37 °C und 5 % CO:2 im Inkubator
kultiviert. Danach wurden die Suspensionszellen durch einmaliges Waschen mit
PBS abgenommen und neues Medium wurde zugegeben. Die adharenten Zellen
wurden weitere drei Tage im Inkubator zu Makrophagen ausdifferenziert. Bei den
ausdifferenzierten Zellen wurde zwei Mal pro Woche ein Mediumwechsel
durchgefuhrt. Zum Aussden wurden sie mit PBS gewaschen, eine Stunde im

Inkubator mit 3 ml Accutase pro Schale inkubiert und anschlieRend mit einem
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Zellschaber abgelost. Der weitere Vorgang entsprach dem Ausséaen von HFF und
ARPE-19.

2.2.2 Herstellung und Titration der Virus-stocks

Zur Herstellung neuer Virus-stocks wurde jeweils eine 75 cm? oder 175 cm?
Zellkulturflasche mit HFF mit einem frisch aufgetauten Virus-stock (1 ml Virus-
stock + 2 ml Medium) infiziert, nach 2 h Inkubationszeit wurde das Volumen mit
Medium auf 12 ml bzw. 20 ml aufgefillt. Am Tag vor der Ernte des neuen stocks
wurde optional ein Mediumwechsel durchgefuhrt, um Zelltrimmer und nicht
infektiose fluoreszierende Partikel zu entfernen. Je nach bendtigtem Titer wurde
die Ernte an Tag 5, 6 und 7 nach Infektion durchgefihrt. Dazu wurde der
Uberstand abgezogen und in einem Roéhrchen 10 min bei 3200 x g zellfrei
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1 ml Aliquots bei -80 °C eingefroren.

Der Titer gibt die Anzahl infektioser Viruspartikel in einem ml Volumen in 1U/ml
an. Zur Bestimmung des Titers wurden je 15 000 HFF in 200 pl Medium pro well
auf einer 96-well-Platte ausgesat und im Inkubator gelagert. Einen Tag spater
wurden die Zellen in einer Verdinnungsreihe mit dem entsprechenden stock und
einem Volumen von 150 pl infiziert, 2 h darauf wurde ein Wechsel zu 200 pl
Medium durchgefiihrt. Die Zellen inkubierten Uber Nacht und wurden am
darauffolgenden Tag 5 min mit je 200 ul 80 % Aceton in H20 fixiert. Darauf folgte
eine Antikorperfarbung auf IE-positive Zellen mit Anti HCMV IE E13 als
Erstantikorper, von dem pro well 100 pl einer 1:1000 Verdunnung in PBS fir
90 min bei 37 °C mit den Zellen inkubiert wurden. Als Zweitantikdrper wurde Goat
anti-Mouse 1gG (H+L) Alexa Fluor 514 verwendet, von dem pro well 100 pl einer
1:2000 Verdinnung in PBS fur 60 min bei 37 °C mit den Zellen inkubiert wurden.
Abschliel3end wurde eine Zellkernfarbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
durchgefthrt, indem pro well 100 pul einer 1:20 000 Verdinnung der DAPI-stock-
Lésung in PBS fur 8 min bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen wurde.
Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Zellen jeweils drei Mal mit PBS
gewaschen. Im letzten Schritt wurde das PBS auf den Zellen belassen und die
Platte wurde bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert. Im Cytation wurden Bilder in den

Kanalen ,DAPI* und ,GFP“ aufgenommen. Zur Berechnung der Infektionsrate
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wurden die grun fluoreszierenden Signale der infizierten Zellen auf die blau
fluoreszierenden Zellkerne aller Zellen bezogen. Zur Bestimmung des Titers
wurde zunéachst die MOI (engl. multiplicity of infection) berechnet. Die MOI
beschreibt im jeweiligen Versuch die durchschnittiche Menge an infektiosen

Viruspartikeln pro Zelle. Die Berechnung der MOI erfolgte nach folgender Formel:
MOI = —In (1 — Infektionsrate)

Die Berechnung des Titers erfolgte nach folgender Formel:

MOI X N,
T =——— X 1000 X VF

T = Titer in IU/mlI
Nz = Anzahl der Zellen in einem well
V = Volumen in einem well in pl

VF = Verdunnungsfaktor

Zur Berechnung des Titers wurde mit technischen Triplikaten gearbeitet.

2.2.3 Infektions-Assays

Fur die Infektions-Assays wurden die Zellen in 96-well-Platten ausgesat. HFF
und ARPE-19 wurden mit 10 000 Zellen in 200 pl Medium pro well, Makrophagen
mit 20 000 Zellen in 200 pl Medium pro well und THP-1 mit 50 000 Zellen in 200 pl
Medium pro well ausgesat. Die Zellen wurden tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert und am darauffolgenden Tag behandelt. Es wurde ein Mediumwechsel
zu Medium ohne P/S (Penicillin/Streptomycin) durchgefiihrt, da bei den initialen
Versuchen von Dirk Ehmann mit Bakterien ebenso P/S-freies Medium verwendet
wurde, um eine Beeintrachtigung der verwendeten Mikroorganismen zu
verhindern. Danach wurden zuerst die entsprechenden Peptide in verschiedenen
Konzentrationen und direkt danach das Virus zugegeben, das Endvolumen
betrug jeweils 100 pl pro well. Verwendet wurde Virus des Stammes TB40/E-
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AUL16-EGFP. Je nach Experiment wurde mit unterschiedlichen MOI gearbeitet,
die zum Teil im Vorfeld austitriert wurden. Fir HFF und ARPE-19 wurde eine
absolute Infektionsrate von 80 % angestrebt. Fir myeloide Zellen konnte eine
derart hohe Infektionsrate in dem auf 100 pl begrenzten Volumen nicht erreicht
werden, daher wurde eine absolute Infektionsrate von 40 % angestrebt. Die
Berechnung des bendtigten Volumens des Virus-stocks erfolgte dabei nach

folgender Formel:
1
V = () X Ny x MOI

V = Volumen in ml
T = Titer in IlU/ml

Nz = Anzahl der Zellen in einem well

Nach weiteren 40 h Inkubationszeit wurden die Zellen mit 150 pl 2 % PFA
(Paraformaldehyd) in PBS pro well fixiert (10 min bei 37 °C, 20 min bei
Raumtemperatur oder tber Nacht im Kiuhlschrank) und mit 200 pl -20 °C kaltem
90 % Methanol in H20 20 min im Kihlschrank permeabilisiert. Dann wurde eine
Antikorperfarbung auf IE-positive Zellen durchgefuhrt, da diese eine sehr genaue
Quantifizierung der Infektionsrate ermdglicht. Dazu wurde analog zur Titration
der Virus-stocks Anti HCMV IE E13 als Erstantikorper verwendet. Als
Zweitantikérper wurde bei diesem Assay Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor
594 verwendet. Danach wurde eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefihrt. Zur
Auswertung wurden Bilder im Cytation in den Kanalen ,Hellfeld*, ,DAPI“, ,GFP*
und ,Texas red“ aufgenommen. Die Infektionsrate wurde berechnet, indem die
Anzahl der IE-positiven Signale im ,Texas red“ Kanal auf die Anzahl der DAPI-
positiven Zellkerne bezogen wurde. Zur Bestimmung der relativen Infektionsrate
wurde die entsprechende Infektionsrate auf den Mittelwert der Infektionsraten der
unbehandelten HCMV-infizierten Zellen bezogen. In den Experimenten wurde mit
technischen Duplikaten oder Triplikaten gearbeitet. Sofern nicht anders
angegeben, wurden sie je drei Mal durchgefuhrt und die Ergebnisse gemittelt.
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Alle Infektions-Assays wurden grof3tenteils analog zu diesem Aufbau
durchgefuhrt, Abweichungen davon sind in den folgenden Unterpunkten

beschrieben.

2.2.3.1 Screening des Peptidsets auf antivirale Aktivitat

Fur das anfangliche Screening der Peptide wurden das Volllangenpeptid HNP4
und dessen Derivate HNP4 (1-11) und HNP4 (1-11lmod) sowie das
Volllangenpeptid HD5 und dessen Derivate HD5 (1-9), HD5 (1-9mod),
HD5 (1-13), HD5 (1-28), HD5 (7-32), HD5 (10-27), HD5 (10-32) und HD5 (26-32)
auf ihre antivirale Aktivitat gegen HCMV auf HFF in den Konzentrationen 7,5 pM
und 75 pM getestet. Es wurde mit einer MOI von 0,5 gearbeitet. Fur die
Auswertung der Screeningexperimente wurde keine Antikorperfarbung auf IE-
positive Zellen durchgefuhrt. Die Bilder im Cytation wurden in den Kanalen
,Hellfeld“, ,DAPI“ und ,GFP“ aufgenommen. Die Infektionsrate wurde berechnet,
indem die Anzahl der GFP-positiven Signale der infizierten Zellen auf die Anzahl
der DAPI-positiven Zellkerne bezogen wurde. Zur statistischen Analyse wurde
mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism ein one-way-ANOVA mit vielfachen

Vergleichen und Dunnett-Korrektur durchgefuhrt.

2.2.3.2 Bestimmung der IC50 fur ausgewahlte Peptide

Die genauere Untersuchung der antiviralen Aktivitat mit der Bestimmung der
Peptidkonzentration, bei der 50 % der Infektion gehemmt werden kann (IC50),
erfolgte fur die Peptide HNP4, HNP4 (1-11), HNP4 (1-11mod), HD5, HD5 (1-9),
HD5 (1-9mod) und HD5 (7-32). Die getesteten Peptidkonzentrationen
entsprachen einer 1:2 Verdiinnungsreihe von 100 pM bis 1,56 puM. Es wurde auf
HFF und ARPE-19 mit einer MOI von 0,5 gearbeitet, auf Makrophagen mit einer
MOI von 70 und auf THP-1 mit einer MOI von 10. Die Experimente wurden in
technischen Duplikaten auf HFF, ARPE-19 und myeloiden Zellen je drei Mal
durchgefuhrt. In einigen Fallen lie3 sich trotz mehrfacher Titration keine
Infektionsrate der Makrophagen erzielen, mit der der Versuch sinnvoll hatte

durchgefuhrt werden kdnnen. Deshalb wurde das Experiment stattdessen mit
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THP-1 durchgefiihrt. Dadurch liegen die Ergebnisse fir die myeloiden Zellen zum
Teil nur einmal vor.

Die Berechnung der IC50 wurde in GraphPad Prism vorgenommen. Hierfur
wurde mit den Werten der relativen Infektionsrate eine Dosis-Wirkungs-Kurve
erstellt. Die relative Infektionsrate von unbehandelten infizierten Zellen stellte den
Ausgangspunkt der Kurve dar. Da die Werte fir die Peptidkonzentrationen in
GraphPad Prism logarithmisch angegeben werden mussen und der Wert ,0°
nicht logarithmisch dargestellt werden kann, wird ersatzweise der Wert ,10-1%* als
Ausgangswert angegeben. Die IC50 wird berechnet als der Wert der
Peptidkonzentration, der in der Dosis-Wirkungs-Kurve genau zwischen dem
oberen Plateau und dem unteren Plateau liegt. Das obere Plateau reprasentiert
dabei die relativen Infektionsraten der infizierten unbehandelten bzw. mit Peptid
in geringen Konzentrationen behandelten Zellen, das untere Plateau stellt die
relativen Infektionsraten der infizierten und mit Peptid in hohen Konzentrationen
behandelten Zellen dar. Wenn diese Plateaus nicht vorhanden sind, wird die
Dosis-Wirkungs-Kurve als unvollstandig bezeichnet und die Berechnung einer
IC50 ist nicht moglich.

2.2.3.3 Infektions-Assays mit klinischen Isolaten

In diesem Experiment wurde die antivirale Aktivitdt von HD5 (1-9) in
Konzentrationen von 1,56 uM bis 100 uM gegen die Infektion mit verschiedenen
klinischen HCMV-Isolaten auf HFF untersucht. Neben dem laboradaptierten
Stamm TB40/E-AUL16-EGFP, der hier als Referenzstamm genutzt wurde, wurde
ein Stamm aus Muttermilch (H1241), ein Stamm aus Fruchtwasser-Fibroblasten
(H2497) und ein multiresistentes Isolat aus Leukozyten (H815) verwendet.
H1241 wurde 10 Wochen nach Geburt aus der Molke der nicht antiviral
vorbehandelten Mutter eines Frihgeborenen gewonnen. H2497 wurde im
Rahmen eines Schwangerschaftsabbruchs bei einem schweren fetalen
Gehirnschaden aus Fruchtwasser gewonnen (Schampera et al., 2017;
Preisetanz, 2012). H815 wurde aus den Leukozyten des Empféngers einer
Stammzelltransplantation nach der dritten Transplantation gewonnen. Der

Virusstamm zeigt Mutationen im UL97-Gen und im UL54-Gen, wodurch eine
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Resistenz gegentber Ganciclovir und Cidofovir verursacht wird (Géhring et al.,
2013). Alle Stamme wurden auf HFF adaptiert. Das Experiment wurde je einmal
mit drei verschiedenen MOI durchgeftihrt, bei denen jeweils technische Duplikate
eingesetzt wurden. Bei dem ersten Experiment mit einer MOI von 0,5 war die
absolute Infektionsrate zu hoch und die Infektion mit dem Referenzstamm konnte
von HD5 (1-9) nicht gehemmt werden, daher wurde die MOI in den folgenden

zwei Experimenten auf 0,2 und 0,1 gesenkt.

2.2.3.4 Infektions-Assays mit Derivaten der Peptidfragmente

Um die wirksamen Doméanen der Peptidfragmente zu bestimmen, wurden
Derivate mit veranderten Aminosauren in Auftrag gegeben. Getestet wurde die
antivirale Aktivitat von HD5 (1-9), HD5 (1-9) [R6A, R9A], HD5 (1-9) [C3S, C5S],
HD5 (1-9) [C3S, C5R] und HD5 (1-13) [C10S] in Konzentrationen von 1,56 uM
bis 100 uM auf HFF. Zur genaueren Vergleichbarkeit der Ergebnisse folgte ein
Infektions-Assay von HD5 (1-13) und HD5 (1-13) [C10S] in den Konzentrationen
von 75 pM und 100 pM auf HFF. Um genauere Informationen zur Interaktion des
Peptids mit der Zelle bzw. den Viruspartikeln zu erhalten, wurde ein Peptid in
Auftrag gegeben, das einen Tag bestehend aus einem Fluoreszenzfarbstoff
enthielt. Das Peptidbruchstiick HD5 (1-9) wurde am N-terminalen Ende an den
Farbstoff Cyanin-5 gekoppelt. Getestet wurde zundchst analog zu den anderen
Derivaten der Peptidfragmente die antivirale Aktivitat von Cy5-HD5 (1-9) in
Konzentrationen von 1,56 pM bis 100 uM auf HFF. Da sich das Peptid als
zelltoxisch erwies, wurden keine weiteren Versuche damit unternommen. Alle
Experimente wurden jeweils drei Mal mit einer MOI von 0,2 unter der

Verwendung technischer Duplikate durchgefthrt.

2.2.3.5 Prainkubations-Assays

In diesem Assay wurde untersucht, inwiefern durch Prainkubation von HD5 (1-9)
mit dem Virus die antivirale Aktivitat verbessert wird. Dazu wurde das Peptid in
Konzentrationen von 1,56 uM bis 100 uM fir eine Stunde bei 37 °C im Inkubator
in einer u-well-Platte mit dem Virus vorinkubiert und dann auf HFF gegeben. Als

Referenz wurde ein Infektions-Assay mit den gleichen Konzentrationen ohne
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Vorinkubation durchgefuhrt. In einer Kondition wurden Peptid und Virus bei einer
Peptidkonzentration von 100 puM in einem Volumen von 10 pul vorinkubiert und
auf den Zellen auf eine Konzentration von 10 pM in 100 pl Volumen verdinnt.
Das Experiment wurde drei Mal mit einer MOI von 0,2 durchgefiihrt, dabei wurden

technische Duplikate verwendet.

2.2.3.6 Time of Addition-Assays

In diesem Assay wurde untersucht, inwiefern durch die Variation des
Zugabezeitpunktes von HD5 (1-9) auf HFF die antivirale Aktivitat des Peptids
verandert wird. Dazu wurde das Peptid vor Zugabe des Virus fur 3 h bei 37 °C in
60 pl Volumen mit den Zellen im Brutschrank vorinkubiert. Das Peptid wurde so
konzentriert, dass nach Zugabe des Virus in einem Volumen von 40 pl
Endkonzentrationen von 1,56 puM bis 100 puM entstanden. In den weiteren
Konditionen wurden Peptid und Virus gleichzeitig auf HFF gegeben oder das
Peptid wurde 3 h nach dem Virus auf die Zellen gegeben. Dieses Experiment
wurde drei Mal mit einer MOI von 0,2 unter Verwendung technischer Duplikate
durchgefuhrt. Zur statistischen Analyse wurde mit Hilfe des Programmes
GraphPad Prism ein one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-

Korrektur durchgefihrt.

2.2.3.7 Infektions-Assays mit dem dual fluoreszierenden Virus

Um den Wirkmechanismus von HD5 (1-9) genauer zu untersuchen, wurde ein
Infektions-Assay mit dem dual fluoreszierenden Virus TB40-BACkL7-UL32EGFP-
UL100mCherry auf HFF durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um einen
endotheliotropen HCMV-Stamm, bei dem pp150 (codiert von UL32) mit einen
EGFP-Tag und gM (codiert von UL100) mit einen mCherry-Tag versehen ist
(Abbildung 19). Dies erlaubt die Unterscheidung zwischen umhiilliten
Viruspartikeln, die beide Tags besitzen und dadurch gelb erscheinen, und
unbehtillten Kapsiden, die nur noch EGFP exprimieren und dadurch grin
erscheinen (Sampaio et al.,, 2013). In mehreren Vorversuchen wurden die
Platten, die technischen Einstellungen, das Volumen und andere Parameter

festgelegt. Im letztendlichen Versuch wurde in Unikaten mit 8-well-chamber-
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slides, 20 000 HFF und einem Volumen von 200 pul phenolrotfreiem Medium pro
well gearbeitet. Die Zellen wurden eine Stunde mit HD5 (1-9) und HD5 (1-9)
[R6A, R9A] in Konzentrationen von 100 uM und 10 pM und einem Volumen von
100 pl bei 37 °C vorinkubiert. Dann wurde das Virus mit einer MOI von 0,5
zugegeben und das Peptidvolumen wurde entsprechend der gewinschten
Endkonzentration von 100 uM und 10 uM in einem Gesamtvolumen von 200 pl
angepasst. Im OMX wurden pro well drei Punkte festgelegt, die alle 20 min in den
Kanalen ,Hellfeld®, ,GFP“ und ,,Alexa594“ dokumentiert wurden. Da die zeitlichen
Abstande zwischen den einzelnen Bildern zu gro3 waren und sich die Zellen
zudem aus dem eingestellten Bildausschnitt bewegten, konnte die Kinetik der
Partikel nicht verfolgt werden. Nach 6 h wurden die Zellen fixiert und mit 1 pg/mi
Hoechst33342 in PBS fur 15 min bei Raumtemperatur gefarbt. Nach der
Fixierung und der Farbung wurden die Zellen je drei Mal mit 200 ul PBS
gewaschen. Dann wurden erneut Bilder im hoch auflosenden Mikroskop
aufgenommen, dieses Mal in den Kanalen ,DAPI¢, ,GFP“ und ,Alexa594“. Die
Bilder wurden mit der Imaris Software bearbeitet, um die Kontraststarken der
jeweiligen Kanale zu vereinheitlichen. Zur Bestéatigung der Ergebnisse wurde
dieses Experiment erneut von Ramona Businger durchgefuhrt. Um die Dichte der
Partikel zu erhéhen wurde hierbei mit einer MOI von 2 gearbeitet. In einer
Kondition wurden Virus und Peptid gleichzeitig zugegeben und in einer Kondition
wurde das Peptid 3 h nach Infektion auf die Zellen gegeben. In jeder Kondition
wurde die Gesamtzahl der Partikel sowie die Anzahl der penetrierten Partikel fur
15 Zellen bestimmt. Zur statistischen Analyse wurde mit Hilfe des Programmes
GraphPad Prism ein one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-
Korrektur durchgefuhrt. Der restliche Aufbau des Wiederholungsexperimentes

entspricht dem ersten Versuch.

2.2.4 Screening des Peptidsets auf Zytotoxizitat: MTT-Test

In diesem Test wurde die Zellviabilitat von HFF nach Behandlung mit den
Peptiden HNP4, HNP4 (1-11), HNP4 (1-11mod), HD5, HD5 (1-9), HD5 (1-9mod),
HD5 (1-13), HD5 (1-28), HD5 (7-32), HD5 (10-27), HD5 (10-32) und HD5 (26-32)
in verschiedenen Konzentrationen getestet. Der Assay beruht auf der Reduktion
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des gelben, wasserl6slichen Farbstoffs MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid) in  blau-violettes, wasserunlésliches 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid unter Mitwirkung der pyridinhaltigen
Reduktionsadquivalente NADH (reduzierte Form von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid) und NADPH (reduzierte Form von Nicotinsaureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat) (Berridge and Tan, 1993). Fir die Screeningtests wurden
je 10 000 HFF in 200 pl Medium pro well in 96-well-Platten ausgesat. Die Zellen
wurden tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert und am darauffolgenden Tag
behandelt. Es wurde ein Mediumwechsel zu P/S-freiem Medium durchgefihrt,
um einen vergleichbaren Aufbau der Experimente zu gewahrleisten. Danach
wurden die Peptide so zugegeben, dass analog zu den Screeningtests auf
antivirale Aktivitat Peptidkonzentrationen von 7,5 uM und 75 pM entstanden. Das
Endvolumen betrug 100 ul pro well. Die Platte wurde 40 h inkubiert, danach
wurde ein Mediumwechsel zu 90 pl P/S- und phenolrotfreiem Medium
durchgefuhrt. Dann wurden pro well 10 pl der MTT stock-Losung zugegeben und
vorsichtig resuspendiert. Nach weiteren 3 h Inkubationszeit bei 37 °C wurde das
Medium abgezogen und die Kristalle wurden in je 100 ul 0,04 M Salzsaure in
Isopropanol pro well 10 min auf dem Plattformschuittler aufgelést. Danach wurde
im Cytation die Absorption bei 570 und 650 nm gemessen. Zur Auswertung
wurde zunachst der Mittelwert der Absorption, der in leeren wells gemessen
wurde, von allen gemessenen Absorptionswerten abgezogen. Zur Bestimmung
der absoluten Absorption wurden die Absorptionswerte der Referenzwellenléange
650 nm von den Werten bei 570 nm abgezogen. Die relative Absorption wurde
bestimmt, indem der entsprechende Wert auf den Mittelwert der Absorption der
mit 0,01 % HAc in H20 behandelten HFF bezogen wurde. Das Experiment wurde
drei Mal durchgefiihrt und es wurde mit technischen Triplikaten gearbeitet. Zur
statistischen Analyse wurde mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism ein one-

way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-Korrektur durchgefihrt.
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2.2.5 Bestimmung der CC50 fur ausgewéahlte Peptide:

Impedanzmessung

Analog zur Bestimmung der IC50 erfolgte fur die Peptide HNP4, HNP4 (1-11),
HNP4 (1-11mod), HD5, HD5 (1-9), HD5 (1-9mod) und HD5 (7-32) eine genauere
Untersuchung der Toxizitat mit der Bestimmung der Peptidkonzentration, bei der
50 % der Zellen einen zytotoxischen Effekt zeigen (CC50). Dafiur wurde das
XCELLigence genutzt. Das Prinzip basiert wie in Abbildung 4 dargestellt auf einer
Messung des elektrischen Widerstands, den adhasive Zellen auf dem Boden

einer mit Mikroelektroden versehenen 96-well-Platte verursachen.
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Abbildung 4: Impedanzmessung via XCELLigence

A zeigt den schematischen Aufbau einer 96-well-Platte mit einem Mikroelektrodennetzwerk am
Boden. B zeigt die Verdnderung der Impedanz abhangig von den Zellen. Wahrend der Adhasion
und Proliferation verursachen die Zellen durch eine lIsolierung der Mikroelektroden einen
steigenden Widerstand. Zellschrumpfung im Rahmen von Zelltod fuhrt zu einer verminderten
Impedanz. Abbildung modifiziert nach (Diemert et al., 2012), Nutzung mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.
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Eine Proliferation der Zellen verursacht durch die partielle Isolierung der
Elektroden einen Anstieg des Widerstandes, wahrend Ereignisse, die zu einer
veranderten Zellmorphologie oder einer Ablosung der Zellen fihren, zu einem
verminderten Widerstand fuhren (Diemert et al.,, 2012; Ke et al., 2011). Die
Experimente wurden mit HFF, ARPE-19 und Makrophagen durchgefiihrt, die
geeigneten Zellzahlen wurden in einem Vorversuch ohne die Behandlung mit
Peptiden festgelegt. Am ersten Tag wurden die Zellen ausgesat. Dazu wurden
zunachst 50 ul des entsprechenden Mediums in die wells der 96-well-Platte
gegeben. Die Zwischenrdume der wells wurden mit je 100 pl PBS befillt, um
Austrocknung zu vermeiden. Dann wurde ein Leerwert gemessen und die Zellen
wurden in entsprechender Anzahl (10 000 HFF bzw. ARPE-19 oder 20 000
Makrophagen pro well) in je 150 pl Medium zugegeben, das Endvolumen betrug
200 pl pro well. Die Platte wurde in das xCELLigence eingelegt und es erfolgte
bei 37 °C und 5 % CO:2 Uiber 24 h alle 30 min eine Messung der Impedanz. Dann
wurde die Platte herausgenommen und es wurden ein Mediumwechsel und die
Behandlung mit den Peptiden durchgefuhrt. Die Peptidkonzentrationen
entsprachen einer 1:2 Verdinnungsreihe von 150 uM bis 2,34 pM. Eine
Positivkontrolle fir Zelltod erfolgte mit 10 % Triton. Danach wurde unter den
gleichen Konditionen wie zuvor tGber weitere 72 h alle 30 min der Widerstand am
Boden der 96-well-Platte gemessen. Aus den gemessenen Impedanzwerten
wurde von der RTCA-Software nach folgender Formel der sogenannte Zellindex

berechnet:

R(fn 1) = R(fn, to)
Zn

ZI(t) =

ZI(t) = Zellindex zum Zeitpunkt t

R(fnt) = gemessene Impedanz bei der Frequenz fn zum Zeitpunkt t
R(fn,to) = gemessene Impedanz bei der Frequenz fn zum Zeitpunkt to
(Hintergrundmessung mit Medium ohne Zellen)

Zn = korrespondierender Frequenzfaktor zur Frequenz fn
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Zur Bestimmung des normalisierten Zellindex wurde der Zellindex zum
Zeitpunkt t durch den Wert der Messung nach 24 h geteilt. Die Messung nach
24 h war jeweils die letzte vor der Behandlung mit den Peptiden, so wurde die
Vergleichbarkeit der Werte unabhangig von der totalen Zellzahl gewéhrleistet.
Bei den ersten Messungen wurde direkt im Anschluss an die Messung im
XCELLigence ein MTT durchgefuhrt. Die Ergebnisse wiesen jedoch auf
fehlerhafte Messungen hin und somit wurden diese Versuche wieder eingestellt.
Bei spateren Versuchen wurden die 96-well-Platten wie in der Literatur
beschrieben aufbereitet und bis zu zwei Mal wiederverwendet (Stefanowicz-
Hajduk et al., 2016). Dazu wurde die Platte zunachst drei Mal mit je 200 ul PBS
pro well gewaschen, dann wurde die Platte mit 150 ul Trypsin pro well 60 min bei
37 °C inkubiert. Danach wurde das Trypsin abgezogen und die wells wurden
erneut drei Mal mit je 200 ul PBS gewaschen. Das letzte PBS wurde auf der
Platte belassen und die Platte bis zur Wiederverwendung bei Raumtemperatur
gelagert. Vor der nachsten Benutzung wurde der Widerstand am Plattenboden
nur mit PBS gemessen. Wenn alle gemessenen Werte fur den Zellindex
zwischen 0,01 und -0,01 lagen und es keine Probleme mit der Ableitung gab,
wurde die Platte wiederverwendet. Die Versuche zeigten, dass eine
Wiederverwendung nicht moéglich war, wenn sich in den wells zuvor Triton
befand, wenn darin zuvor Makrophagen ausgesat wurden oder wenn mit der
Platte bereits ein MTT durchgefihrt wurde. Die Experimente wurden in
technischen Duplikaten auf HFF, ARPE-19 und Makrophagen je drei Mal
durchgeftihrt. Da es bei den Versuchen mit den Volllangenpeptiden auf
Makrophagen zwei Mal zu einem starken Abfall der Impedanz bei den
unbehandelten Kontrollen kam, liegt dieses Experiment nur einmal vor.

Die Berechnung der CC50 wurde analog zur Berechnung der IC50 in GraphPad
Prism vorgenommen. Die Dosis-Wirkungs-Kurve wurde hierbei mit den Werten
des normalisierten Zellindex erstellt. Den Ausgangspunkt der Kurve mit dem Wert
,101%“ bildete auch hierbei der Wert der unbehandelten Zellen. In dieser
Berechnung reprasentiert das obere Plateau den normalisierten Zellindex der
Zellen, die gar nicht bzw. mit Peptid in geringen Konzentrationen behandelt

wurden, das untere Plateau stellt dagegen den normalisierten Zellindex der
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Zellen dar, die mit Peptid in hohen Konzentrationen behandelt wurden. Auch hier
kann die CC50 bei einer unvollstandigen Dosis-Wirkungs-Kurve nicht berechnet

werden.

2.2.6 Experimente mit Zebrafischen

Die Experimente zur Testung des Peptidderivats HD5 (1-9) auf Toxizitat bei
Zebrafischen wurden von Hannes Preiss aus der AG Miller am Max-Planck-
Institut Tubingen durchgefihrt. Zebrafische eignen sich besonders gut fur die
Forschung, da sie eine hohe genetische Ahnlichkeit zu Saugetieren besitzen,
sich sehr rasch entwickeln und aufgrund ihrer fast vollstdndigen Transparenz in
den ersten sechs Wochen gut mikroskopisch untersucht werden kénnen (Zhang
et al., 2003; He et al., 2014). Zur Untersuchung der Toxizitat wurden je funf
Embryos pro well in Triplikaten in 200 yul Medium in eine 96-well-Platte gegeben.
6-7 h nach der Fertilisation wurde das Peptid in den Konzentrationen 25 puM, 75
MM, 125 uM und 250 pM zugegeben. Als Positivkontrolle wurden Embryos mit
25 pg/ml Cycloheximid behandelt. Da sich in einem Vorversuch zeigte, dass das
Lésungsmittel 0,01 % HAc in H20 toxische Auswirkungen auf die Embryonen hat,
wurde das Peptid fir diesen Versuch in PBS gel6st. Nach jeweils 13 h, 24 h und
48 h wurde eine mikroskopische Phéanotypenanalyse durchgefihrt. Fir die
Untersuchung nach 24 h und 48 h wurden die Fische mit Tricain-Methansulfonat
betaubt.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening eines Sets von Defensin-abgeleiteten Peptiden auf

antivirale Aktivitat und Toxizitat

Zunachst sollte untersucht werden, welche Volllangenpeptide und davon
abgeleiteten Fragmente in nicht toxischen Konzentrationen antivirale Aktivitét
gegen die Infektion mit HCMV haben. Miteinbezogen wurden das
Volllangenpeptid HNP4 und dessen Derivate HNP4 (1-11) und HNP4 (1-11mod)
sowie das Volllangenpeptid HD5 und dessen Derivate HD5 (1-9), HD5 (1-9mod),
HD5 (1-13), HD5 (1-28), HD5 (7-32), HD5 (10-27), HD5 (10-32) und HD5 (26-
32). Das Peptidset wurde in den Konzentrationen 7,5 uM und 75 uM auf seine
antivirale Aktivitat gegen HCMV-Infektionen auf HFF getestet. Es wurde hierbei
mit einer MOI von 0,5 gearbeitet. Es zeigt sich, dass die Volllangenpeptide HNP4
und HD5 und deren Derivate HNP4 (1-11), HNP4 (1-11mod), HD5 (1-9), HD5 (1-
9mod) und HD5 (7-32) in der Konzentration 75 puM eine signifikante Reduktion
der HCMV-Infektionsrate auf HFF bewirken (Abbildung 5). Da in einem
Experiment die absolute Infektionsrate bei einer MOI von 1 zu hoch war, um
einen antiviralen Effekt beurteilen zu kdénnen, und in einem Experiment die
Menge an Peptiden nicht fir die urspringlich geplanten technischen Triplikate
ausreichte, wurde dieses Experiment nur einmal durchgefihrt.

Parallel dazu wurde das gleiche Peptidset in den Konzentrationen 7,5 uM und
75 UM Uber den MTT-Assay mit HFF auf potenzielle Toxizitat getestet. Die
Volllangenpeptide HNP4 und HD5 sowie die Derivate HD5 (1-9) und
HD5 (1-9mod) zeigen bei 75 uM keine signifikante Verminderung der zelluléaren
Viabilitat (Abbildung 6; Absorption im MTT-Assay). Die Peptide HNP4 (1-11),
HNP4 (1-11mod) und HD5 (7-32) fihren zwar zu einer leicht verminderten
Viabilitat, dennoch wurde auf Grund der vergleichsweise hohen antiviralen
Aktivitat beschlossen, diese Peptide weiter zu charakterisieren. Die
Volllangenpeptide HNP4 und HD5 sowie das Peptidfragment HD5 (10-27) zeigen
in den mikroskopischen Aufnahmen im Vergleich zu den mit Losungsmittel

behandelten Zellen Auffalligkeiten im Erscheinungsbild.

49



Ergebnisse

A HCMV HCMV
Hellfeld DAPI (GFP) Hellfeld DAPI (GFP)

|
Medium
(ohne Virus)

k|
0,01 % HAc

(ohne Virus) "

Medium

0,01 % HAc

HNP4

HNP4
(1-11mod)

HD5

b e . .
2 " 1 C 9 -

~

(54
b=

=

v
>
7

2,0 -
’ Bl 7,5 uM

)
E 1 5 . ns dekdkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk  kkkk ns ns dekkdk ns ns
g ) NS NS NS NS NS ns ns
2
=
®
‘._E 1,0 A
o
2
it
£ 0,5 4
]
1

0,0

& s \" N o ¢ & <
& Q,\\ Q‘Qv\\," st’ o 6\0"’\0\0” R \ Q.
[\ ég‘qb}. <? Q\ Q\ DS qb QS

&
Abbildung 5: Antivirale Aktivitat von Defensinfragmenten

HFF wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5) und mit verschiedenen Peptiden in den
Konzentrationen 7,5 uM und 75 uM behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden die Zellen fixiert und
die Zellkerne mit DAPI gefarbt. A zeigt die mit 75 pM Peptid behandelten Zellen im Mikroskop
nach Fixierung und Farbung. Malstabbalken entspricht 1 mm. B zeigt die berechneten
Infektionsraten (GFP+/DAPI+, normiert auf 0,01 % HAc, n=1 in Triplikaten). ns: nicht signifikant,
***% p < 0.0001, oberes Symbol: 75 uM, unteres Symbol: 7,5 uM. Abbildung zeigt Mittelwerte +
Standardabweichung. Statistischer Test: one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und
Dunnett-Korrektur. Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Abbildung 6: Toxizitat von Defensinfragmenten im MTT-Assay

HFF wurden mit Peptiden in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h
Inkubationszeit wurde die MTT-stock-Lésung zugegeben und nach weiteren 3 h die Kristalle in
Losung gebracht. A zeigt beispielhaft die mit 75 pM Peptid behandelten Zellen im Mikroskop.
Malstabbalken entspricht 1 mm. B zeigt die relative Absorption (normiert auf 0,01 % HAc, n=3 in
Triplikaten). ns: nicht signifikant, **** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, oberes
Symbol: 75 pM, unteres Symbol: 7,5 pM. Abbildung zeigt Mittelwerte + Standardabweichung.
Statistischer Test: one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-Korrektur. Diese
Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).

3.2 Bestimmung der IC50 und CC50 fir ausgewahlte Peptide

Im nachsten Schritt wurden die Defensin-Peptidfragmente, die bei einer
Konzentration von 75 uM die HCMV-Infektionsrate in HFF reduzieren, weiter
charakterisiert. Miteinbezogen wurden die Volllangenpeptide HNP4 und HD5 und
deren Derivate HNP4 (1-11), HNP4 (1-11mod), HD5 (1-9), HD5 (1-9mod) und
HD5 (7-32). Im Infektions-Assay wurde die antivirale Aktivitdt der Peptide in
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Konzentrationen von 1,56 uM bis 100 uM auf HFF, ARPE-19 und Makrophagen
bzw. THP-1 bestimmt. Da es trotz vorheriger Titration der verschiedenen
Spender mit den entsprechenden Virus-stocks mehrfach nicht gelang, in einem
begrenzten Volumen von 100 pl eine ausreichende Infektionsrate auf
Makrophagen zu erzielen, wurden die Volllangenpeptide auf Makrophagen nur
einmal getestet. Bei den Experimenten mit den Kkleineren Defensin-
Peptidfragmenten wurde im Folgenden THP-1 als Surrogat fir humane
Makrophagen verwendet. Bei allen Experimenten wurde mit einer MOI von 0,5
gearbeitet.

Analog zu den Infektions-Assays wurde in Konzentrationen von 2,34 uM bis
150 pM auf HFF, ARPE-19 und Makrophagen im xCELLigence erneut Toxizitat
getestet. Im Vergleich zum MTT-Assay ist ein Vorteil die Madoglichkeit,
kontinuierlich Uber einen langen Zeitraum den Einfluss der Defensine auf die
Viabilitat der Zellen zu messen. Das Ergebnis der Impedanzmessung der
Makrophagen, die mit den Peptidfragmenten behandelt wurden, liegt nur mit n=1
vor, da in zwei Experimenten die Impedanz in den Kontroll-wells stark vermindert
war.

Aus den bestimmten Werten wurde in GraphPad Prism die IC50 und die CC50
bestimmt. Da teilweise erst bei sehr hohen Konzentrationen Effekte messbar
waren, ist fur die meisten Peptide keine Bestimmung der IC50 und CC50 mit
entsprechender Konfidenz mdglich.

Das Volllangenpeptid HNP4 hemmt die Infektion im Infektions-Assay auf
Makrophagen ab 12,5 uM mit einer kompletten Infektionshemmung ab 25 uM
(Abbildung 7). Auf HFF und ARPE-19 kommt es ab einer Peptidkonzentration
von 50 pM zu einer kompletten Hemmung der Infektion. HNP4 bewirkt auf allen
Zellarten bei hohen (75 uM und 150 uM) und teilweise bei mittleren (37,5 uM)
Konzentrationen eine Verringerung der elektrischen Impedanz. Auf
Makrophagen ist bereits bei 18,75 uM ein leichter Abfall der Impedanz erkennbar.

Dies ist ein Hinweis auf deutliche Toxizitat.
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Abbildung 7: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HNP4

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und Makrophagen wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert
(MOI 0,5) und mit HNP4 in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation
wurden die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI
durchgefihrt. A zeigt die mit HNP4 behandelten Makrophagen im Mikroskop nach Fixierung und
Farbung. Malistabbalken entspricht 100 um. B zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete
Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, HFF und ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in
Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (C), ARPE-19 (D) und Makrophagen (E) wurden nach 24 h
mit HNP4 in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Messung der elektrischen Impedanz alle
30 min Gber 72 h (normiert auf 24 h-Wert, n=3 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte
+ Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Das Peptidfragment HNP4 (1-11) zeigt im Infektions-Assay auf ARPE-19 bereits
eine deutliche antivirale Aktivitat ab 50 uM und eine Infektionshemmung mit einer
Residualinfektion von 10 % auf ARPE-19, 18 % auf HFF und 24 % auf THP-1 bei
einer Konzentration von 100 uM (Abbildung 8). HNP4 (1-11) fuhrt auf HFF bei
150 pM und auf ARPE-19 ab 75 uM zu einer Verminderung der elektrischen
Impedanz. Auf Makrophagen kommt es zu keinem Abfall der Impedanz, es zeigt

sich lediglich eine unveranderte Impedanz bei 150 pM.
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Abbildung 8: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HNP4 (1-11)

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und THP-1 wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5)
und mit HNP4 (1-11) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden
die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefihrt.
A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, HFF
und ARPE-19 n=3, THP-1 n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B), ARPE-19 (C) und
Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HNP4 (1-11) in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (normiert auf 24 h-Wert,
HFF und ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +
Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdéffentlicht (Boffert et al., 2020).
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HNP4 (1-11mod) zeigt auf ARPE-19 bereits ab 12,5 yuM antivirale Aktivitat
(Abbildung 9). Eine komplette Hemmung der Infektion wird auf ARPE-19 ab
50 uM und auf HFF bei 100 pM erzielt. Auf THP-1 verbleibt auch bei 100 uM eine
Residualinfektion von 10 %. HNP4 (1-11mod) zeigt auf HFF ab 75 pM und auf
ARPE-19 ab 37,5 pM eine Verminderung der elektrischen Impedanz. Auf

Makrophagen zeigt sich lediglich bei 75 uM eine Verminderung der Impedanz.
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Abbildung 9: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HNP4 (1-

11lmod)

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und THP-1 wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5)
und mit HNP4 (1-11mod) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation
wurden die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI
durchgefiihrt. A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf
Medium, HFF und ARPE-19 n=3, THP-1 n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B), ARPE-
19 (C) und Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HNP4 (1-11mod) in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (nhormiert
auf 24 h-Wert, HFF und ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al.,
2020).
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HD5 zeigt im Infektions-Assay auf allen drei Zellarten beginnende antivirale
Aktivitat ab 25 pM mit einer kompletten Infektionshemmung ab 50 uM (Abbildung
10). HD5 bewirkt auf allen Zellarten bei hohen Konzentrationen (75 uM und 150
MM) und auf Makrophagen bereits ab 18,75 uM eine Verminderung der

elektrischen Impedanz.
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Abbildung 10: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HD5

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und Makrophagen wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert
(MOI 0,5) und mit HD5 in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation
wurden die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI
durchgefiihrt. A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf
Medium, HFF und ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B),
ARPE-19 (C) und Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HD5 in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (normiert auf 24 h-Wert,
n=3 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten
wurden bereits veroffentlicht (Boffert et al., 2020).
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HD5 (1-9) hat ab 50 pM antivirale Wirkung (Abbildung 11). Bei einer
Konzentration von 100 uM verbleibt eine Residualinfektion von 6 % auf ARPE-19,
10 % auf HFF und 33 % auf THP-1. Auf allen drei Zellarten kommt es auch bei
hohen Peptidkonzentrationen nicht zu einer Verringerung der elektrischen
Impedanz. Lediglich auf HFF bleibt der normalisierte Zellindex, der
Veranderungen in der Impedanz abbildet, nach Zugabe von Peptid in der

Konzentration von 150 uM unverandert zwischen 0,8 und 0,9.
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Abbildung 11: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HD5 (1-9)

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und THP-1 wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5)
und mit HD5 (1-9) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden
die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefihrt.
A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, HFF
und ARPE-19 n=3, THP-1 n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B), ARPE-19 (C) und
Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HD5 (1-9) in verschiedenen Konzentrationen behandelt.
Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (normiert auf 24 h-Wert, HFF und
ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte =+
Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits veréffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Das modifizierte Fragment HD5 (1-9mod) zeigt im Infektions-Assay ab 25 uM
antivirale Aktivitat, eine komplette Infektionshemmung erfolgt auf HFF bei 50 pM
und auf ARPE-19 bei 100 puM (Abbildung 12). Auf THP-1 verbleibt auch bei einer
Peptidkonzentration von 100 uM eine Residualinfektion von 38 %. In der
Impedanzmessung zeigt sich auf HFF ein Abfall der Impedanz ab 37,5 uM, auf
ARPE-19 ab 75 uM und auf Makrophagen ab 18,75 uM.
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Abbildung 12: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HD5 (1-9mod)

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und THP-1 wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5)
und mit HD5 (1-9mod) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation
wurden die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI
durchgefiihrt. A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf
Medium, HFF und ARPE-19 n=3, THP-1 n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B), ARPE-
19 (C) und Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HD5 (1-9mod) in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (normiert
auf 24 h-Wert, HFF und ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). E zeigt exemplarisch
die Bestimmung der IC50 und der CC50 von HD5 (1-9mod) auf ARPE-19. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al.,
2020).
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Zusatzlich wird hier exemplarisch die Berechnung von IC50 (14 uM) und CC50
(57 uM) auf ARPE-19 dargestellt (Abbildung 12). Die Berechnung der CC50 mit
57 uM beruht auf der Annahme, dass das untere Plateau vollstandig ausgebildet
ist. Da diese Voraussetzung jedoch nicht ganz erfullt ist, ist eine zuverlassige
Berechnung nicht moglich.

Das Peptidbruchstiick HD5 (7-32) ist ab 25 uM antiviral wirksam (Abbildung 13).
Dennoch verbleibt auch bei einer Peptidkonzentration von 100 pM eine
Residualinfektion von 10 % auf HFF, 23 % auf ARPE-19 und 27 % auf THP-1. Im
XCELLigence zeigt sich fur die Konzentration von 150 uM ein Abfall der Impedanz

auf HFF und eine gleichbleibende Impedanz auf ARPE-19 und Makrophagen.
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Abbildung 13: Infektions-Assay und Impedanzmessung von HD5 (7-32)

Infektions-Assay: HFF, ARPE-19 und THP-1 wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,5)
und mit HD5 (7-32) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden
die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefihrt.
A zeigt fur alle drei Zellarten die berechnete Infektionsrate (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, HFF
und ARPE-19 n=3, THP-1 n=1 in Duplikaten). Impedanzmessung: HFF (B), ARPE-19 (C) und
Makrophagen (D) wurden nach 24 h mit HD5 (7-32) in verschiedenen Konzentrationen behandelt.
Messung der elektrischen Impedanz alle 30 min Uber 72 h (normiert auf 24 h-Wert, HFF und
ARPE-19 n=3, Makrophagen n=1 in Duplikaten). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +*
Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).
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3.3 Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) gegen die Infektion mit klinischen
HCMV-Isolaten

Um zu testen, ob HD5 (1-9) auch klinische HCMV-Isolate inhibiert, wurde die
antivirale Aktivitdt von HD5 (1-9) in Konzentrationen von 1,56 pM bis 100 uM
gegen drei HCMV-Isolate auf HFF bestimmt. Miteinbezogen wurde ein Isolat aus
Fruchtwasser-Fibroblasten, ein Isolat aus Molke, die aus Muttermilch gewonnen
wurde und ein Isolat aus Leukozyten, das resistent gegentuber Ganciclovir und
Foscarnet ist. Das Experiment wurde drei Mal mit unterschiedlichen MOI

durchgefuhrt.
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Abbildung 14: Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) gegen die Infektion mit

klinischen HCMV-Isolaten

HFF wurden mit verschiedenen klinischen HCMV-Isolaten und TB40/E-AUL16-EGFP als
Referenzstamm mit unterschiedlichen MOI infiziert (A: MOI 0,5; B: MOI 0,2; C: MOI 0,1) und mit
HDS5 (1-9) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden die Zellen
fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefiihrt. Gezeigt
sind die berechneten Infektionsraten (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, n=1 in Duplikaten) als
Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al.,
2020).
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Die Infektion mit den klinischen Isolaten wird bei einer MOI von 0,5 deutlich
starker gehemmt, als die Infektion mit dem Referenzstamm TB40/E (Abbildung
14). Die Infektionsrate des Referenzstammes ist bei einer Peptidkonzentration
von 100 pM bei 84 %, wahrend die durchschnittliche Residualinfektion bei den
klinischen Isolaten bei 32 % liegt. Aufgrund der hohen absoluten Infektionsraten
wurde in den darauffolgenden Experimenten die MOI gesenkt. Bei einer MOI von
0,2 zeigt sich fur TB40/E bei einer Peptidkonzentration von 100 pM eine
Residualinfektion von 23 %, gegen eine durchschnittliche Residualinfektion bei
den Kklinischen Isolaten von 25 %. Wird die MOI auf 0,1 gesenkt, verbleibt bei
einer Konzentration von HD5 (1-9) von 100 uM fir den Referenzstamm eine
Restinfektion von 14 %, wahrend die durchschnittliche Restinfektion der
klinischen Isolate 12 % betragt. Die Infektion mit klinischen HCMV-Isolaten kann
also von HD5 (1-9) mindestens genauso stark gehemmt werden, wie die Infektion

mit dem Referenzstamm TBA40/E.

3.4 Antivirale Aktivitat von Derivaten der Peptidfragmente

Im nachsten Schritt sollte durch den gezielten Austausch einzelner Aminoséauren
des aktiven Peptids HD5 (1-9) und des inaktiven Peptids HD5 (1-13) die antivirale
Aktivitat verandert werden, um daraus RuUckschlisse auf die Aktivitats-
vermittelnden Domanen der Peptidfragmente zu ziehen. Abgeleitet von HD5 (1-
9) wurden die Derivate HD5 (1-9) [R6A, R9A], HD5 (1-9) [C3S, C5S] und HD5 (1-
9) [C3S, C5R] miteinbezogen, abgeleitet von HD5 (1-13) das Derivat HD5 (1-13)
[C10S]. Zusatzlich wurde das Peptidbruchstick HD5 (1-9) an den Fluoreszenz-
Farbstoff Cyanin-5 gekoppelt (Cy5-HDS5 (1-9)), um in spéateren Experimenten
Informationen zur Interaktion des Peptids mit der Zelle bzw. den Viruspartikeln
zu erhalten. Alle Peptide wurden in Konzentrationen von 1,56 uM bis 100 uM auf
ihre antivirale Aktivitat gegen HCMV-Infektionen mit einer MOI von 0,2 auf HFF
getestet. Die Derivate von HD5 (1-9) besitzen bis zu einer Konzentration von 100
UM keine antivirale Aktivitat, wahrend die Infektion bei einer Behandlung mit HD5
(1-9) bis auf eine Residualinfektion von 16 % gehemmt wird (Abbildung 15). Das
Peptidfragment HD5 (1-13) hat keinen antiviralen Effekt, wahrend das Derivat
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HD5 (1-13) [C10S] bereits ab einer Konzentration von 75 uM eine signifikante

Senkung der Infektionsrate bewirkt.
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Abbildung 15: Antivirale Aktivitat von Derivaten der Peptidfragmente

HFF wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,2) und mit Derivaten der Peptidfragmente
HD5 (1-9) (A) und HD5 (1-13) (B) in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 40 h
Inkubation wurden die Zellen fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit
DAPI durchgefiihrt. Gezeigt sind die berechneten Infektionsraten (IE+/DAPI+, normiert auf
Medium, n=3 in Duplikaten) als Mittelwerte * Standardabweichung. ns: nicht signifikant,
***% n < 0.0001, ** p <0.001. Statistischer Test: one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und
Dunnett-Korrektur. Diese Daten wurden bereits vertffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Abbildung 16: Antivirale Aktivitat von Cy5-HD5 (1-9)

HFF wurden mit TB40/E-AUL16-EGFP infiziert (MOI 0,2) und mit Cy5-HDS5 (1-9) in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Nach 40 h Inkubation wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit
DAPI gefarbt. A zeigt die berechneten Infektionsraten (GFP+/DAPI+, normiert auf Medium, n=3
in Duplikaten). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung. B zeigt die infizierten und mit
Cy5-HD5 (1-9) behandelten Zellen im Mikroskop nach Fixierung und Farbung. MaRstabbalken
entspricht 1 mm.
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Die HCMV-Infektion bei der Behandlung mit Cy5-HD5 (1-9) wird bereits ab
12,5 uM komplett gehemmt, wahrend die Infektionshemmung bei der
Behandlung mit HD5 (1-9) erst bei 100 uM komplett ist (Abbildung 16). Die
mikroskopischen Aufnahmen von HCMV-infizierten HFF, die mit Cy5-HD5 (1-9)
behandelt wurden, zeigen fir alle Peptidkonzentrationen Auffalligkeiten. Die mit
Peptid in geringer Konzentration (1,56 puM) behandelten Zellen weisen Merkmale
der HCMV-Infektion auf (Wroblewska et al., 1981). Die Zellen verlieren den
Zellkontakt untereinander und ihre wellenlinienférmige Anordnung, sie veréandern
sich von spindelzellférmig zu polygonal und bilden Synzytien. Die Zellkerne
werden pyknotisch und nehmen die Form von Bohnen an. Auch die GFP-
positiven Zellen sprechen daftir, dass es sich hierbei um HCMV-infizierte Zellen
handelt. Mit steigender Peptidkonzentration werden stark abgerundete Zellen
sichtbar, die sich im Apoptoseprozess befinden konnten. Auch die HFF, die mit
Peptidkonzentration bis zu 100 uM behandelt wurden, zeigen einen Verlust der
wellenférmigen Anordnung und eine Kondensation und Verminderung der
Zellkerne. Da jedoch keine GFP-positiven Zellen vorhanden sind, ist davon
auszugehen, dass Cy5-HD5 fiir Zellen in hohem Malde zytotoxisch ist. Aus
diesem Grund wurden im weiteren Verlauf keine Experimente mehr mit Cy5-HD5
(1-9) durchgefuhrt.

3.5 Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) nach Prainkubation mit HCMV

In diesem Experiment wurde untersucht, ob durch Prainkubation von HD5 (1-9)
mit TB40/E-AUL16-EGFP die antivirale Aktivitat auf HFF verbessert wird. Hieraus
kann abgeleitet werden, ob das Peptid einen direkten inaktivierenden Effekt auf
Viruspartikel ausubt. HD5 (1-9) wurde in Konzentrationen von 1,56 pM bis 100
UM flr eine Stunde bei 37 °C mit dem Virus vorinkubiert und direkt auf die Zellen
gegeben oder in 100 uM vorinkubiert und auf den Zellen auf 10 puM
Endkonzentration verdinnt. Als Referenz wurde ein Infektions-Assay mit den
gleichen Peptidkonzentrationen von 1,56 uM bis 100 uM ohne Vorinkubation

durchgefluhrt, gearbeitet wurde mit einer MOI von 0,2.
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Abbildung 17: Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) nach Prainkubation mit

HCMV

HD5 (1-9) wurde in einer Kondition in den entsprechenden Konzentrationen mit TB40/E-AUL16-
EGFP 1 h bei 37 °C vorinkubiert, in einer Kondition in einer Konzentration von 100 uM vorinkubiert
und auf den Zellen auf 10 pM verdinnt und in einer Kondition ohne Vorinkubation auf die
infizierten Zellen gegeben (MOI 0,2). Nach 40 h Inkubation wurden die Zellen fixiert und eine IE-
Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefiihrt. Gezeigt sind die berechneten
Infektionsraten (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, n=3 in Duplikaten) als Mittelwerte =+
Standardabweichung. Diese Daten wurden bereits veréffentlicht (Boffert et al., 2020).

Die antivirale Aktivitdt von HD5 (1-9) ist nach Prainkubation mit dem Virus in
keiner Konzentration hoher, als ohne Prainkubation (Abbildung 17). Auch das in
100 uM vorinkubierte Peptid, das erst auf den Zellen auf 10 uM Endkonzentration
verdunnt wurde, hatte keinerlei antiviralen Effekt. Daraus lasst sich ableiten, dass
das Peptid seine antivirale Aktivitat nicht durch einen direkten Effekt auf die

Viruspartikel ausubt.

3.6 Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) im Time of Addition-Assay

Im nachsten Schritt sollte mit einem Time of Addition-Assay untersucht werden,
ob durch die Variation des Zugabezeitpunktes von HD5 (1-9) auf HFF die
antivirale Aktivitat des Peptids verandert wird. Das Peptid wurde vor Infektion fur
3 h bei 37 °C mit den Zellen vorinkubiert, gleichzeitig mit dem Virus auf die Zellen
gegeben oder 3 h nach Infektion auf die Zellen gegeben. Nach Zugabe des Virus
mit einer MOI von 0,2 lag das Peptid in Konzentrationen von 1,56 pM bis 100 uM

Vvor.
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Abbildung 18: Antivirale Aktivitat von HD5 (1-9) im Time of Addition-Assay

HD5 (1-9) wurde in einer Kondition 3 h vor Infektion bei 37 °C mit HFF vorinkubiert, in einer
Kondition gleichzeitig mit TB40/E-AUL16-EGFP auf die Zellen gegeben und in einer Kondition
3 h nach Infektion auf die Zellen gegeben (MOI 0,2). Nach 40 h Inkubation wurden die Zellen
fixiert und eine IE-Antigenfarbung sowie eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefihrt. A zeigt die
Infektionsraten fur die Peptidkonzentrationen von 1,56 puM bis 100 uM, B zeigt die Infektionsraten
fur die Peptidkonzentrationen 50 uM und 100 uM im direkten Vergleich. Gezeigt sind die
berechneten Infektionsraten (IE+/DAPI+, normiert auf Medium, n=3 in Duplikaten) als Mittelwerte
+ Standardabweichung. ns: nicht signifikant, **** p < 0.0001, *** p < 0.001. Statistischer Test:
one-way-ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-Korrektur. Diese Daten wurden bereits
veroffentlicht (Boffert et al., 2020).

Bei Vorinkubation von Peptid und Zellen kommt es bereits bei einer
Konzentration von 50 uM zu einer signifikanten Senkung der Infektionsrate
(Abbildung 18). Bei einer Konzentration von 100 pM kommt es in allen
Konditionen zu einer signifikanten Senkung der Infektionsrate. In Konditionen, in
denen das Peptid vor und mit dem Virus zugegeben wurde, konnte die Infektion
komplett blockiert werden, wohingegen es bei Zugabe des Peptids nach der
Infektion zu einem starken Aktivitatsverlust kommt. Daraus lasst sich schlieRen,
dass HD5 (1-9) einen Schritt im Infektionsprozess vor der Aufnahme der Viren in

die Zielzelle hemmt.

3.7 Analyse des Wirkmechanismus von HD5 (1-9) mit einem dual

fluoreszierenden Virus

Zur genaueren Untersuchung des Wirkmechanismus von HD5 (1-9), wurde ein
Infektions-Assay mit dem dual fluoreszierenden Virus TB40-BACkL7-UL32EGFP-
UL100mCherry (Abbildung 19A) auf HFF durchgefiihrt. Die Zellen wurden eine
Stunde mit HD5 (1-9) und HD5 (1-9) [R6A, R9A] als Negativkontrolle in einer
Konzentration von 100 uM vorinkubiert, dann wurde das Virus zugegeben und

6 h mit Peptid und Zellen inkubiert. Die MOI wurde in diesem Experiment auf 0,5
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erhoht, um in dem erforderlichen Volumen von 200 ul ausreichend Viruspartikel
zu haben. Nach der Infektion wurden die Zellen fixiert, gefarbt und im
hochauflosenden Mikroskop untersucht (Abbildung 19B und C). Behiillte
Viruspartikel zeigen rote und grine Tags und erscheinen i.d.R. gelb, penetrierte
Partikel ohne Hulle erscheinen grin. Nach der Behandlung mit HD5 (1-9) sind
keine Viruspartikel an oder in der Zelle zu sehen. Im Gegensatz dazu sieht man
bei den Negativkontrollen, der Behandlung mit 0,01 % HAc in H20 und der
Behandlung mit HD5 (1-9) [R6A, R9A] sowohl behiilite als auch penetrierte

Viruspartikel.

B 0.01 % HAc (ohne Virus

HD5 (1-9) 100 uM

0,01 % HAc HD5 (1-9) [R6A, R9A] 100 uM

Abbildung 19: Analyse des Wirkmechanismus von HD5 (1-9) mit einem
dual fluoreszierenden Virus

HFF wurden 1 h bei 37 °C mit HD5 (1-9) und HD5 (1-9) [R6A, R9A] vorinkubiert und mit TB40-
BACkL7-UL32EGFP-UL100mCherry (MOI 0,5) infiziert. Nach 6 h Inkubation wurden die Zellen
fixiert und die Zellkerne mit Hoechst33342 gefarbt. A zeigt den schematischen Aufbau des dual
fluoreszierenden Virus. Abbildung modifiziert von C. Sinzger nach (Streblow et al., 2006),
Nutzung mit freundlicher Genehmigung von Caister Academic Press und C. Sinzger. B zeigt die
Aufnahmen im OMX nach Fixierung und Farbung und C zeigt einen vergrof3erten Bildausschnitt
mit behdllten Viruspartikeln. MaRRstabbalken entspricht 10 um (n=1).
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Aufgrund der dennoch geringen Partikeldichte wurde das Experiment von
Ramona Businger mit einer MOI von 2 wiederholt. Abweichend vom ersten
Versuch wurden in einer Kondition Virus und Peptid gleichzeitig zugegeben und
in einer Kondition wurde das Peptid 3 h nach Infektion auf die Zellen gegeben. In
jeder Kondition wurde die Gesamtzahl der Partikel sowie die Anzahl der
penetrierten Partikel fir 15 Zellen bestimmt. Auch hier zeigt sich bei gleichzeitiger
Zugabe von Virus und HD5 (1-9) eine deutliche Reduktion sowohl der
Gesamtzahl als auch der Anzahl der penetrierten Viruspartikel (Abbildung 20).
Im Gegensatz dazu kommt es weder bei der Behandlung mit den
Negativkontrollen Medium, 0,01 % HAc in H20 und HD5 (1-9) [R6A, R9A] noch
bei der Zugabe von HD5 (1-9) 3 h nach Infektion zu einer Reduktion der Anzahl
der Viruspartikel. Diese Daten deuten im Einklang mit den Resultaten der Time-
of-Addition Experimente darauf hin, dass HD5 (1-9) die Adsorption des Virus an

die Zielzelle und damit den viralen Eintritt hemmt.
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Abbildung 20: Wiederholungsexperiment zur Analyse des

Peptidzugabe 3h Peptidzugabe
nach Infektion

Wirkmechanismus von HD5 (1-9) mit dem dual fluoreszierenden Virus

HFF wurden mit TB40-BACkL7-UL32EGFP-UL100mCherry (MOI 2) infiziert, in einer Kondition
wurden HD5 (1-9) und HD5 (1-9) [R6A, R9A] in einer Konzentration von 100 uM zum Zeitpunkt
der Infektion zugegeben, in einer Kondition wurden die Peptide 3 h nach Infektion zugegeben.
Nach 6 h Inkubation wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit Hoechst33342 gefarbt. A zeigt
fur beide Konditionen die Gesamtzahl der viralen Partikel sowie die Anzahl der penetrierten
Partikel pro Sichtfeld. **** p < 0.0001, *** p < 0.001, * p < 0.05. Statistischer Test: one-way-
ANOVA mit vielfachen Vergleichen und Dunnett-Korrektur. B zeigt reprasentative mikroskopische
Aufnahmen nach Fixierung und Farbung. Maf3stabbalken entspricht 10 um (n=1). Diese Daten
wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).
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3.8 Analyse der Toxizitat von HD5 (1-9) in Zebrafischen

Um HD5 (1-9) in einem in vivo Modell auf Toxizitat zu untersuchen, wurden von
Hannes Preiss aus der AG Muller am Max-Planck-Institut Tubingen Experimente
mit Zebrafischen durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Toxizitat wurden je funf
Embryos pro well in Triplikaten 6-7 h nach der Fertilisation mit HD5 (1-9) in
Konzentrationen von 25 pM, 75 puM, 125 pM und 250 pM behandelt. Als
Positivkontrolle wurden Embryos mit 25 pg/ml Cycloheximid behandelt. Nach
jeweils 13 h, 24 h und 48 h wurde eine mikroskopische Phanotypenanalyse
durchgefthrt (Abbildung 21). Die Behandlung mit Peptid in der Konzentration 250
UM fuhrte bereits nach 13 h zu Entwicklungsverzégerungen und im weiteren
Verlauf zum Tod von 11 der 15 Embryonen. Die 48 h nach Fertilisation noch
lebenden 4 Embryonen zeigten alle Entwicklungsverzogerungen. Die
Behandlung mit 125 uM Peptid fuhrte zum Tod von 3 Embryonen 13 h nach
Fertilisation. Bis 48 h nach Fertilisation zeigten 5 weitere Embryonen eine
verzogerte Entwicklung. Die Halfte der Embryonen entwickelte sich tber den
gesamten Zeitraum normal. Die Embryonen, die mit Peptid in den
Konzentrationen 25 uM und 75 pM behandelt wurden, entwickelten sich mit der
Ausnahme eines Embryos lUber den gesamten observierten Zeitraum normal.

Bestéatigt werden die Ergebnisse durch einen vorherigen Versuch, in dem das
Peptid in 0,0004 % HAc gelost wurde, 20-30 min nach der Fertilisation
zugegeben wurde und in den Konzentrationen 25 pM, 125 pM und 250 uM
getestet wurde. Auch hier zeigen sich fir die geringe Peptidkonzentration von 25
uM keine Auffalligkeiten in der Entwicklung, fur die hohen Konzentrationen von
125 pM und 250 pM lieBen sich jedoch bereits ab 6-7 h nach Fertilisation
Entwicklungsverzégerungen feststellen, die zum Teil im Verlauf zum Tod fihrten.
Die Schadigungen scheinen durch die frihe Zugabe des Peptids insgesamt
starker ausgepragt zu sein, die tberlebenden Embryonen zeigen jedoch in allen

Fallen keine phanotypischen Auffalligkeiten.
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Abbildung 21: Toxizitatstestung von HD5 (1-9) in Zebrafischen

Finf Embryos pro well wurden in Triplikaten in 200 pl Medium in eine 96-well-Platte gegeben, 6-
7 h nach Fertilisation wurden Peptide in verschiedenen Konzentrationen zugegeben. Nach jeweils
13 h (A), 24 h (B) und 48 h (C) wurde eine mikroskopische Phanotypenanalyse durchgefiihrt
(n=1). D zeigt reprasentative Bilder der Embryos 48 h nach Fertilisation. CHX= Cycloheximid.
Malf3stabbalken entspricht 250 um (n=1). Diese Daten wurden bereits veroffentlicht (Boffert et al.,

2020).
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4  Diskussion
4.1 Antivirale Aktivitat und Toxizitat der Peptide
4.1.1 HDS5 (1-9) ist antiviral aktiv und zeigt keine Toxizitat in der Zellkultur

Die Ergebnisse zeigen, dass das Peptidbruchstiick HD5 (1-9) ab 50 yuM antivirale
Wirkung auf HFF, ARPE-19 und THP-1 hat (Abbildung 11). HD5 (1-9) zeigt weder
im MTT-Assay auf HFF bis 75 uM toxische Effekte (Abbildung 6) noch kommt es
in der Impedanzmessung durch eine Peptidkonzentration bis zu 150 uM auf HFF,
ARPE-19 und Makrophagen =zu einer Verringerung des elektrischen
Widerstandes (Abbildung 11). Lediglich auf HFF bleibt der normalisierte Zellindex
nach Zugabe des Peptids in einer Konzentration von 150 uM unverandert. Im
Vergleich mit den Kontrollen kdonnte es sich dabei am ehesten um einen
antiproliferativen Effekt handeln, wobei sich der Widerstand nach 96 h im
gleichen Bereich bewegt, wie der Widerstand der mit Essigsaure behandelten
Zellen. Da das Peptid die Infektion mit HCMV in einem Konzentrationsbereich
hemmt, in dem es nicht toxisch wirkt, kann ausgeschlossen werden, dass das
Peptid z.B. durch eine Hemmung des zellularen Replikationszykluses, der auch
fur die virale Replikation unerlasslich ist, antivirale Aktivitat suggeriert. HD5 (1-9)
ist das einzige Fragment, das in keinem Assay Toxizitat in der Zellkultur zeigt.
Das Peptid besitzt eine breite antimikrobielle Aktivitat und kdnnte zusatzlich vor
bakteriellen oder anderen viralen Erkrankungen schitzen (Ehmann, 2018).
Zudem ist es nach dem Fragment HD5 (26-32), welches jedoch keine antivirale
Aktivitat gegen HCMV zeigt (Abbildung 5), das kleinste der getesteten Peptide.
Die geringe GrofRe von neun Aminosauren und ca. 1 kDa macht das Peptid in
Hinblick auf den Aufwand und die Kosten fir die Produktion zu einer
interessanten Ausgangsstruktur.

4.1.2 Antivirale Aktivitat und Toxizitat der Peptidbruchsticke

Um die antivirale Aktivitat der verschiedenen Peptidbruchstiicke gegen HCMV zu
untersuchen, wurden zunéchst Screeninguntersuchungen auf HFF bis zu einer
Konzentration von 75 uM und danach weitergehende Untersuchungen auf HFF,

ARPE-19 und THP-1 bzw. Makrophagen bis zu einer Konzentration von 100 pM
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durchgefiihrt. Diese Zelllinien wurden ausgewahlt, da sie unterschiedliche
Mechanismen repréasentieren, wie das Virus in die Zielzelle gelangt. Wéahrend
HCMV durch Endozytose in Epithelzellen und Makrophagen aufgenommen wird,
kommt es in HFF zu einer Fusion der Virushtlle mit der Zellmembran (Compton
et al., 1992; Ryckman et al., 2006; Nikitina et al., 2018). Bei den anfanglichen
Screeningexperimenten wurde zur Auswertung die Anzahl der GFP-positiven
Signale auf die Anzahl der DAPI-positiven Signale bezogen (Abbildung 5), bei
allen spateren Experimenten wurde die Anzahl der IE-positiven Signale auf die
Anzahl der DAPI-positiven Signale bezogen. IE Proteine werden bereits bis zu
zwei Stunden nach Infektion synthetisiert (Honess and Roizman, 1974; Crough
and Khanna, 2009). Die Auswertung der Infektionsrate Uber IE-positive Signale
ist demnach zu einem friheren Zeitpunkt als Uber die Expression von GFP
maoglich, welches in dem Virusstamm TB40/E-AUL16-EGFP einer DE-Kinetik
unterliegt und erst spater detektiert werden kann (Kaye et al., 1992).

Eine verlassliche Bestimmung der IC50 und CC50 zur Berechnung eines
therapeutischen Index war nicht fur alle Peptide mdglich. Fur eine préazisere
Bestimmung kdnnte die Peptidkonzentration in den Infektions-Assays sowie in
der Impedanzmessung erhoéht werden und die Abstande zwischen den
Konzentrationen erniedrigt werden. Fur viele Defensine ist bekannt, dass ihre
antimikrobielle Aktivitat durch eine Konformationsanderung beeinflusst wird
(Campopiano et al., 2004). Eine solche Konformationsanderung, z.B. durch die
reduzierenden Bedingungen im sauerstoffarmen Dinndarm oder durch nattrlich
vorkommendes Thioredoxin, kann einerseits zu einer erhdhten antimikrobiellen
Aktivitat fihren (Schroeder et al., 2011; Lehrer, 2011), andererseits kann die
antimikrobielle Wirkung dadurch auch abgeschwéacht werden (Daher et al.,
1986). In weiterfihrenden Experimenten koénnte man im Vergleich alle
Peptidbruchstiicke im reduzierten Zustand testen, um zu untersuchen, ob die
antivirale Aktivitdt gegen HCMV dadurch gesteigert werden kann. Eine
Untersuchung mittels NMR-Massenspektrometrie, die von Vincent Truffault vom
Max-Planck-Institut fur Entwicklungsbiologie in Tubingen und Natalia Ruetalo
Buschinger vom Institut fur Medizinische Virologie und Epidemiologie der

Viruskrankheiten in Tubingen durchgefihrt wurde, zeigt jedoch, dass das
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Peptidfragment HD5 (1-9) linear vorliegt. Daher sollte eine Reduktion in diesem

Fall keinen Unterschied machen.

4.1.3 Antivirale Aktivitat und Toxizitat der Volllangenpeptide

Eine Auffalligkeit in den Hellfeld-Aufnahmen von HFF, die mit HNP4 und HD5 in
der Konzentration 75 uM behandelt wurden, ist die Bildung von Fibrillen-artigen
Strukturen (Abbildung 6). Dies kdnnte ein Hinweis auf die Bildung von Dimeren
oder Oligomeren sein. Fur HD5 (Wommack et al.,, 2012) sowie fUr andere
a-Defensine (Pazgier et al., 2012; Hill et al., 1991) ist die Bildung von Dimeren
mehrfach beschrieben. Auch Dirk Ehmann erklart das Phanomen, dass
HD5 (1-9) antagonistische  Effekte in  Kombination mit anderen
Peptidbruchstiicken zeigt, mit moglicher Dimerbildung (Ehmann, 2018). Das
Phanomen der Fibrillenbildung lieR sich auch fir das Peptidfragment
HD5 (10-27) beobachten, war jedoch bei der Behandlung mit HD5 am starksten
ausgepragt.

Interessanterweise zeigen die Volllangenpeptide HNP4 und HD5 sowie das
modifizierte Peptid HD5 (1-9mod) im MTT-Assay keine Toxizitat bei einer
Konzentration von 75 uM (Abbildung 6), in der Impedanzmessung kommt es
jedoch zu einem starken Abfall der gemessenen Impedanz (Abbildung 7,
Abbildung 10, Abbildung 12). Hier muss verdeutlicht werden, was die jeweiligen
Tests untersuchen: wahrend der MTT-Assay Aufschluss tber die metabolische
Aktivitat von Zellen gibt (Berridge and Tan, 1993), reagiert die Impedanzmessung
auf Anderungen in der Morphologie und die Ablosung der Zellen vom
Plattenboden (Diemert et al., 2012; Ke et al., 2011). Denkbar ist also, dass diese
Peptide zwar keinen Einfluss auf die metabolische Aktivitat haben, jedoch die
Morphologie der Zellen verandern und damit zu einer verminderten Isolierung der
Elektroden am Boden der 96-well-Platte fihren. Diese Ergebnisse verdeutlichen
den Stellenwert verschiedener Toxizitats-Assays mit unterschiedlichen Ansétzen
sowie die Wichtigkeit der kontinuierlichen Langzeitmessung der Impedanz tber
72 h als Erganzung zum MTT-Assay, der eine Endpunktmessung nach 40 h
darstellt. Eine Behandlung der Zellen mit Peptiden Uber mehrere Tage unter

regelmaniger mikroskopischer Kontrolle kénnte weiteren Aufschluss tber die
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Zytotoxizitat der Peptide geben. Auf den ersten Blick irritierend ist das Ergebnis,
dass ein Absinken der Impedanz von Makrophagen, die mit HNP4 und HD5
behandelt wurden, bereits in Konzentrationen zu beobachten ist, in denen die
Peptide noch gar keine infektionshemmende Wirkung haben (Abbildung 7,
Abbildung 10). Auch dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine Verminderung
des elektrischen Widerstandes auch durch eine Anderung in der Zellmorphologie
zustande kommen kann und nicht zwangslaufig mit Toxizitat einhergeht. In der
Literatur finden sich viele Hinweise auf Faktoren, die die Wirkung von
Volllangenpeptiden beeinflussen, wie der pH-Wert (Abou Alaiwa et al., 2014), die
Salzkonzentration (Goldman et al., 1997) und der Kontakt mit Serum (Daher et
al., 1986). Es ware Iinteressant, in weitergehenden Experimenten zu
untersuchen, inwiefern auch die Aktivitdt der Fragmente dadurch beeinflusst
werden kann. An dieser Stelle ist jedoch zu betonen, dass das Medium in den
Zellkulturen je nach Zelllinie 4-10 % FKS oder humanes Serum enthielt und fur
einige Peptide dennoch antivirale Aktivitat zu verzeichnen war. In der Literatur ist
ein hemmender Effekt von Serum bereits ab 2 % beschrieben (Daher et al.,
1986).

4.1.4 Modifikation der Peptidbruchstiicke kann zu einer erhdhten

Toxizitat fihren

Im Vorfeld dieses Projektes konnte gezeigt werden, dass die Modifikation der
Peptidbruchstiicke zu einer stark erhéhten antimikrobiellen Aktivitat fuhrt. Fur
HNP4 (1-11mod) konnte zudem eine konzentrationsabhangige hamolytische
Aktivitat festgestellt werden (Ehmann, 2018). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen
nahe, dass es durch die Modifikation zu einer deutlich erh6hten Toxizitat kommit.
Auf HFF, ARPE-19 und auf Makrophagen fuihren die modifizierten Bruchstlicke
bereits in geringeren Konzentrationen als die korrespondierenden nicht
modifizierten Bruchstiicke zu einer Verminderung der Impedanz (Abbildung 9,
Abbildung 12). Eine mdgliche Erklarung dafir kdnnte sein, dass die Stabilisierung
der Peptide zu einer unspezifischen Membraninteraktion fiihrt, die toxisch auf die

Zellen wirkt.
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4.2 HD5 (1-9) zeigt antivirale Aktivitat auch gegen klinische HCMV-Isolate

Die Testung des Peptidfragments HD5 (1-9) gegen die Infektion mit klinischen
HCMV-Isolaten zeigt, dass die Infektion mit klinischen Isolaten mindestens so
stark gehemmt werden kann, wie die Infektion mit dem laboradaptierten
Referenzstamm TB40/E-AUL16-EGFP (Abbildung 14). Dies sicherzustellen war
von grol3er Relevanz, da bekannt ist, dass laboradaptierte Virusstdmme durch
die Anzucht in der Zellkultur Mutationen bekommen kénnen, die ihre
Eigenschaften verandern (Sinzger et al., 1999). In Hinblick darauf war es wichtig,
darauf zu achten, dass die klinischen Isolate méglichst wenig an die Zellkultur
adaptiert waren. Die Herkunft der Isolate aus Muttermilch und Fruchtwasser
wurde in Hinblick auf die mdgliche Therapie-Zielgruppe ,Schwangere®
ausgewabhlt. Die infizierten Frauen wurden nicht antiviral vorbehandelt. Zudem
wurde ein multiresistenter Stamm ausgewahlt, da eine durch Mutationen
verursachte Multiresistenz schwerwiegende Folgen fir den Krankheitsverlauf
haben kann (Fischer et al., 2016; Go6hring et al., 2013) und alternative Ansatze
dringend benotigt werden. Interessant ware an dieser Stelle ein Modell, welches
den natirlichen Infektionsweg bei kongenitalen Infektionen besser reprasentiert.
Erst kdrzlich wurde ein neues Zellmodell etabliert, dass sich aus den
Plazentazellen des Meerschweinchens ableitet und der Erforschung kongenitaler
HCMV-Infektionen dienen soll (Yamada et al., 2016). Ein solches Modell kénnte
in weitergehenden Untersuchungen wichtige Hinweise darauf liefern, ob HD5 (1-

9) eine kongenitale HCMV-Transmission blockieren kann.

4.3 Arginin und Cystein sind ausschlaggebend fur den antiviralen Effekt
von HD5 (1-9)

Der gezielte Austausch einzelner Aminosauren von HD5 (1-9) sollte Aufschluss
dariiber geben, welche Aminosauren wichtig fur den antiviralen Effekt sind. In der
Literatur findet sich wiederholt die Hypothese, dass das positiv geladene Arginin
fur die Interaktion mit Phospholipiden in den Membranen wichtig ist (Ganz, 2003).
Daher wurden in einem Derivat das Arginin an Position 6 und 9 durch Alanin

ersetzt. Zudem stand die Hypothese im Raum, dass das Cystein die antivirale
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Aktivitat aufgrund nicht nativer Wechselwirkungen stéren kénnte, weshalb in
einem anderen Derivat das Cystein an Position 3 und 5 durch Serin ersetzt
wurde. Mit dem Ziel, die antivirale Aktivitat weiter zu steigern, wurde ein weiteres
Derivat in Auftrag gegeben, bei dem das Cystein an Position 3 durch Serin und
das Cystein an Position 5 durch Arginin ersetzt wurde. Das Ergebnis, dass keines
der Derivate antivirale Aktivitat zeigt (Abbildung 15), spricht daftir, dass sowohl
Arginin als auch Cystein fur den antiviralen Effekt mitverantwortlich sind. Zudem
zeigt der Verlust der antiviralen Aktivitat durch den Austausch einzelner
Aminosauren, dass die antivirale Wirkung spezifisch ist.

Um potentiell konservierte antiviral wirksame Doménen zu identifizieren, wurde
die primare Aminosauresequenz von HD5 mit den Kkorrespondierenden
Bruchstiicken verglichen (Abbildung 22). Ein Muster liel3 sich weder in Bezug auf
die Gesamtladung noch in Bezug auf die einzelnen Aminosauren oder die
wahrscheinlichste  Sekundarstruktur erkennen. Es ist zudem nicht
auszuschlieBen, dass sich in dem VolllAngenpeptid mehrere unabhéngige

wirksame Doménen befinden.

Position: 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1-32 [ATt]clylc]r]tlcr]claltIRrR]E]sTL]s]a]v]cleli]s]a[rIL]y[Rr]L]c]c]R]
26-32 [LTyIr]L]c]c]R]
10-32 [clalt|rlels]|i]sle]lv]clelils]a{rlL]y[r]L]c|c|Rr]
10-27 [clalt|rlels]L]sle]lv]cleli|s]a[rR]L]Y]
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1-28 [alt]cly]c]r]t]c[r]ca]t[rR]E]s[L]s]a]v]c]eli]s]ac[r]L]Y[R]

113 [aAlt]clv[c]r][T]a[R]c]JA]T]R]

1-9 mod Ac-|:=1|t]c|\,{]r.|r|t|G|r|-NH2

1-9 [alt]c]vIcIr]T]G]R]

Abbildung 22: Uberblick HD5 mit jeweiligen Bruchstiicken

Ubersicht der Aminosauresequenz von HD5 und allen korrespondierenden Fragmenten.
Schwarz: keine antivirale Aktivitat vorhanden; rot: antivirale Aktivitat vorhanden, Toxizitat
nachgewiesen; griin: antivirale Aktivitat vorhanden, keine Toxizitat bis 150 pM nachgewiesen.
Aminosauren: A=Alanin, T=Threonin, C=Cystein, Y=Tyrosin, R=Arginin, G=Glycin,
E=Glutaminsaure, S=Serin, L=Leucin, V=Valin, I=Isoleucin. Grol3buchstaben: L-Aminosauren,
Kleinbuchstaben: D-Aminoséduren. Diese Daten wurden bereits verdffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Auffallend ist, dass das Peptid HD5 (1-13) im Gegensatz zu HD5 (1-9) keine
antivirale Aktivitat besitzt, obwohl es zum gro3ten Teil aus den gleichen
Aminosauren besteht. Mdglich ist, dass HD5 (1-9) linear vorliegt, wahrend bei
HD5 (1-13) das Cystein an Position 10 eine Disulfidbricke mit einem der
Cysteine an Position 3 oder 5 ausbildet (Abbildung 23). Um diese Hypothese zu
Uberprufen, wurde mit dem Ziel, die Bildung einer Disulfidbricke innerhalb des
Peptids zu unterbinden, das Cystein an Position 10 durch Serin ersetzt.
Tatsachlich fuhrt die Behandlung mit HD5 (1-13) [C10S] im Gegensatz zu
HD5 (1-13) zu einer signifikanten Verminderung der Infektionsrate ab 75 uM
(Abbildung 15). Die Ausbildung einer intrachenaren Disulfidbricke scheint bei
HD5 (1-13) also den Zugang zu den spezifisch antiviral wirksamen Aminosauren
zu verhindern. Aul3erdem belegt dieses Experiment, dass die antivirale Aktivitat
der Peptide durch den Austausch einzelner Aminosauren grundsatzlich
verbessert werden kann. Eine Testung der Toxizitat der modifizierten
Bruchstiicke ist noch ausstehend und sollte zur verlasslichen Interpretation der
Daten erfolgen.

R — ]
T|C|Y|[C|R|T|[G|R A[T|C|]Y|C|IR|T|G|R|C|A]|T|R
112|3[4]|]5]|]6(7|8]9 112(3]4|5(6]|7]8]|9]([10]11]12(13

Abbildung 23: Loop HD5 (1-13)

Hypothese: HD5 (1-9) (A) liegt linear vor, bei HD5 (1-13) (B) bildet Cystein an Position 10 eine
Disulfidbriicke mit Cystein an Position 3 oder 5 aus und verhindert dadurch den Zugang zu den
antiviral wirksamen Aminosauren. Aminosauren: A=Alanin, T=Threonin, C=Cystein, Y=Tyrosin,
R=Arginin, G=Glycin. Strukturen wurden erstellt mit PEP-FOLD 3 (Lamiable et al., 2016). Diese
Daten wurden bereits verdéffentlicht (Boffert et al., 2020).
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Peptide stellen aufgrund des schnellen Abbaus und der Gefahr der
immunogenen Wirkung eine Herausforderung fir die medikamentdse
Verabreichung dar. In den letzten Jahren wurden jedoch auch die Vorteile wie
z.B. die hohe Spezifitat vieler Peptide hervorgehoben und es wurden vermehrt
Peptide als Wirkstoffe zugelassen (Kaspar and Reichert, 2013). Alternativ kdnnte
das Peptid nach einer genaueren Identifikation der antiviral wirksamen Doménen
in ein Peptidmimetikum mit verbesserten pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften umgewandelt werden (Vagner et al.,
2008).

4.4 HDS5 (1-9) interagiert direkt mit der Zelle und inhibiert die Adsorption
der viralen Partikel

Wie in der Einleitung ausgefihrt, gibt es fur Defensine bekannte Mechanismen,
die entweder auf einer Interaktion der Peptide mit den viralen Partikeln oder auf
einer Interaktion der Peptide mit den Zellen beruhen kénnen (Wilson et al., 2013).
Die Ergebnisse der Préainkubations-Assays und der Time of Addition-Assays
sprechen dafir, dass HD5 (1-9) direkt mit den Zielzellen interagiert. Eine
Prainkubation von Virus und Peptid fahrt nicht zu einer verbesserten
Infektionshemmung (Abbildung 17). Auch die Prainkubation von Virus und Peptid
bei 100 puM fluhrt auf den Zellen auf 10 uM Endkonzentration verdinnt nicht zu
einer Inhibition der Infektion. Bei einer direkten Interaktion von Virus und Peptid
bereits vor der Zugabe auf die Zellen, muisste die Infektion auch nach der
Verdinnung inhibiert werden. Im Gegensatz dazu fihrt eine dreistiindige
Prainkubation von HD5 (1-9) mit den Zellen zu einer verbesserten
Infektionshemmung, wahrend die Infektionshemmung bei einer Zugabe des
Peptids 3 h nach Infektion deutlich abgeschwacht ist (Abbildung 18). Um diese
Hypothese zu untermauern, kénnte man in einer weiteren Kondition das Peptid
nach der dreistiindigen Inkubation mit den Zellen vor der Infektion wieder von
den Zellen nehmen. Auch kénnte man in einer weiteren Untersuchung HD5 (1-9)
biotinylieren und beobachten, ob das Biotin an den zellularen Interaktionspartner
abgegeben wird. Es wurde ein Versuch unternommen, HD5 (1-9) mit einem

Fluoreszenz-Tag zu versehen, um die Interaktionen mikroskopisch genauer
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verfolgen zu kdnnen. Das Derivat Cy5-HD5 (1-9) zeigte in Vorversuchen jedoch
zelltoxische Eigenschaften (Abbildung 16) und konnte nicht flr weitere Versuche
genutzt werden. Alle erzielten Ergebnisse unterstitzen die Hypothese einer
Interaktion des Peptides mit den Zellen und weisen darauf hin, dass die Infektion
bereits zu einem frihen Zeitpunkt geblockt wird. In den durchgefuhrten in vitro
Experimenten wurde zwar ausschlie3lich die zellfreie Virusibertragung
untersucht, eine Interaktion von Peptid und Zellen kdnnte jedoch auch bei einer
zellassoziierten Ubertragung in vivo von Vorteil sein (Digel et al., 2006), da kein
extrazellularer Kontakt zwischen Peptid und Virus notwendig ist. Zudem
verringert sich durch die Interaktion von Peptid und Zelle das Risiko der
Resistenzentwicklung, die vor allem bei antiviralen Substanzen auftreten, die
direkt ein virales Protein inhibieren (G6hring et al., 2013; Fischer et al., 2016).

Der Einsatz des dual fluoreszierenden Virus TB40-BACkL7-UL32EGFP-
UL100mCherry erlaubt die Unterscheidung zwischen viralen Partikeln, die an die
Zellmembran angeheftet sind und Partikeln, deren Kapsid bereits in die Zielzelle
eingeschleust wurde (Sampaio et al., 2013). Angeheftete Partikel besitzen noch
ihre HUllmembran und erscheinen dadurch gelb, Kapside innerhalb der Zielzelle
erscheinen grun. Vereinzelt sieht man auch rote Partikel, bei denen es sich
vermutlich um dense bodies, behillte Partikel ohne Kapside, handelt. Im
Gegensatz zu den Positivkontrollen mit 0,01 % HAc in H20 und HD5 (1-9) [R6A,
R9A] zeigen sich bei der Behandlung mit HD5 (1-9) weder adsorbierte (gelbe)
noch penetrierte (griine) Partikel im Sichtfeld um eine Zelle herum (Abbildung
19). In einem Wiederholungexperiment mit einer hoheren MOI konnte Ramona
Businger die Reduktion der adsorbierten sowie penetrierten Partikel durch die
Behandlung mit HD5 (1-9) bestéatigen und zeigen, dass der Effekt aufgehoben
werden kann, wenn das Peptid erst drei Stunden nach Infektion zugegeben wird
(Abbildung 20). Diese Beobachtungen sprechen daflir, dass das Peptid die
Adsorption der Viruspartikel an die Zellmembran unterbindet. In Verbindung mit
der Beobachtung, dass die positive Gesamtladung des Peptids wichtig far
dessen antivirale Aktivitat ist, konnte dieses Ergebnis darauf hindeuten, dass
HD5 (1-9) an eine negativ geladene Struktur der Zielzellen bindet und somit die

initiale Bindung von Virus und Zielzelle verhindert. Da es sich bei allen derzeitigen
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Medikamenten um Hemmer der viralen Replikation handelt (Foolad et al., 2018),
ware eine Substanz, die den Eintritt der viralen Partikel in die Zelle unterbindet,
ein vielversprechender neuer Ansatz. Dass das Peptid die Zielzelle nicht
penetrieren muss, um es vor einer moglichen Infektion zu schitzen, wére dabei

ein weiterer Vorteil.

4.5 HD5 (1-9) hat bis zu einer Konzentration von 75 pM keinen Einfluss
auf die Embryonalentwicklung von Zebrafischen

Mit den Untersuchungen an Zebrafischen wurde den Experimenten in Zellkultur
ein erstes in vivo Experiment angeschlossen, das untersuchen sollte, inwiefern
die Entwicklung von Zebrafischen durch das Peptid beeinflusst wird. Wahrend
die Konzentrationen von 25 uM und 75 pM keinen Einfluss auf die ph&notypische
Entwicklung haben, zeigen die Embryonen, die mit Peptid in Konzentrationen ab
125 uM behandelt wurden, Verzdgerungen der Entwicklung sowie letale Verlaufe
(Abbildung 21). Der Versuch, in dem das Peptid bereits 30 min nach Fertilisation
zugegeben wurde, legt nahe, dass Zebrafische in den frihen
Entwicklungsstadien sensibler auf die Exposition mit Peptid reagieren.
Grundsatzlich lasst sich die Entwicklung der Zebrafische mit der menschlichen
Embryonalentwicklung nicht uneingeschrankt vergleichen. Die Organogenese ist
jedoch bei Zebrafischen funf Tage nach Fertilisation abgeschlossen (Zhang et
al., 2003), bei menschlichen Embryonen geschieht sie im ersten Trimenon
(Kirsch, 2010). Es ware demnach interessant, in weitergehenden
Untersuchungen zu Uberprifen, wie die Embryonalentwicklung verlauft, wenn die
Zebrafische erst nach Abschluss der Organogenese mit den hohen

Peptidkonzentrationen exponiert werden.

4.6 Ausblick

Zunachst wurde von Vincent Truffault und Natalia Ruetalo Buschinger die
Struktur von HD5 (1-9) mittels NMR-Spektroskopie genauer bestimmt, dariber
kénnten genauere Informationen tber die wirksamen Domanen gewonnen und

das Fragment weiter optimiert werden. Auch fur das Volllangenpeptid HD5 ist
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eine solche Analyse in der Literatur bereits beschrieben (Wommack et al., 2012).
In der Zellkultur ware es wichtig, zu beobachten, ob sich bei Langzeitexposition
Hinweise auf Resistenzphdnomene beobachten lassen. Da zum jetzigen
Zeitpunkt keine Daten zur systemischen Kinetik bei Verabreichung des Peptids
vorliegen, werden zunadchst keine in vivo Untersuchungen mit Mausen
angestrebt. Dennoch konnte bereits gezeigt werden, dass die orale
Verabreichung von HD5 (1-9) von Mausen in vivo gut toleriert wird (Ehmann et
al., 2019). Vielversprechend ist auch eine Testung von HD5 (1-9) auf seine
antivirale Aktivitdt gegen andere Viren wie HSV. Sollte sich aus den hohen
erforderlichen Konzentrationen oder einer fruchtschadigenden Wirkung eine
Einschrankung fir die systemische Anwendung bzw. die Anwendung in der
Schwangerschaft ergeben, ware dies bei einer topischen Anwendung bei HSV

weniger limitierend.

4.7 Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Arbeit war, Defensinfragmente als Leitstrukturen fir eine
neuartige antivirale Therapie gegen HCMV-Infektionen zu etablieren. Mit HD5 (1-
9) wurde ein Peptidbruchstick identifiziert, das ab einer Konzentration von 50 uM
antivirale Aktivitdt zeigt und bis zu einer Konzentration von 150 pM keine
zelltoxischen Effekte aufweist. Neben der Infektion mit einem laboradaptierten
Virusstamm kann HD5 (1-9) auch die Infektion mit klinischen HCMV-Isolaten
hemmen. Mechanistische Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Peptid
mit den Zellen interagiert und die Adsorption der Viruspartikel an die Zielzellen
unterbindet. Experimente mit Zebrafischen zeigen, dass HD5 (1-9) bis zu einer
Konzentration von 75 pM  keinen schadigenden Effekt auf die
Embryonalentwicklung hat. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dienen
zunachst als proof of concept. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bereits der
Austausch einzelner Aminosduren zu einer deutlichen Verstarkung der
antiviralen Aktivitat fihren kann. In weitergehenden Untersuchungen sollen mit
dem Ziel der Peptidoptimierung die antiviral wirksamen Domé&nen genauer
bestimmt werden und HD5 (1-9) soll auf seine antivirale Aktivitdt gegen andere

Viren getestet werden.

81



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

HCMV ist weltweit die haufigste Ursache fur kongenitale Infektionen und kann zu
schwerwiegenden Entwicklungsstérungen bei Neugeborenen fuhren. Die zur
Verfigung stehenden antiviralen Medikamente haben schwere Nebenwirkungen
und fohren héaufig zu Resistenzen. Defensine sind von kérpereigenen Zellen
produzierte Peptide, die ein breites antimikrobielles Spektrum haben. Unser
Ansatz beruht auf der Beobachtung, dass bei der proteolytischen Spaltung von
Defensinen Fragmente entstehen, die immer noch antimikrobielle Aktivitat
besitzen. Das Ziel dieser Arbeit war es, Peptide zu identifizieren, die in vitro
antiviral aktiv gegen HCMV sind, ohne dabei zytotoxisch zu wirken. Ein Set von
Peptiden wurde auf unterschiedlichen Zellarten auf seine antivirale Aktivitat und
in verschiedenen Assays auf Toxizitat untersucht. Das vielversprechendste
Peptid wurde weitergehend auf seine antivirale Aktivitat gegen klinische HCMV-
Isolate getestet. Um Hypothesen zum Wirkmechanismus zu erarbeiten, wurden
einzelne Aminosauren des Fragments ausgetauscht, zudem wurden
Prainkubations-Assays, Time of Addition-Assays und Untersuchungen mit einem
dual fluoreszierenden Virus durchgefiihrt. In zusatzlichen Experimenten wurde
das Peptid in Zebrafischen auf Toxizitat untersucht. Mit HD5 (1-9) wurde ein
Peptidbruchstiick gefunden, das in der Zellkultur ab 50 uM antivirale Aktivitat
gegen einen laboradaptierten HCMV-Stamm sowie gegen klinische HCMV-
Isolate hat und bis zu einer Konzentration von 150 pM keine Toxizitat in der
Zellkultur zeigt. Bis zu einer Konzentration von 75 uM hat das Peptid keinen
schadigenden Einfluss auf die Embryonalentwicklung von Zebrafischen. Arginine
und Cysteine wurden als die fir den antiviralen Effekt entscheidenden
Aminosauren identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass durch eine direkte
Interaktion zwischen Peptid und Zelle vermutlich die Anheftung der viralen
Partikel an die Zielzelle unterbunden wird. Insgesamt sind Defensin-abgeleitete
Peptide als Leitstrukturen fur die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente
gegen HCMV:-Infektionen ein vielversprechender neuer Ansatz.
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Fur die Peptidsequenz HD5 (1-9) wurde ein Patent eingereicht (Name: Peptides
for use in therapy or prophylaxis of Herpesviridae-infections, Referenznummer:
10 2019 112 244.9, eingereicht am 10.05.2019).

Tlbingen, den 09.05.2020
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