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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Defensine

Unter der Bezeichnung ,Defensine® werden zahlreiche Peptide
zusammengefasst, die von verschiedenen Lebewesen gebildet werden (Ganz et
al., 1994). Sie sind Effektoren eines wirkungsvollen Mechanismus der
angeborenen Immunitat mit einem sehr breiten Wirkspektrum, welches sich von
verschiedenen Arten von Bakterien und Pilzen bis hin zu Viren erstreckt (Ganz
et al., 2003).

1.1.1  Struktur, Klassen und Vorkommen

Defensine zeichnen sich durch eine hohe Abundanz an Cysteinen in ihrer
Primarstruktur aus (Selsted et al., 1985). AulRerdem weisen sie als kationische
Peptide eine positive Gesamtladung auf. Charakteristisch fur ihre Struktur sind
intramolekulare Disulfidbricken, welche sich zwischen den Cysteinresten
ausbilden und zur Konformation der Gesamtmolekdule in einer [3-Faltblattstruktur
beitragen (Hill et al., 1991).

Die Defensine der Saugetiere werden in 3 Klassen unterteilt, die a-, 3- und 6-
Defensine (siehe Abb.1). Diese Unterteilung erfolgt nach Unterschieden in der
Position der Cysteine und der Ausbildung der Disulfidbricken. Wahrend die a-
Defensine Cysteinbricken zwischen den Cysteinresten 1 und 6, 2 und 4 sowie 3
und 5 ausbilden, entstehen bei 3-Defensinen Disulfidbricken der Cysteine 1 und
5, 2 und 4 sowie 3 und 6 (Selsted et al., 1989; Tang et al., 1993). Die 6-Defensine
zeichnen sich dagegen durch eine zirkulare Struktur aus, welche sich aus den
Cysteinpaarungen 1 und 6, 2 und 5 sowie 3 und 4 ergibt (Tang et al., 1999).
Insbesondere die Positionen der Cysteine in den verschiedenen
Defensinsequenzen sind zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert, was
auf ihre Wichtigkeit fur die Struktur und Funktionalitdit der Gesamtpeptide
schlie®en lasst (Kagan et al., 1994).
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Abbildung 1: Systematik humaner Defensine

Nach strukturellen Gesichtspunkten erfolgt eine Gliederung der humanen Defensine in a-, 3- und
6-Defensine.

Zu den humanen a-Defensinen werden die Peptide HNP1-4, die initial in den
Granula der neutrophilen Granulozyten lokalisiert wurden und als human
neutrophil peptides (HNPs) bezeichnet werden, gezahlt. Diese Peptide machen
etwa 5-7% des Gesamtproteinanteils neutrophiler Granulozyten aus (Ganz et al.,
1985). Des Weiteren gehdren die sogenannten humanen Defensine HD5 und
HD6 zur Gruppe der a-Defensine. Sie wurden zunachst in den Paneth-Zellen
lokalisiert (Porter et al., 1997). Bei diesen handelt es sich um merokrine
Drusenzellen, die sich vor allem am Boden der Lieberkihn’schen Krypten im
lleum und Jejunum finden (Paneth, 1887). Einige a-Defensine werden als
Propeptide translatiert und noch intrazellular in ihre wirksame Form gespalten
(Valore and Ganz, 1992). Im Falle von HDS erfolgt eine Sekretion des Propeptids
mit folgender extrazellularer Spaltung durch Trypsin (Ghosh et al., 2002). Neben
dem bereits beschriebenen Vorkommen wurden verschiedene a-Defensine unter
anderem in weiteren an der Immunabwehr beteiligten Zellen wie Monozyten oder
NK-Zellen nachgewiesen. Das Vorkommen von HD5 wurde auch im weiblichen
Genitaltrakt beschrieben (Quayle et al., 1998) und vereinzelt in Epithelien des

Nasen-Rachen-Raums nachgewiesen (Frye et al., 2000).
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Zu den humanen R-Defensinen zahlen die Peptide HBD (= human beta defensin)
1-4. Diese werden hauptsachlich von verschiedenen Epithelzellen, vor allem im
Urogenital- und dem respiratorischen System gebildet (Valore et al., 1998; Zhao
et al., 1996). Des Weiteren sind auch Vorkommen in der menschlichen Haut
beschrieben (Harder et al., 1997).

Die 6-Defensine werden in vivo beispielsweise in Rhesus-Makaken exprimiert
(Tang et al., 1999). Eine korrespondierende mRNA findet sich im menschlichen
Knochenmark, jedoch findet aufgrund eines Stop-Codons in der Sequenz keine

Expression auf Proteinebene statt (Nguyen et al., 2003).

Den a- und BR-Defensinen ist gemein, dass sie einen gemeinsamen Genlocus
aufweisen, der auf ein gemeinsames evolutionares Vorlaufermolekul schliel3en
lasst und die strukturellen Ahnlichkeiten begriindet (Liu et al., 1997). Neuere
Untersuchungen legen nahe, dass die Defensine aus zwei Uberfamilien
hervorgegangen sind, welche das Disulfidmuster festlegen, sodass die Begriffe

,Cis=“ und ,trans-Defensine“ vorgeschlagen werden (Shafee et al., 2016).

1.1.2 Biologische Funktion

Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften sind Defensine dazu pradestiniert,
Poren in Membranen zu bilden (Kagan et al., 1990). Uber diesen Mechanismus
uben sie eine direkte Toxizitat unter anderem gegen verschiedenste Arten von
Bakterien und auch Pilze aus (Lehrer et al., 1989; Selsted et al., 1985).

Weitere beschriebene antibakterielle Mechanismen sind eine Interaktion mit der
Zellwandsynthese oder die Neutralisation von Toxinen (Xu et al., 2020). Neben
ihrer direkten antimikrobiellen Aktivitat gelten Defensine aullerdem als
Signalmolekile in der Initiation einer Immunantwort. So weisen a-Defensine
beispielsweise eine chemotaktische Aktivitdt fur Monozyten und weitere
Immunzellen wie naive T-Zellen sowie dendritische Zellen auf (Territo et al.,
1989; Yang et al., 2000). Auch werden verschiedene Signalkaskaden durch
Defensine angestof3en, die zur Ausbildung einer Entziindungsreaktion und
Immunantwort fihren (Yang et al., 1999).

Einige Defensine wie beispielsweise HNP1-4 werden von ihren Zellen konstitutiv

exprimiert und gebildet. Gleichzeitig ist eine Induktion der Defensinexpression
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und -sekretion unter anderem bei einer Inflammation beschrieben (Panyutich et
al., 1993; Ayabe et al., 2000). Interferon-y (IFN-y) reguliert dabei beispielsweise
die Sekretion der Paneth-Zell-Defensine. (Farin et al., 2014). Diskutiert wird
zudem eine mitogene und moglicherweise heilungsfordernde Wirkung von
Defensinen (Steinstraesser et al., 2008). Neben der Bedeutung der Defensine
als Molekule der antimikrobiellen Immunantwort wird ihre Rolle in der
Tumorgenese und -suppression diskutiert. Es sind sowohl Induktion als auch
Suppression verschiedener Defensine in Tumorgewebe beschrieben (Jin and
Weinberg, 2019).

1.1.3 Mechanismen antiviraler Aktivitat

Humane Defensine weisen ein breites, aber mechanistisch unterschiedliches
antivirales Wirkspektrum auf. Eine direkte antivirale Aktivitdt gegeniber dem
Herpes Simplex-Virus 1 wurde bereits frih beschrieben. Das Aktivitatslevel
variiert deutlich zwischen den unterschiedlichen Defensinen und getesteten
Viren. Insbesondere fir HNP-1 wird eine breite antivirale Aktivitat postuliert,
welche am ehesten auf einer direkten Bindung an virale Partikel mit folgender
Inaktivierung beruht. Die antivirale Aktivitat ist hierbei von Temperatur, pH-Wert

und Zugabezeitpunkt abhangig (Daher et al., 1986).

Gegenuber HIV-1 zeigen sich die myeloiden a-Defensine als potente Inhibitoren
einer Infektion. Mechanistisch werden neben einer Interaktion mit dem viralen
Env-Protein sowie den zellularen Rezeptoren auf funktioneller Ebene auch eine
Hemmung der Virusaufnahme beschrieben. (Demirkhanyan et al., 2012)

Fir die enterischen a-Defensine HD5 und HD6 werden hingegen proinfektidse
Eigenschaften gegenuber HIV-1 beschrieben. Diese werden vor allem Uber eine
Steigerung der viralen Bindung an die Zelle mit den Defensinen als Mediator
begrindet (Rapista et al., 2011).

Mit Retrocyclin wurde ein auf der Sequenz der 6-Defensine basierendes Peptifd
kinstlich hergestellt, das in vitro eine HIV-1 Infektion unterbindet (Cole et al.,
2002). Mechanistisch wird analog zu den myeloiden a-Defensinen eine Blockade
des Env-protein vermittelten Entry angenommen. Da eine Wirksamkeit auch

10
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gegenuber mutierten HIV-1-Stammen nachgewiesen wurde, gelten Retrocycline

als eine potentielle Leitsubstanz der antiretroviralen Therapie (Wood et al., 2013).

Ebenfalls wird unter anderem auf Ebene des viralen Entry das Influenza-A-Virus

von verschiedenen Defensinen gehemmt (Holly et al., 2017).

Auch gegenuber unbehullten Viren weisen Defensine antivirale Eigenschaften
auf. Die a-Defensine blocken die Infektion mit humanen Papillomviren, aber auch
von Adenoviren oder Polyomaviren. Hierfir ist eine direkte Bindung der
Defensine an Viruspartikel ausschlaggebend (Holly et al., 2017). Im Fall von
humanen Papillomaviren wird das Uncoating und die Freisetzung aus dem
Endosom unterbunden und die viralen Partikel zwar internalisiert, jedoch nicht

intrazellular freigesetzt (Wiens and Smith, 2017).

Neben direkten Effekten der Defensine gegenuber Viren spielen verschiedene
indirekte Mechanismen in der korpereigenen antiviralen Immunantwort eine
Rolle. In ihrer Funktion als Chemokine locken sie Immunzellen (insbesondere
Makrophagen, T-Lymphozyten und Mastzellen) an den Ort ihrer Sekretion (Grigat
et al., 2007). Ebenfalls wird die Induktion von Cytokinen durch Defensine als ein
Faktor der indirekten antiviralen Aktivitdt beschrieben (Holly et al., 2017).
Insbesondere die Aktivierung und Degranulierung von Mastzellen durch
verschiedene Defensine und ihre Rolle in der antiviralen Immunantwort wird
diskutiert. Mehrere Mechanismen der Aktivierung von Immunzellen durch
Defensine sind ebenfalls beschrieben. So wird beispielsweise die Apoptose von
neutrophilen Granulozyten durch HNP-1 und HBD-3 gehemmt (Nagaoka et al.,
2012). Neben den bereits beschriebenen proinflammatorischen Wirkungen
werden auch antiinflammatorische Eigenschaften beschrieben, die eine

Regulationsfunktion bei einer Immunantwort nahelegen (Brook et al., 2016).

Defensine werden bei viralen Infektionen vermehrt gebildet. Dies ist besonders
fur verschiedene R-Defensine gezeigt, beispielsweise bei Infektion mit Rhinoviren
(Proud et al., 2004).

Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine Wirkung von Defensinen im Sinne einer

Verstarkung einer vorbestehenden Immunantwort, beispielsweise durch eine

11
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erhohte Bildung und Ausschittung neutralisierender AntikOrper gegen

Adenoviren im Mausmodell (Gounder et al., 2016).

Bezuglich der enterischen Defensine ist relevant, dass sie die Zusammensetzung
des Mikrobioms beeinflussen kdbnnen und dadurch indirekt einen Einfluss auf die

Suszeptibilitat fur virale Infektionen nehmen kénnen (Bevins et al., 2011).

Aufgrund beschriebener Eigenschaften werden die Defensine als mdgliche
Leitsubstanzen flr antivirale oder allgemein antiinfektiose Therapeutika
angesehen. Neben Versuchen einer topischen Applikation in verschiedenen
Tiermodellen (Hazrati et al., 2006; Brandt et al., 2007; Cole et al., 2010) gehen
Ansatze vor allem in Richtung der Synthese von defensin-ahnlichen Peptiden

oder einer speziestbergreifenden Anwendung der Defensine.

1.1.4 Defensinfragmente

Die enterischen Defensine HDS und HD6 sind nach Sekretion durch die Paneth-
Zellen im DUnndarm einem proteolytischen Milieu ausgesetzt. Hierbei konnte fur
HD5 gezeigt werden, dass das Peptid Uber seinen Abbau aus dem sekretierten
Propeptid in die aktive Form hinaus weiter verdaut wird. Dabei entstehen
zahlreiche Peptidfragmente, die in Teilen selbst eine antimikrobielle Aktivitat
gegenuber verschiedenen pathogenen Bakterienstammen aufweisen.
Insbesondere das Nonapeptid HD5(1-9) weist dabei eine vergleichbare Aktivitat
mit dem Volllangenpeptid HD5 auf und ist dabei gegen verschiedenste
Bakterienstamme wirksam. Fur HD6 dagegen konnte kein proteolytischer Abbau
gezeigt werden. (Ehmann et al., 2019). Eine mdgliche Erklarung ist, dass HD6
zu einer intermolekularen Ausbildung von Nano-Netzen neigt, was eine

extrazellulare Stabilitat von HD6 vermitteln konnte (Chu et al., 2012).

FUr verschiedene Fragmente von HD5 konnte eine starke Inhibition einer
Infektion mit humanen Zytomegalieviren (HCMV) in vitro gezeigt werden. Eine
nahere Charakterisierung zeigt insbesondere fur das Peptid HD5(1-9) eine
potente Inhibition der HCMV-Infektion in verschiedenen Zielzellen des Virus.
Ebenso werden verschiedene klinische HCMV-Isolate von HD5(1-9) inhibiert.
Gleichzeitig bleibt die Zellviabilitat in den getesteten Konzentrationen erhalten.

Mechanistische Studien weisen dabei auf eine reversible Blockade des viralen
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Attachments an oder den Eintritt in die Zelle hin, sodass diese vor einer
Penetration des Virus geschutzt bleibt. Zudem wurden Aminosauren in der
Primarstruktur identifiziert, die eine Schllsselfunktion flr die antivirale Aktivitat
einnehmen (Boffert et al., 2020).

1.2 HCMV

Das humane Zytomegalievirus ist ein humanpathogenes Virus aus der Familie
der B-Herpesviridae. Synonym wird die Bezeichnung humanes Herpesvirus 5
verwendet (Roizman et al., 1981). Die Bezeichnung ,Zytomegalievirus® leitet sich
vom zytopathischen Effekt ab, der sich bei Infektion verschiedener Zelllinien mit
HCMV in vitro zeigt. Hierbei kommt es zu einer Volumenzunahme des
Zytoplasmas mit einem Verlust der ursprunglichen Zellform bis hin zur Ablosung

der Zellen von ihrer Matrix und Lyse.

1.2.1  Struktur und Aufbau

Wie bei den anderen humanpathogenen Herpesviren handelt es sich bei HCMV
um ein behdulltes, doppelstrangiges DNA-Virus. Das virale Genom wird dabei von
einem Kapsid umgeben, welches in das Tegument eingebettet ist. Die
Lipiddoppelschicht-Hulle ist mit zahlreichen Proteinkomplexen durchsetzt (Liu
and Zhou, 2007).
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Lipidhiille

pentamerer Komplex

trimerer Komplex

gM/gN

Tegumentproteine

Kapsid

Genom

Abbildung 2: Aufbau eines HCMV-Partikels

Die virale DNA wird von einem Kapsid, dem Tegument sowie einer Lipiddoppelschicht mit
eingelagerten Proteinkomplexen umgeben.

Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Mit insgesamt gut 235000 Basenpaaren hat HCMV das grofdte Genom aller
humanpathogenen Viren (Dolan et al., 2004). Das Genom enthalt bis zu 165
proteincodierende Gene in Uber 200 offenen Leserastern, welche nach ihrer
Lokalisation im Genom benannt und nummeriert sind. Innerhalb des linearen
Genoms werden die Abschnitte UL und US von den Abschnitten IRL und IRS
separiert. An den Enden des Genoms finden sich die Abschnitte TRL und TRS

(Crough and Khanna, 2009).

TRL IRL | IRS | TRS

Abbildung 3: Struktur des HCMV-Genoms
Flankiert von den endstandigen Regionen TRL und TRS befinden sich die codierenden Regionen
UL und US. Diese werden durch die Abschnitte IRL und IRS voneinander getrennt.

Die virale DNA befindet sich in einem icosaedrischen Kapsid, das einen
Durchmesser von etwa 130 nm hat. Die Proteine MCP, Tri1, Tri2 und SCP bilden
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insgesamt 60 asymmetrische Komplexe, welche in ihrer Gesamtheit die
Kapsidstruktur bilden. Da es das gesamte virale Genom einschlief3t, ist das
Kapsid einem hohen Druck ausgesetzt. Zusatzlich wird das Kapsid durch das
Tegumentprotein pp150 stabilisiert und gleichzeitig in das virale Tegument
eingebettet. Das Tegument bezeichnet die Struktur zwischen Kapsid und
Virushille. Durch pp150 wird sie zum Kapsid hin konzentriert und netzartig
geordnet. (Dai et al., 2013; Yu et al., 2017).

Das Tegument enthalt zahlreiche Proteine, die vor allem fur die Infektion von
Zielzellen sowie den Zusammenbau und die Ausschleusung neu gebildeter
Viruspartikel relevant sind. Diese werden bei der Infektion neben dem Kapsid und
dem darin enthaltenen viralen Genom im Zytoplasma der Zielzelle freigesetzt.
Unter anderem sind die Tegumentproteine ppUL97 und pp71 fir eine effektive
Replikation der viralen DNA notwendig (Baldick et al., 1997; Kaleijta, R., 2008).
Hervorzuheben ist zudem die immunmodulatorische Funktionen verschiedener
Tegumentproteine. Diese sind fur Pathogenitat und Immunevasion von HCMV
von zentraler Bedeutung. Das Protein pp65 vermindert beispielsweise die MHC-
abhangige Expression eigener immunogener Proteine auf der Zelloberflache
(Gilbert et al., 1996) und setzt durch Interaktion mit dem NKp30-Rezeptor die NK-
Zytotoxizitat herab (Arnon et al., 2005). AuRerdem verringert es die Ausschuttung
von Typ | Interferonen. (Biolatti et al., 2018). Durch die immunmodulatorische
Funktion sind zahlreiche Tegumentproteine flr die Pathogenitat und

Immunevasion von HCMV von zentraler Bedeutung.

HCMV-Virionen werden von einer Lipiddoppelschicht umgeben, in welche
zahlreiche virale Glykoproteine eingebettet sind. Diese bilden verschiedene
Proteinkomplexe, welche zentrale Funktionen im Zelltropismus und Entry
vermitteln. Vor allem relevant sind dabei die Proteinkomplexe gClI, gCll und gClIl.
gCl bildet sich als ein Homodimer des Proteins gB. gCll besteht aus den
Glykoproteinen gM und gN. gCllIl setzt sich aus gH und gO zusammen. (Davison
and Bhella, 2007). Aufgrund ihrer exponierten Lage werden die Glykoproteine,
insbesondere gB als Targetstrukturen fur die Impfstoffentwicklung gegen HCMV

gesehen. (Anderholm et al., 2016).
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HCMYV kann in Laborstdmme und klinische Isolate unterschieden werden. Erstere
neigen dazu Mutationen zu entwickeln, welche die Replikationsfahigkeit in vitro
begunstigen. Gleichzeitig kdnnen sie dabei in vivo relevante Eigenschaften
verlieren, was beispielsweise in einem eingeschrankten Zelltropismus resultiert
(Wilkinson et al., 2015).

1.2.2 Zelltropismus und virales Entry

Das humane Zytomegalievirus zeichnet sich durch einen aullergewohnlich
breiten Zelltropismus aus. Dies tragt erheblich zum variablen klinischen
Erscheinungsbild einer HCMV-Infektion bei. (Gerna et al., 2019). Neben Epithel-
und Endothelzellen befallt das Virus Fibroblasten als typische zellulare
Komponente des Bindegewebes. Des Weiteren gehoren glatte Muskelzellen,
sowie myeloide Zellen zu den Zielzellen des Virus. Nahezu in allen humanen
Geweben finden sich HCMV-permissive Zelltypen (Sinzger et al., 2008). Durch
die Infektion von Monozyten ist die Fahigkeit gegeben, Uber den Blutstrom im
Organismus zu disseminieren. In ausdifferenzierten Makrophagen kann
schliel3lich eine aktive Replikation stattfinden (Ibanez et al., 1991). Fibroblasten
und glatte Muskelzellen bieten durch ihre weite Verbreitung im menschlichen
Korper die Mdaglichkeit einer effektiven Replikation. Insbesondere die Infektion
von Epithelien und Endothelzellen kann in Abhangigkeit der Lokalisation die
klinische Manifestation einer Infektion bestimmen. Neben der Dissemination
kommt der Ausbreitung durch direkte Zell-zu-Zell-Ubertragung eine
entscheidende Rolle zu (Digel et al., 2006).

Unter Bezugnahme auf die in der Arbeit verwendeten Zellkultursysteme ist
hervorzuheben, dass eine Freisetzung von infektiosen HCMV-Partikeln in den
Uberstand erfolgen kann und auch auf diesem Weg eine Infektionsausbreitung
stattfindet (Yamane et al., 1983).
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Abbildung 4: Attachment und Entry von HCMV

Nach initialer Bindung an Heparansulfat mittels gM/gN erfolgt ein zelltypspezifischer Entry-
Mechanismus: In Fibroblasten wird dieser Uber den trimeren Oberflachenkomplex durch die
Bindung an PDGFRa vermittelt. Fir Epithel- und Endothelzellen ist die Interaktion des

pentameren Komplexes mit NRP2 (Neuropilin 2) ausschlaggebend.

Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Nach derzeitigem Stand wird der Zelltropismus Uber verschiedene zellulare
Oberflachenmolekile mit Rezeptorfunktion fur virale Proteinkomplexe vermittelt.
Initial kommt es zur Bindung des viralen Oberflachenkomplexes gM/gN mit
zellularen Proteoglykanen, insbesondere Heparansulfat (Kari and Gehrz, 1992;
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Compton et al., 1993). Dieser Schritt ist kinetisch reversibel und stellt am ehesten
eine Konzentrierung von Virionen auf der zellularen Oberflache dar.
AnschlieRend wurden verschiedene Mechanismen identifiziert, die zum Entry des
Virus in die Zielzelle filhren koénnen: Uber den heterotrimeren
Oberflachenkomplex gH/gL/gO bindet HCMV insbesondere in Fibroblasten
(Vanarsdall et al., 2011) an PDGFRa (Kabanova et al., 2016; Wu et al., 2017).
AnschlieRend erfolgt die Aufnahme in die Zelle pH-unabhangig Uber eine

Makropinocytose. (Hetzenecker et al., 2016).

Die Proteine gH und gL bilden mit den viralen Glykoproteinen UL128, UL130 und
UL131 den sogenannten pentameren Komplex. Dieser vermittelt insbesondere
den Tropismus gegenuber epithelialen und endothelialen Zellen (Wang and
Shenk, 2005). Als Zielrezeptor fir den pentameren Komplex wurde Neuropilin-2,
ein membranstandiges Protein, das bereits als Rezeptor flr verschiedene
Wachstumsfaktoren, unter anderem fur VEGF (Soker et al., 1998), charakterisiert
war, identifiziert (Martinez-Martin et al., 2018). Im Anschluss an die Bindung wird
das Virus dann mittels Endozytose pH-abhangig aufgenommen und in der Zelle

freigesetzt.

Von entscheidender Bedeutung fur die Penetration der Zielzelle ist aulerdem

das virale Protein gB, welches die Membranfusion vermittelt. (Wille et al., 2013).

Weitere zellulare Rezeptoren, welche Attachment und Entry von HCMV in die
Zielzelle vermitteln, werden diskutiert, unter anderem OR14I1, ein
Geruchsrezeptor des olfaktorischen Epithels, oder verschiedene Integrine (E et
al., 2019; Feire et al., 2004).

Die Entry-Rezeptoren von HCMV stellen Ansatzpunkte in der Entwicklung neuer
antiviraler Wirkstoffe dar, beispielsweise Uber die Blockade der Rezeptoren mit

ihren naturlichen Liganden (Stegmann et al., 2017).

1.2.3 Reproduktionszyklus
Nach erfolgtem Eindringen des Virions in die Zelle erfolgt der Transport des
Nukleokapsids zum Zellkern entlang der zellularen mikrotubularen Struktur.

(Ogawa-Goto et al., 2003). Gleichzeitig regulieren verschiedene
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Tegumentproteine die zellulare Immunantwort und steuern die initiale
Genexpression (Beltran et al., 2014). Diese findet in verschiedenen Phasen statt,
welche sich wie folgt klassifizieren lassen: Insbesondere in den ersten 2 Stunden
nach Infektion findet die Expression der sogenannten IE (immediate early)-Gene
statt. Diese kodieren unter anderem flr die Proteine IE1 und IE2 und dienen als
Transkriptionsaktivatoren. Im Folgenden werden vermehrt auch DE (delayed
early-)Gene (bis 24 h nach Infektion) und late-Gene (ab 24 h nach Infektion)
transkribiert. Diese beinhalten einerseits zahlreiche virale Strukturproteine.
Andererseits wird die zellulare Umgebung moduliert und so beispielsweise die
Apoptose inhibiert und der Zellzyklus kontrolliert (Stinski, 1978; Stinski and Meier,
2007; White and Spector, 2007; Anders et al., 2007).

Die de novo Assemblierung von Nukleokapsiden beginnt nach Translation der
Kapsidproteine im Zytoplasma. Oligomere werden zurlick in den Nukleus
transportiert und dort zu fertigen Kapsiden mit darin verpackter DNA
zusammengesetzt. Nach Ausschleusung aus dem Zellkern werden die Kapside
dann in einem Zwischenkompartiment von endoplasmatischem Retikulum und
Golgi-Apparat umschlossen. Durch diesen Prozess wird das Virus umhdllt. In die
Virusmembran sind hiernach die viralen Oberflachenproteine inkorporiert, welche
zuvor am Golgi-Apparat glykosyliert wurden. Abschlielend erfolgt die
Ausschleusung der Virionen mittels Exozytose an der Zellmembran (Gibson,
2008; Crough and Khanna, 2009; Schauflinger et al., 2013). Neben der
Exozytose vollstandiger Viruspartikel ist auch die Ausschleusung von NIEPs und
dense bodies beschrieben. Letztere bestehen aus der viralen Hulle und
Tegumentproteinen, insbesondere pp65, enthalten aber weder Kapsid noch
DNA. NIEPs hingegen sind durch das Vorhandensein von Hulle, Tegument und
einem Kapsid, dass keine virale DNA enthalt, gekennzeichnet (Irmiere and
Gibson; 1983).

Neben dem bisher beschriebenen lytischen Infektionszyklus, der durch die
Produktion und Ausschleusung neuer Virionen gekennzeichnet ist, gibt es die
Form der latenten Infektion. Hierbei findet allenfalls eine sehr geringe
Transkription viraler DNA statt. Diese wird von viralen Faktoren und dem

umgebenden  zellularen Milieu reguliert und beispielsweise Uber
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Histonmodifikationen vermittelt (Murphy et al., 2002; Goodrum et al., 2012). Im
Detail ist die Latenz in hamatopoietischen Vorlauferzellen und Monozyten
beschrieben (von Laer et al., 1995). Bei einer Veranderung des zellularen
Mikromilieus, wie sie beispielsweise bei immunsuppressiver Therapie des Wirts
eintreten kann, besteht die Mdglichkeit einer Reaktivierung. Dabei tritt HCMV von

der latenten Infektion in eine lytische Infektion ein.

1.2.4 Epidemiologie und Pathogenese der HCMV-Infektion

Die Infektion mit dem humanen Zytomegalievirus ist weltweit verbreitet mit einer
Durchseuchungsrate von 45-100%. Diese hangt neben der geografischen Lage
auch vom soziookonomischen Status der Stichprobe ab (Cannon et al., 2010).
Eine Ubertragung des Virus erfolgt von Mensch zu Mensch. Haufige
Ubertragungswege sind dabei Schmierinfektionen, bei denen das Virus unter
anderem Uber Speichel, Urin, Blut, Muttermilch sowie Samenflissigkeit und
Vaginalsekret Ubertragen werden kann. Fur die kongenitale CMV-Infektion ist die
diaplazentare Ubertragung von Mutter auf Fetus von zentraler Relevanz (Britt,
2007).

Man nimmt an, dass etwa 0,2-0,5% aller lebend geborenen Kinder in
Deutschland mit CMV infiziert sind. Auch weltweit stellt eine CMV-Infektion damit
die haufigste konnatale Infektionserkrankung dar (Kenneson and Cannon, 2007;

Buxmann et al., 2017).

Grundsatzlich ist eine Ansteckung mit HCMV in jedem Alter moglich, wenngleich

die Primarinfektion haufig schon im Kindesalter stattfindet. (Griffiths et al., 2015).

1.2.5 Diagnostik und klinische Manifestation

Fir den Nachweis einer Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus stehen
mehrere Methoden zur Verfugung. Die Detektion mittels PCR weist das virale
Genom direkt nach und bietet die Moglichkeit der Quantifizierung der Viruslast.
Diese korreliert mit dem Schweregrad einer HCMV-Erkrankung (Natori et al.,
2018). Ein weiterer direkter Virusnachweis ist die Detektion des pp65-Antigens.
Eine Kultivierung auf Fibroblasten oder ahnliche Zellkultursystemen ist ebenso
moglich wie eine Biopsie betroffener Organe mit immunhistochemischem

Nachweis einer CMV-Infektion. In Gewebeproben zeigen sich regelmalig
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typische  ,Eulenaugenzellen, welche sich als Riesenzellen mit

Einschlusskorperchen im Zellkern beschreiben lassen.

Ein Nachweis von Antikbrpern gegen HCMV lasst einen Rulckschluss auf die
zeitliche Lokalisation einer Infektion zu: IgM-Antikérper lassen sich in der Regel
nur bei einer Primarinfektion nachweisen, IgG-Antikdrper dagegen nur mit
zeitlichem Abstand zur Primarinfektion. Daher kdonnen IgG-Antikorper ohne

erhohtes IgM als Zeichen einer zurlckliegenden Infektion gedeutet werden.

Zudem weisen zahlreiche Tests HCMV-spezifische T-Lymphozyten nach
(Rogers et al., 2020).

Eine Infektion mit HCMV verlauft fir immunkompetente Individuen in aller Regel
mild bis asymptomatisch. Es kann dabei zu klassischen Infektionssymptomen
wie erhohten Temperaturen bis Fieber, Appetitsverlust oder Abgeschlagenheit
kommen. Diese treten typischerweise nach einer Inkubationszeit von 4-6
Wochen auf und remittieren spontan nach etwa 2 Wochen. Durch die Etablierung
einer latenten Infektion besteht die Moglichkeit einer Reaktivierung der Infektion,
die unter anderem wahrend einer immunsuppressiven Therapie auftritt.
Insbesondere nach Organtransplantation, allogener Stammzelltransplantation
oder Immunschwache (wie sie beispielsweise im Stadium AIDS einer HIV-
Infektion auftritt) stellt HCMV eine ernsthafte Bedrohung dar. Es kann zu
Entziindungen zahlreicher Organsysteme kommen, wie Osophagitis, Hepatitis,
Colitis, Retinitis oder Pneumonitis (Griffiths et al., 2015). Letztere weist trotz
antiviraler Therapie eine Letalitat von 30-50% auf (Travi und Pergam, 2014). Zur
Verbesserung des Outcomes der Patienten wird in der Transplantationsmedizin
der Serostatus und die Viruslast Uberwacht und gegebenenfalls eine antivirale

Prophylaxe oder frihzeitige Therapie durchgefihrt (Kotton et al., 2018).

Von zentraler Bedeutung ist HCMV in der pranatalen Medizin und der
Geburtshilfe. Eine intrauterine CMV-Infektion kann zu vielfaltigen und mitunter
schwerwiegenden Einschrankungen des Neugeborenen flhren, auch wenn
diese bei Geburt noch nicht sichtbar sind. Es kommt beispielsweise zu
Schadigungen des Gehdrs mit Schwerhorigkeit bis hin zum Gehorverlust,

Wachstumsretardierung und geistigen Beeintrachtigungen. Die Gefahr fur das

21



Einleitung

Kind steigt dabei, wenn die Ubertragung von HCMV im ersten Trimester der

Schwangerschaft stattfindet (Buxmann et al., 2017).

1.2.6 Therapie

Aufgrund des milden Verlaufs ist bei Immunkompetenten in der Regel keine
spezielle antivirale Therapie notwendig. Zur Therapie einer schweren HCMV-
Infektion sind verschiedene Wirkstoffe zugelassen: Ganciclovir und sein Prodrug
Valganciclovir, Letermovir, Cidofovir sowie Foscarnet. (Britt und Prichard, 2018).
Die Gabe von (Val)-Ganciclovir stellt dabei die bevorzugte Therapie dar. Das
Pharmakon wirkt dabei durch eine Inhibition der Elongation viraler DNA (Biron et
al., 1985). Zur Aktivierung muss Ganciclovir mehrfach phosphoryliert werden,
initial durch die virale Kinase UL97. Durch Resistenzmutationen von unter
anderem UL97 kann es zu einem Wirkverlust von Ganciclovir kommen, der mit
gesteigerter Morbiditat und Mortalitat der Patienten einhergeht (Fisher et al.,
2017). Relevante Nebenwirkungen sind vor allem hamatologische

Erscheinungen wie Neutropenie, Thrombozytopenie oder Anamie.

Letermovir hemmt die Verpackung viraler DNA in das Kapsid. Auch gegen
Letermovir kann es jedoch zu Resistenzmutationen (UL56 und UL89) kommen,
Fir die Transplantation von hamatopoietischen Stammzellen wurde Letermovir
als potent in der Prophylaxe einer CMV-Infektion charakterisiert (Marty et al.,
2017).

Cidofovir stellt ein Nukleotidanalogon dar, welches ahnlich wie Ganciclovir zu
einem Abbruch der Synthese viraler DNA fuhrt. Limitationen erfahrt Cidofovir
neben Resistenzmutationen vor allem durch seine Nephrotoxizitat sowie die
Notwendigkeit der intravendsen Applikation.

Foscarnet ist ein Pyrophosphat-Analogon, das die Aktivitat der viralen DNA-
Polymerase herabsetzt. Mutationen unter anderem in UL54 koénnen die
Wirksamkeit herabsetzen (Gregg et al., 2014). Auch weist Foscarnet eine
relevante Nephrotoxizitat auf.

Fir die kongenitale HCMV-Infektion besteht keine zugelassene Therapie.
Genannte Pharmaka sind aufgrund ihrer Nebenwirkungen nicht in der

Schwangerschaft zugelassen. Diskutiert wird, ob die Gabe von
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Hyperimmunglobulinen gegen HCMV in der Schwangerschaft nach erfolgter
Primarinfektion der Mutter einen protektiven Effekt auf das Kind haben (Kagan et
al., 2018). Eine Primarprophylaxe im Sinne einer Impfung gegen HCMV, welche
ebenfalls die hohe Seropravalenz eindammen konnte, ist ebenfalls nicht

vorhanden.

Insgesamt besteht nach wie vor Handlungsbedarf in der Entwicklung neuer
Therapieoptionen gegenuber HCMV. Dieser ergibt sich vor allem aus den
Resistenzentwicklungen gegenuber vorhandenen Pharmaka und aus der
klinischen Relevanz der HCMV-Infektion bei Neugeborenen sowie

Transplantationspatienten.

1.3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die antivirale Aktivitat von HD5(1-9)
gegenuber HCMV naher zu charakterisieren. Da eine deutliche Inhibition der
Infektion erst in Konzentrationen von tUber 50uM gezeigt werden konnte, sollten
madgliche Peptidvariationen getestet werden, um eine Steigerung der antiviralen
Aktivitat zu untersuchen. Konkret wurde hierbei die Primarstruktur von HD5(1-9)
n- und c-terminal verkurzt und die antivirale Aktivitat der resultierenden Peptide
evaluiert.

Ein weiteres Ziel war die genauere Untersuchung, wie die antivirale Aktivitat des
Peptids vermittelt wird. Die bisherige Datenlage weist am ehesten auf eine
Interaktion mit der Zelloberflache als wahrscheinlichsten Mechanismus hin
(Boffert et al., 2020). Mittels biotinylierten Peptidderivaten sollten Experimente
zur Charakterisierung mdglicher Bindungspartner sowie zur Lokalisation des
Peptids durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Ziel bestand in der Fragestellung, ob HD5(1-9) auch gegenlber
anderen Viren, insbesondere gegenuber SARS-CoV2, eine antivirale Wirkung

aufweist.

Ziel der Arbeit war es eine Optimierung von HD5(1-9) bezuglich des Wirkprofils

zu erreichen, um eine mogliche in vivo - Anwendung realistischer erscheinen zu
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lassen. AuRerdem sollte der Mechanismus der Infektionsinhibition aufgeklart und

virale oder zellulare Zielstrukturen von HD5(1-9) identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Zelllinien

Name Beschreibung Hersteller
HFF engl. human foreskin fibroblasts; primare ATCC
Fibroblasten aus der Vorhaut mannlicher (#SCRC-
Neugeborener; adharente Zelllinie 1041)
ARPE19 engl. arterial retinal pigmented epithelium ATCC
cells; arterielle pigmentierte Epithelzellen (#CRL2302)
der Retina eines 19-jahrigen Mannes;
adharente Zelllinie
CaCo2 engl. cancer colon cells; immortalisierte ATCC
Zellinie aus einem humanen kolorektalen (#HTB-37)
Adenokarzinom; adharente Zelllinie
HEK/293T  engl. human embryonal kidney cells; ATCC
embryonale Nierengewebszellen, welche (#CRL3216)
kinstlich mit dem grofden T-Antigen des
SV40-Virus sowie den adenoviralen
Genfragmenten E1A und -B transformiert
wurde; adharente Zelllinie
CD4+ Durch Isolierung aus Zentrum  fur
T-Zellen Forschungsblutproben mit klinische
angereicherten Leukozyten gesunder Transfusions-
Blutspender*innen gewonnene primare medizin
CD4- exprimierende T-Zellen; (Tubingen)
Suspensionszellen
ITGB1-KO-  mittels lentiviraler Transduktion diese Arbeit
ARPE-19 modifizierte ARPE-19, die ITGB1 nicht

mehr exprimieren
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LRP1-KO- mittels lentiviraler Transduktion diese Arbeit
ARPE-19 modifizierte ARPE-19, die LRP1 nicht
mehr exprimieren
NEB10 beta Kompetente Escherichia coli NEB
(#C3019I)
21.2 Viren

Name Beschreibung Referenz

HCMV- Endotheliotroper HCMV- Sinzger et al. (1999)

TB40/E-WT Virusstamm Freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von C.
Sinzger, Ulm

HCMV- Endotheliotroper HCMV- Digel et al. (2006)

TB40/E- Virusstamm, exprimiert Freundlicherweise zur

delUL16- EGFP anstelle von UL16 Verfligung gestellt von C.

EGFP Sinzger, Ulm

icSARS- Rekombinanter SARS- World Reference Center for

CoV2-mNG CoV-2 mit Expression Emerging Viruses and

von mNeonGreen
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2.1.3 Peptide

Name Aminosaurensequenz
HD5(1-9) ATCYCRTGR
HD5(2-9) TCYCRTGR

HD5(3-9) CYCRTGR

HD5(1-8) ATCYCRTG

HD5(1-7) ATCYCRT

HD5(1-9)-bio  n-terminal biotinyliertes HD5(1-9)
HD5(3-9)-bio  n-terminal biotinyliertes HD5(3-9)

Alle Peptide wurden von JPT Peptide Technologies GmbH hergestellt. Die

Peptide wurden in 0,01% Essigsaure in Wasser gelost und bei -20°C gelagert.

Fir den Versuch zur Bestimmung der IC50 der verkirzten Defensinderivate

(siehe 3.1) wurden die Peptide in 0,01% Essigsaure in PBS geldst.

2.1.4 Antikorper

Name Kon- Spezies Verdiin- Katalog- Hersteller
jugat nung nummer

antiHCMV |E1 - Maus 1:1000 #ab53495 abcam

and IE2

Anti-N-sulfated - Maus 1:200 GRP10467 GRP

heparan

sulfate Purified

CD29 PE rekombinant 1:50 #130-118- Miltenyi
Antibody, hergestellt 194

REAfinitiy

CD49%e PE rekombinant 1:50 #130-110-  Miltenyi
Antibody, hergestellt 590

REAfinity
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CD91 PE rekombinant 1:50 #130-111-  Miltenyi
Antibody, hergestellt 412

REAfinity

Goat anti Alexa Ziege 1:2000 #A-31555 Thermo
mouse IgG Fluor Fisher
(H+L) Alexa 514

Fluor 514

Goat anti Alexa Ziege 1:2000 #A-11005 Thermo
mouse IgG Fluor Fisher
(H+L) Alexa 594

Fluor 594

HIV-1 core FITC Maus 1:50 #6604665 Beckman
antigen-FITC, Coulter
KC57

PE Mouse PE Maus 1:5 #555432 BD
anti-human Bioscience
CD25 S

PE Mouse PE Maus 1:20 #310906 Biolegend
anti-human

CD69

Streptavidin Alexa - 1:200 #S-32353 Thermo
AlexaFluor Fluor Fisher
514 514

2.1.5 Reagenzien, Kits und Enzyme

Name Hersteller

Accutase Sigma-Aldrich (#A6964)
Aceton Applichem (#A1582)

Agar Thermo Fisher (#30391023)
Agarose Lonza (#50004L)
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Ampicillin

Biocoll
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

Dulbecco’s MEM (DMEM)
Essigsaure (HAc)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetales Kalberserum (FKS)
Hefeextrakt

Heparin

Hoechst 33342

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Leucoagglutinin PHA-L (PHA)
Natriumchlorid (NaCl)
Nichtessenzielle Aminosauren (NEAA)
OptiMEM TM

Paraformaldehyd (PFA)

Pepton

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Polyethylenimin (PEI)

Puromycin

Rekombinantes humanes IL-2
RosetteSep Human CD4+ T Cell
Enrichment Cocktail

SiR-DNA

Tris Base

Trypsin/EDTA-LOsung (10x)
4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
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Applichem (#A2942)
Biochrom (#L6115)
Applichem (#A3906)

Thermo Fisher (#61965059)
Merck (#100063)
Sigma-Aldrich (#E1510)
Sigma-Aldrich (#E-5134)
Life Technologies (#10500)
Roth (#2363.3)
Sigma-Aldrich (#H3149)
Thermo Fisher (#62249)
Sigma-Aldrich (#P8041)
Merck (#104873)
Sigma-Aldrich (#2769)
Applichem (#A2942,5000)
Life Technologies (#11140035)
Thermo Fisher (#31985062)
Roth (#0335.2)

Thermo Fisher (#211677)
Biochrom (#A2213)

Thermo Fisher (#14190144)
Polysciences (#23966.1)
Sigma-Aldrich (P8833)
StemCell (#78036.1)
StemCell (#15062)

TebuBio (#SC007)
Sigma-Aldrich (#T-1503-1kg)
Biochrom (#L2153)
Sigma-Aldrich (#D9542)



Material und Methoden

2.1.6 Néahrmedien

Zelltyp Zusammensetzung
ARPE-19 und HFF DMEM
+ 5% FKS

+ 100pg/ml Penicillin/Streptomycin

Caco?2

DMEM

+10% FKS

+ 100pg/ml Penicillin/Streptomycin
+ 1% NEAA

CD4+ T-Zellen

RPMI
+10% FKS
+ 100ug/ml Penicillin/Streptomycin

KO-ARPE-19

DMEM
+ 5% FKS
+ 100pg/ml Penicillin/Streptomycin

+ 1ug/ml Puromycin

KO-Caco2

DMEM

+10% FKS

+ 100pg/ml Penicillin/Streptomycin
+ 1% NEAA

+ 6ug/ml Puromycin

293T
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2.1.7 Puffer und Lésungen

Name

Zusammensetzung

DAPI-stock-Losung

2 mg DAPI + 1 ml PBS

FACS-Puffer

50 ml PBS + 500 pl FKS

Heparin stock (2mg/ml)

20mg Heparin + 10 ml PBS

LB-Agar

5 g NaCl

5 g Hefeextrakt

10 g Pepton

20 g Agar

Mit dH20 bis zu A1l

anschlieRend Autoklavieren

aufftllen,

LB-Medium

5 g NaCl

5 g Hefeextrakt

10 g Pepton

Mit dH20 bis zu A1l

anschlieRend Autoklavieren

auffullen,

PBS (10x)

26,8mM KCI

14,7mM KH2PO4

1,37M NacCl

81mM Na2HPO4

mit 5 M NaOH auf einen pH von 7,4
bringen, im Anschluss mit H20 auf 1 |

auffillen

PHA stock (1mg/ml)

1 ml PHA + 1 ml PBS

0,01% Essigsaure in Wasser

5 pl HAc + 50 ml H20

0,8% Agarose

1,6g Agarose + 198,4 ml TAE (1x)

1x TAE-Puffer

20 ml 50x TAE-Puffer + 980 ml dH20

4% PFA

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

auflésen und bei -20°C lagern
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50x TAE-Puffer 2419 Tris Base (2M)
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA (0,05M)
Mit dH20 bis zu 1 | auffillen

80% Aceton in Wasser 20 ml Aceton + 5 ml H20

2.1.8 Klonierungsmaterialien (Primer, Enzyme, Puffer)

Name Hersteller
ddH20 Promega

Esp3l Thermo Fisher
Fast AP Thermo Fisher
Fast digest buffer Thermo Fisher
PureYield TM Plasmid Midiprep System Promega
NucleoSpin R Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel
T4 ligation buffer Thermo Fisher
T4 PNK Thermo Fisher
T4 DNA ligase Thermo Fisher
1kb plus DNA ladder Life technologies

21.9 Plasmide

Name Beschreibung Hersteller

lentiCRISPRv2 Lentivirales Ruckgrat mit Cas9, Addgene #98290

puro Puromycinresistenz

pBR-NL43 wt HIV-1, mit X4-Tropismus Rucker et al., 2004

pMD2G Exprimiert Hulle des vesikularen Addgene #12259
Stomatitis-Virus

pSIV-vpr-vpx+ Vpx enthaltende virusahnliche freundlicherweise zur
Partikel Verflgung gestellt von

Prof. Thomas Gramberg,

Erlangen
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psPAX2 lentivirales Packaging-Plasmid Addgene #12260
pWPXLd EGFP exprimierendes Plasmid  Addgene #12258
pVSV-G Glycoprotein des vesikularen Addgene #138479

2.1.10 guideRNA
Konstrukt

ITGAS-1

ITGAS-2

ITGB1-1

ITGB1-2

ITGB1-3

LRP1-1

LRP1-2

LRP1-3

XYLT2-1

XYLT2-2

EXT1-1

Stomatitis-Virus

Sequenz
(obere Reihe-vorwarts, untere Reihe-rickwarts)

caccgCCGCGTCTAAGTTGAAGCCC
aaacGGGCTTCAACTTAGACGCGGc
caccgGTCTGTTCCCGGCCGGTAAA
aaacTTTACCGGCCGGGAACAGACc
caccgATACAAGCAGGGCCAAATTG
aaacCAATTTGGCCCTGCTTGTATc
caccgAGCTTACCTGCACGCGCCAC
aaacGTGGCGCGTGCAGGTAAGCTc
caccgCGTTCTTGCAGTAAGATTTG
aaacCAAATCTTACTGCAAGAACGc
caccgCCATCACACCTACGAGCACG
aaacCGTGCTCGTAGGTGTGATGGc
caccgAGCTCGTCGACAGCAAGATT
aaacAATCTTGCTGTCGACGAGCTc
caccgCGTCTGTCTGTGGATCGGGC
aaacGCCCGATCCACAGACAGACGc
caccgCAAGGCCGTTTATCACGAGC
aaacGCTCGTGATAAACGGCCTTGc
caccgACCCCCAAGTGCGAGATCGT
aaacACGATCTCGCACTTGGGGGTc
caccgGGTAGTACGAACAATCCTCC
aaacGGAGGATTGTTCGTACTACCc
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EXT1-2 caccgCGTTATGGACGTGATATAAG
aaacCTTATATCACGTCCATAACGc
EXT2-1 caccgTAGTCCTCACCTACGACCGA
aaacTCGGTCGTAGGTGAGGACTAC
EXT2-2 caccgTCCGTGATGTGCCGGTTGTT
aaacAACAACCGGCACATCACGGAc
EXT2-3 caccgTCTCAGACAGTGACTACTAC

aaacGTAGTAGTCACTGTCTGAGAc
Alle guideRNA-Kontstrukte wurden von der Firma metabion international AG

hergestellt.

2.1.11 Geriéte
Cytation3 multiplate reader  Biotek
MACSQuant VYB Miltenyi
NanoDrop TM 1000 Thermo Fisher

2.1.12 Software

Software Hersteller

Corel Draw X7 Corel

Endnote 20 Clarivate Analytics

FlowLogic 8 Inivai

GraphPad Prism 9 GraphPad

Gen5 3.10 Biotek

Imaged 1.53 Wayne Rasband, National Institute of Health
Microsoft Office 2019 Microsoft Corporation
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2.2 Methoden

221 Zellkultur

HFF und ARPE-19 wurden in DMEM mit 5% FCS und 1% Penicillin und
Streptomycin kultiviert. Bei Konfluenz von Uber 90% wurden die HFF im
Verhaltnis 1:2, die ARPE-19 im Verhaltnis 1:4 gesplittet. Die Ablosung der Zellen
erfolgte nach Abnahme des Mediums und Waschung mit PBS durch Zugabe von
Trypsin. In einer T175-Zellkulturflasche wurde mit 2ml Trypsin gearbeitet, in einer
T75 mit 1ml Trypsin. Nach 5-mindtiger Inkubation bei 37°C erfolgte die
mikroskopische Kontrolle der Ablésung. Bei noch nicht erfolgter oder nicht
vollstandiger Ablésung der Zellen wurde die Inkubationszeit verlangert. Die HFF

wurden in den Passagen 18-36 verwendet.

Caco2 wurden in DMEM mit 10% FCS, 1% Penicillin und Streptomycin sowie 1%
NEAA kultiviert. Bei Konfluenz von Gber 90% wurden die Zellen im Verhaltnis 1:8
gesplittet. Die Abldsung erfolgte nach Waschung mit PBS mittels Zugabe von

Accutase und Inkubation von 5-10 Minuten bei 37°C.

293T wurden in DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin und Streptomycin
kultiviert. Bei Konfluenz von dber 90% wurden die Zellen im Verhaltnis 1:8
gesplittet. Die Ablosung der Zellen erfolgte mittels mechanischer

Kraftanwendung.

Leukozytenangereicherte Forschungsblutproben wurden in anonymisierter Form
vom Zentrum fur klinische Transfusionsmedizin Tubingen bereitgestellt. Das
Einverstandnis der Spender zur Verwendung ihrer Blutproben flr
Forschungszwecke ist eingeholt und ein Ethikvotum lag vor (Projektnummer
612/2020A). 10ml Blut wurden mit PBS im Verhaltnis 1:2 verdiinnt. Nach Zugabe
des RosetteSep Human CD4+ T Cell Enrichment Cocktail (1,5ml fur 10ml Blut)
und Inkubation von 20 Minuten bei RT erfolgte die Schichtung tber 20ml Ficoll.
Nach Zentrifugation (45min bei 2200rpm und RT, mit ausgeschalteter Bremse)
erfolgte die Abnahme der Leukozytenschicht und zweimalige Waschung mit
PBS. Im Anschluss wurden die Zellen gezahlt und in Zellkulturmedium

resuspendiert.
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Die Zahlung aller Zelltypen erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer.

2.2.2 Herstellung und Titration von HCMV-stocks

Zur Herstellung eines HCMV-stocks wurde eine T175-Zellkulturflasche 70-90%
konfluenter HFF verwendet. Nach Abnahme des Mediums wurde 1ml HCMV-
Suspension und 4ml Medium zugegeben. Nach zweistundiger Inkubation erfolgte
die Zugabe von weiteren 15ml Medium. Im Verlauf wurde bei klarem
zytopathischem Bild, frihestens aber nach 6 Tagen, der Uberstand aus der
Zellkulturflasche abgenommen. Nach Zentrifugation von 10min bei 3200 g zur
Pelletierung von Zelldebris wurde der Uberstand aliquotiert und fir weitere

Experimente bei -80°C gelagert.

Der Titer eines Virus beschreibt die Anzahl infektidser Partikel pro Volumen
[IU/ml]. Zur Titration wurden je 12 wells mit 10.000 HFF auf einer 96-well-Platte
ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und das zu
titrierende Virus in einer Verdlinnungsreihe mit einem Zielvolumen von 100ul/well
zugegeben. Durch den Vorgang des Einfrierens und Wiederauftauens findet eine
signifikante Reduktion der Viruslast statt. Daher muss die Titration eines Vorrat-
stocks, der gefroren gelagert wird, ebenfalls mit einem wiederaufgetauten Aliquot
durchgefihrt werden, da es ansonsten zu einer Verfalschung der Werte kommt.
Nach zwei Stunden wurden 100upl Medium zu den wells hinzugegeben. Am
folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 100ul 80%
Aceton in Wasser fur 5 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und permeabilisiert.
Im Anschluss wurden 100ul einer 1:1000-Verdinnung des IE1/2-Ak in PBS
zugegeben und fur 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 100ul einer
1:2000-Verdunnung des ALEXAFluor514 oder ALEXAFluor594 in PBS
zugegeben und fur 45-60 Minuten bei 37°C inkubiert. Eine nukleére
Gegenfarbung erfolgte mit je 100ul einer 1:20000-Verdinnung von DAPI in PBS
fir 8 Minuten bei Raumtemperatur. Zwischen den Schritten wurden die wells
dreimal mit je 200yl PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Auswertung
mittels Mikroskopie im Cytation3. Dabei wurden Bilder mit den Kanalen DAPI und
YFP beziehungsweise Texas Red aufgenommen. Mittels der automatisierten
Zellzahlfunktion wurde die Anzahl der Zellen mittels der DAPI positiven Nuklei
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bestimmt. Die Anzahl der virusinfizierten Zellen wurde mittels der YFP-positiven
Nuklei aufgrund der IE-Genexpression nach HCMV-Infektion bestimmt. Im
Anschluss wurden die Infektionsraten wie folgt bestimmit:

Anzahl der Signale (YFP)
Anzahl der Signale (DAPI)

absolute Infektionsrate =

Zur Titerberechnung wurden diejenigen wells miteinbezogen, die eine
Infektionsrate zwischen 30 und 70% aufwiesen. Die Berechnung des Titers
erfolgt mit folgender Formel:

((=In(1—-Infektionsrate))*Zellzahl)
Virusvolumen im well

Titer [infektiose Einheiten/ml] =

Die MOl ist ein experimenteller Rahmenparameter. Sie bildet ein Verhaltnis der
Gesamtzellzahl und der Gesamtzahl infektidser Partikel. Eine MOI von 1
bedeutet, dass die Zahl der infektidsen Partikel der Zellzahl genau entspricht. Die

MOI berechnet sich ausgehend von der Infektionsrate wie folgt:
MOl = (—In(1 — Infektionsrate))

Zur Titration wurden technische Triplikate verwendet.

2.2.3 Infektionsassays mit HCMV

2.2.3.1 Klassischer Infektionsassay mit HCMV

Es wurden je 10.000 Zellen in 200ul pro well auf einer 96-well-Platte ausgesat.
Am darauffolgenden Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen
experimentspezifisch mit Peptiden behandelt und infiziert. Einzelheiten sind im
Folgenden aufgefuhrt. Im Anschluss wurden die Zellen fur 2 Tage bei 37°C und
5% CO2 inkubiert. Nach Abnahme des Mediums von den Zellen wurden diese
durch Zugabe von je 100ul 80% Aceton in H20 zu den wells fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Es erfolgte eine dreimalige Waschung mit je 200ul PBS
pro well. HCMV-infizierte Zellen wurden mittels einer Antikdrperfarbung gegen
IE-HCMV-Proteine detektiert. Dazu wurde der Erstantikérper (antiHCMV IE1 and

IE2) in einer Verdinnung von 1:1000 in PBS mit einem Volumen von 100ul pro
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well zugegeben und fir 90min bei 37°C inkubiert. Nach dreimaliger Waschung
mit je 200ul PBS pro well wurde als Zweitantikorper ALEXAFIuor 514 in einem
Volumen von 100yl pro well in einer 1:2000-Verdlinnung in PBS zugegeben und
fur 45-60min bei 37°C inkubiert. Nach erneuter dreimaliger Waschung mit 200l
PBS erfolgte eine Gegenfarbung der Zellkerne unter Verwendung einer 1:20.000-
Verdinnung von DAPI in PBS mit dem Volumen von 100ul pro well fir 8min bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die wells erneut dreimalig mit je 200ul
PBS gewaschen, nach dem 3. Waschschritt wurde das PBS auf den Zellen
belassen. Es erfolgte eine Visualisierung in den Kanalen DAPI und YFP im
Cytation3. Zur Auswertung wurden die absoluten Infektionsraten berechnet
indem die Zahl der YFP-positiven Zellkerne durch die Zahl der DAPI-positiven
Zellkerne dividiert wurde. Eine Normalisierung erfolgte zur Infektionskontrolle,
welche nur HCMV-infiziert wurden, aber nicht mit Peptid behandelt wurden. Die
Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel berechnet und mit GraphPad Prism

grafisch dargestellt.

2.2.3.2 Bestimmung der IC50 der Defensinderivate
Die Bestimmung der IC50, also der Konzentration eines Stoffes bei welcher 50%
seiner Wirkung auftritt, wurde mit HFF und ARPE-19 durchgefuhrt. Die 1C50

wurde fir die verklrzten Derivate des Referenzpeptids HD5(1-9) bestimmt.

HFF und ARPE-19 wurden am Tag nach dem Aussaen mit einer 1:2-
Verdunnungsreihe der Defensinderivate in Zellkulturmedium (5% FCS + 1% P/S)
mit dem Startpunkt 100uM behandelt. Die getesteten Konzentrationen waren
somit 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM und 3,125uM. Im Anschluss an die
Peptidzugabe wurden die Zellen mit dem HCMV-Stamm TB40E WT infiziert. Als
MOl wurden dabei 0,3 fur HFF und 4 fur ARPE-19 verwendet. Die
unterschiedlichen MOIs sind in der verschiedenen Suszeptibilitait der
Zellkultursysteme flr eine HCMV-Infektion begriindet. Fixierung und Farbung

erfolgte nach dem Infektionsstandardprotokoll.

2.2.3.3 time of addition-Assays
In den Versuchen wurden 5 verschiedene Zeitverhaltnisse in der Zugabe des
Defensinderivats HD5(1-9) und HCMV getestet. Als Zellkultursystem wurden
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HFF verwendet. Die Zugabe des Virus erfolgte somit 3h und 6h nach
Defensinzugabe sowie 3h und 6h vor Defensinzugabe. Als Kontrolle wurde die
gleichzeitige Zugabe verwendet. Die getesteten Konzentrationen waren
100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM und 3,125uM. 2 Tage nach Infektion
wurden alle Zellen gleichzeitig anhand des Standardprotokolls fixiert und gefarbt
(siehe 2.2.3.1).

2.2.3.4 Ausbreitungsassay

In den Ausbreitungsassays wurde die Wirkung von HD5(1-9) im Vergleich zu
HD5(3-9) auf die Ausbreitung einer bereits bestehenden HCMV-Infektion
bestimmt. Dazu wurden HFF mit einer niedrigen MOI (0,15) far 2h mit HCMV
TB40EdelUL16 EGFP infiziert und im Anschluss HD5(1-9) beziehungsweise
HD5(3-9) in den Konzentrationen 100uM, 75uM und 50uM zugegeben. Zur
Visualisierung der Infektionsausbreitung wurden die Zellen mittels SiR-DNA
gefarbt. Dieser wurde in einer 1:1000-Verdinnung dem Zellkulturmedium
zugegeben. Am selben Tag erfolgte eine Referenzaufnahme in den Kanalen
Texas Red und YFP im Cytation3. An den folgenden Tagen erfolgte jeweils eine
Visualisierung der Infektionsausbreitung. Eine Fixierung der Zellen und
anschlieBende |IE-HCMV-Kontrollfarbung  wurde bei  fortgeschrittener
Infektionsausbreitung (Uberwacht durch das EGFP exprimierende Virus, das
infizierte Zellen im YFP-Kanal des Cytations sichtbar macht) durchgefihrt.
Aufgrund leicht variierender Geschwindigkeiten der Infektionsausbreitung fand

die Fixierung in den Replikaten an Tag 7, 9 und 10 nach Infektion statt.

Wahrend der Infektionsausbreitung wurde die Infektionsrate aus dem Verhaltnis
der YFP-positiven Signale zu den Texas Red-positiven Signalen im Cytation
bestimmt. Die abschlieBende Fixierung und Farbung erfolgte analog zum
Standardprotokoll (siehe 2.2.3.1).

2.2.3.5 Langzeitstabilitdt von HD5(1-9)

HD5(1-9) wurde in Zellkulturmedium bei einer Konzentration von 200uM fir 7
Tage bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde es in den Konzentrationen 100uM,
50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM und 3,125uM auf HFF getestet. Parallel dazu

wurde nicht vorinkubiertes HD5(1-9) als Kontrollpeptid in denselben
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Konzentrationen getestet. Nach 2 Tagen erfolgte die Farbung anhand des
Standardprotokolls (siehe 2.2.3.1).

2.2.3.6 Aktivitdt von HD5(1-9) bei langerer Infektionsdauer

HD5(1-9) und HD5(3-9) wurden in den Konzentrationen 100uM, 50uM, 25uM,
12,5uM, 6,25uM und 3,125uM auf HFF getestet. Anstelle einer Fixierung und
Farbung nach 2 Tagen erfolgte diese nach 7 Tagen anhand des
Standardprotokolls (siehe 2.2.3.1).

2.2.4 Versuche zur Bestimmung der Lokalisation und des molekularen
Ziels von HDS5 (1-9)

2.2.4.1 Antivirale Aktivitat der biotinylierten Defensinderivate

Die antivirale Aktivitat der biotinylierten Defensinderivate wurde vor weiteren
Versuchen auf HFF getestet. Dabei wurden die biotinylierten Derivate HD5(1-
9)-biotinyliert sowie HD5(3-9)-biotinyliert in den Konzentrationen 100uM, 50uM,
25uM, 12,5uM, 6,25uM und 3,125uM gegen HD5(1-9) und HD5(3-9) jeweils ohne
Biotinylierung getestet. Es wurde der HCMV-Stamm TB40EdelUL16EGFP
verwendet. Die Auswertung der Anzahl infizierter Zellen erfolgte mittels initialer
Messung der YFP-positiven Signale im Cytation. Im Anschluss wurden die Zellen
mit 100ul 80% Aceton in Wasser fur 5min bei Raumtemperatur fixiert und
permeabilisiert und eine nukleare Gegenfarbung mit je 100ul einer 1:20.000-
Lésung von DAPI in PBS fur 8min bei Raumtemperatur vorgenommen. Im
Anschluss erfolgte die Messung der DAPI-positiven Signale im Cytation3. Zur
Berechnung der Infektionsraten wurden die YFP-positiven Signale auf die DAPI-

positiven Signale bezogen.

2.2.4.2 Biotin-Interaktions-Screening

Je 1,5 Millionen HFF wurden in eine T75-Zellkulturflasche ausgesat. Am
nachsten Tag erfolgte die Abnahme des Mediums und eine halbstindige
Inkubation von je 3 Millionen HFF mit je 500ul 100uM HD5(1-9)-biotinyliert oder
HD5(3-9)-biotinyliert pro Zellkulturflasche. Im Anschluss erfolgte die Ablosung

der Zellen mittels Zugabe von 2ml Trypsin pro Flasche. Die Zellen wurden fir
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5min bei 300g zentrifugiert und in einem Lysepuffer mit drei verschiedenen
Phosphataseinhibitoren fir 30min auf Eis lysiert. Die weitere Probenverarbeitung
erfolgte in der Proteomics Core Facility der Medizinischen Fakultat der Eberhard
Karls Universitat Tubingen durch Frau Katrin Junger und Herrn Karsten Boldt.
Hierbei wurden die Zellsuspension bei 4°C und 10000g fir 10min zentrifugiert.
Nach Durchfihrung eines Bradford-Assays wurden 10-20ug des Gesamtproteins
mittels Streptavidinsaulen gefiltert und enzymatisch verdaut. Nach Aufreinigung
erfolgte eine Charakterisierung der biotin-enthaltenden Proteine mittels
Massenspektrometrie. Eine Auswertung erfolgte mittels mehrerer Parameter:
Lokalisation an der Plasmamembran, Anreicherung des Zielproteins bei HD5(1-
9)-biotinyliert im Vergleich zu  HD5(3-9)-biotinyliert und vorbekannte Rolle im
HCMV-Entry.

2.2.4.3 Generierung von Knockout-Zellen

Um den Einfluss folgender Zielproteine auf die HCMV-Infektionsrate zu
untersuchen, wurden fur  folgende Ziele mittels CHOPCHOP
(https://chopchop.cbu.uib.no/)  guideRNA-Sequenzen zum nachfolgenden
Knockout mittels CRISPR-Cas9 ausgewahlt: ITGAS, ITGB1, LRP1, XYLTZ2,
EXT1 und EXT2.

Klonierung der gRNA in das lentivirale Plasmid:
5ug lentiCRISPRv2 (Sanjana et al., 2014) wurden mittels Esp3l fur 30min bei
37°C verdaut. Zum Aufschluss wurde der Verdau fur 45min bei 100V in 0,8%

Agarose aufgetrennt. Die DNA des verdauten Plasmids wurde mit dem

NucleoSpin R Gel and PCR Clean-up-Kit nach Anweisung des Herstellers
extrahiert. Die DNA-Sequenzen wurden mittels T4 PNK flr 30min bei 37°C sowie
fur 5min bei 95°C mit anschlieRendem Temperaturabfall von 0,1°C/s bis 25°C
angelagert. Anschlieliend wurde mittels T4Ligase das Plasmidrtickgrat mit den
angelagerten Oligo-Sequenzen flr 30min bei Raumtemperatur verbunden.

Transformation:

Zur Transformation wurden 25ul NEB10 beta mit 20ul Ligationmix fir 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 2-minutige

Hitzeschocktransformation bei 42°C, gefolgt von erneuten 2min auf Eis. Nach
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Zugabe von 100ul LB-Medium wurde der Mix anschlief3end fur 1h bei 37°C und
700 Schitteleinheiten/min inkubiert. Es wurden im Anschluss 50ul auf Ampicillin
(100pg/ml) selektiven Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
Einzelkolonien wurden mit einer Pipettenspitze in 50ml LB-Medium mit Ampicillin
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Bakterien mit 4000
Umdrehungen/min flr 15min pelletiert und die DNA mit dem PureYield TM
Plasmid Midiprep System extrahiert.

Sequenzierung:

Eine Bestatigung der Klonierung mittels Sequencing erfolgte nach Zugabe von
5uM des entsprechenden Primers zu 500ng der extrahierten DNA in einem

Gesamtvolumen von 10yl (aufgefullt mit ddH20) durch die Firma eurofins.

Lentivirale Transduktion:

Je 500.000 293T-Zellen pro well wurden in einer 6-well Platte ausgesat. 24h
spater wurde das Medium durch 1,5ml serum-freies DMEM pro well ersetzt. Pro
Bedingung wurden 3ug der Plasmid-DNA mit 9ug PEI in 200ul Opti-MEM
vermischt und nach 15min Inkubation bei RT trépfchenweise zu den Zellen
gegeben. Nach 4h erfolgte ein Wechsel des Mediums zu 2ml 293T-Medium pro
well. 24-36h spater erfolgte die Abnahme des Uberstands und Aufreinigung
durch Zentrifugation bei 3200g flr 10min.

Die Zielzellen (ARPE-19, HFF und Caco2) wurden 24h vor Infektion mit den
Lentiviren zu je 200.000 (HFF) bzw. 300.000 (ARPE-19 und Caco2) im 6-well
Format ausgesat. Zur Infektion wurden je 1ml des lentiviralen Uberstands
zusammen mit 1ml Zellkulturmedium zu den Zielzellen gegeben. Nach 24h

erfolgte ein Wechsel zum Selektionsmedium mit Puromycin.

2.2.4.4 Experimente zur Lokalisation von HD5(1-9) mittels Mikroskopie

Je 2500 HFF wurden pro well auf einer schwarzen 96-well-Platte mit Folienboden
ausgesat. 24h spater wurden diese mit HD5(1-9)-biotinyliert und HD5(3-9)-
biotinyliert in der Konzentration von 100uM fir 1h behandelt. Nach Abnahme des
Mediums erfolgte eine Fixierung mit 2% PFA in PBS fur 10min bei 37°C. Im

Anschluss wurde fur 1h mit einer 1:200-Verdunnung von Streptavidin-
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AlexaFluor514 inkubiert und anschlieRend mit je 200ul PBS pro well gewaschen.
Danach erfolgte eine Kernfarbung mit 1:20000-Verdinnung von DAPI in PBS fur
8min. Nach erneuter Waschung erfolgte die Visualisierung mit 40-facher

VergroRerung am Cytation mit den Kanalen DAPI und YFP.

2.2.5 Infektionsassay mit SARS-CoV2

10.000 CaCo2-Zellen wurden in 200ul Zellkulturmedium auf einer 96-well-Platte
ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen
mit HD5(1-9) sowie HD5(3-9) in den Konzentrationen 100uM, 50uM, 25uM,
12,5uM, 6,25uM und 3,125uM behandelt. Im Anschluss wurde SARS-CoV2
mNeonGreen in einer 1:3000-Verdlinnung zugegeben und fur 48h bei 37°C und
5% COz2 inkubiert. Nach Abnahme des Uberstands erfolgte eine Fixierung mit 2%
PFA in PBS fir 10min bei 37°C. Zur Farbung der Zellkerne wurde die PFA-
Lésung mit 1:10000 Hoechst33342 versetzt. Nach Abnahme des PFA erfolgte
eine zweimalige Waschung mit PBS und die Platte wurde bei 4°C gelagert. Die
Visualisierung mit den Kanalen DAPI und YFP erfolgte am folgenden Tag im
Cytation3. Die Auswertung erfolgte analog zu den HCMV-Infektionsassays (siehe
2.2.3.1).

2.2.6 Infektionsassays mit HIV

2.2.6.1 klassischer Infektionsassay

Zur Virusproduktion wurden pro 2ml Virustberstand 600.000 293T-Zellen in einer
6-well-Platte ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Zellkulturmedium
vorsichtig abgenommen und durch 1ml serumfreies DMEM ersetzt. Es erfolgte
die Transfektion von NL43WT-DNA mittels PEI. Dabei wurden pro well 3ug DNA
und 9ug PEI verwendet. Nach 4h wurde der Uberstand abgenommen und durch
293T-Medium ersetzt. 36h spater erfolgte die Abnahme des viralen Uberstands.
Dieser wurde durch Zentrifugation mit 3200g fir 10min von Zelltrimmern
bereinigt. Fur die Infektion wurden je 1 Million CD4+ T-Zellen in 1ml

Zellkulturmedium pro well ausgesat. Es erfolgte eine Stimulation mit einer
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Endkonzentration von 1:1000 PHA und 1:1000 IL-2. Im Anschluss erfolgte die
Zugabe von HD5(1-9) und HD5(3-9) in den Konzentrationen 100uM und 10uM.
Als Kontrolle wurde 0,01% Essigsaure in Wasser verwendet. Im Anschluss
erfolgte die Zugabe des viralen Uberstands (500ul pro well), sodass eine 1:3
Verdinnung resultiert. Es erfolgte eine Spinokulation Uber 45min mit 800g bei
37°C gefolgt von einer Inkubation von 96h bei 37°C. Dann wurden die Zellen
abgenommen, durch Zentrifugation (5min bei 500g) vom Zellkulturmedium befreit
sowie einmalig mit 500ul PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte durch
10minutige Inkubation in 2% PFA bei 37°C. Im Anschluss erfolgte die zweimalige
Waschung mit PBS mit 1% FCS, jeweils mit Zentrifugation (5min, 5009).

Zur FACS-Farbung wurden die Proben in eine 96 u-well-Platte Uberfuhrt. Nach
Zentrifugation (5min, 500g) und Verwerfen des Uberstands wurden die Zellen fir
1h bei 4°C in 50ul einer 1:20-Verdinnung mit PE Mouse anti-human CD69
gefarbt. Im Anschluss erfolgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer. Zur
Permeabilisation erfolgte die Resuspension in 100ul FACS-Puffer mit 0,1% Triton
fur 7min bei Raumtemperatur. Nach Waschung mit FACS-Puffer erfolgte eine
halbstindige Inkubation in PBS mit 10% FCS bei Raumtemperatur. Im Anschluss
wurden die Zellen erneut gewaschen und mit 50ul einer 1:50-Verdunnung des
p24-FITC-Antikdrpers in FACS-Puffer fur 1h bei 4°C gefarbt. Zum Schluss

erfolgte ein erneuter Waschschritt und die anschlieRende Analyse mittels FACS.

2.2.6.2 Untersuchung einer stimulatorischen Wirkung von HD5(1-9)

Es wurden je 1*108 CD4+ T-Zellen in 1ml Zellkulturmedium pro well auf einer 12-
well-Platte ausgesat. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 1ul IL-2 zu den
Zellen. Die Versuchszellen wurden zusatzlich mit 100pM HD5(1-9) behandelt, die
Kontrollen mit entweder 1ul PHA in Zellkulturmedium oder Essigsaure. Nach 1,
2 und 3 Tagen wurden die Zellen durch Zentrifugation (5min bei 500g) vom
Zellkulturmedium befreit sowie einmalig mit 500ul PBS gewaschen. Die Fixierung
erfolgte durch 10-mindtige Inkubation in 2% PFA bei 37°C. Im Anschluss erfolgte
die zweimalige Waschung mit PBS mit 1% FCS, jeweils mit Zentrifugation (5min,
500g). Anschliel3end erfolgte eine Farbung fur CD69 (PE mouse anti-human
CD69) in einer 1:20-Verdunnung fur 1h bei 4°C. Ebenfalls erfolgte eine Farbung
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fur CD25 (PE mouse anti-human CD25) in einer 1:5-Verdlinnung fir 1h bei 4°C.
Die Auswertung erfolgte mittels FACS.
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3 Ergebnisse

3.1 Verkiirzte Defensinderivate ohne Aktivitat gegeniiber HCMV

Aufgrund der bekannten antiviralen Aktivitat von HD5(1-9) gegeniber HCMV
wurden verkurzte Peptidderivate getestet um zu Uberprufen, ob die antivirale
Aktivitdt verbessert werden kann oder Anderungen der Peptidsequenz die
antivirale Aktivitat negativ beeinflussen. Diese umfassten n- und c-terminale
Deletionen von 1 respektive 2 Aminosauren ausgehend von HD5(1-9) (siehe
2.1.3). Die insgesamt 4 Derivate (HD5(2-9), HD5(3-9), HD5(1-8) und HD5(1-7))
wurden im Vergleich zu HD5(1-9) als Positivkontrolle in einer 1:2-
Verdinnungsreihne von 100uM absteigend auf HFF als Modellzielzelle fir

Fibroblasten sowie ARPE-19 als Modellzielzelle fur Epithelien getestet.

Die Infektion mit HCMV wird bei 100pM HD5(1-9) auf HFF nahezu vollstandig
gehemmt, auf ARPE-19 deutlich vermindert. In den getesteten Konzentrationen
unter 50uM weist HD5(1-9) keine antivirale Aktivitat mehr auf. Samtliche
verkurzten Derivate weisen Uberhaupt keine antivirale Aktivitat in den getesteten
Konzentrationen auf (siehe Abb.5). Eine Infektion mit HCMV wird nicht gehemmt
und die Infektionsraten sind in jeder Konzentrationsstufe auf dem Niveau der
Infektionskontrolle. Die antivirale Aktivitat wird durch die Modifikationen im Sinne
einer Verklrzung der Primarstruktur des Referenzpeptids vollstandig

aufgehoben. Dies lasst sich analog auf HFF sowie auf ARPE-19 beobachten.
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Abbildung 5: Aktivitat der verkiirzten Peptidderivate von HD5(1-9)

HFF (A) und ARPE-19 (B) wurden in den Konzentrationen 100uM bis 3,125uM mit HD5(1-9)
sowie den verkurzten Derivaten behandelt. Im Anschluss erfolgte die Infektion mit HCMV TB40E
WT mit einer MOI von 0,2 (HFF) und 4 (ARPE-19). Nach 40 Stunden wurden die Zellen fixiert
und auf HCMV IE1/2 und DAPI gefarbt. Aufnahmen erfolgten am Cytation3 multiplate reader. Die
Berechnung der relativen Infektionsraten erfolgte durch Normalisierung zu HCMV-infizierten
unbehandelten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten (n=3)
und die entsprechende Standardabweichung (SD).

In diesem Teilversuch wurde fur die Defensinderivate eine Mischung von 40%
PBS und 60% 0,01% Essigsaure in Wasser als Lésungsmittel verwendet. Fur
HD5(1-9) wurde wie in den weiteren Versuchen nur 0,01% Essigsaure in Wasser

verwendet. Dies ist dadurch begrliindet, dass die Peptidderivate initial in PBS
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gelost worden waren. In einem Aktivitatsscreening stellte sich heraus, dass die
Derivate HD5(1-7) und HD5(1-8) und zu deutlich geringeren Anteilen auch
HD5(1-9) in Konzentrationen Uber 50uM zu einer Prazipitatbildung neigen. Dies
macht eine vergleichbare Auswertung unmaoglich, da einerseits Areale der wells
und somit Zellen Uberlagert werden und nicht in die Auswertung einbezogen
werden kdnnen und andererseits aufgrund der Prazipitatbildung eine homogene
Verteilung des Peptids und eine mdgliche Wirkung am Zielort verandert sein
kann. Die Farbung der Prazipitate entstand am ehesten durch eine unspezifische
Bindung des Zweitantikdrpers ALEXAFIuor514. Durch die Mischung des PBS mit
0,01% Essigsaure in Wasser konnte diese Prazipitatbildung zu gréften Teilen
aufgehoben werden. Letztlich weist die Prazipitation, welche nicht bei HD5(2-9)
sowie HD5(3-9) auftrat, auf deutlich veranderte chemische Eigenschaften,
welche durch die Verkirzungen der Molekile hervorgerufen werden, hin. Das
Experiment wurde in der beschriebenen Form insgesamt 3-mal fir HFF sowie

ARPE-19 unter Verwendung technischer Duplikate durchgefuhrt.
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Abbildung 6: Prazipitatbildung der verkiirzten Peptidderivate bei Léosung in PBS
ARPE-19 wurden mit den in PBS geldsten verkirzten Derivaten von HD5(1-9) in der
Konzentration 150pM behandelt. Im Anschluss erfolgte die Infektion mit HCMV TB40E WT bei
einer MOI von 4. Nach 40h wurden die Zellen fixiert und eine Farbung auf HCMV IE1/2 sowie
DAPI durchgefiihrt. Aufnahmen erfolgten im Cytation3 multiplate reader. Es zeigt sich eine
Prazipitatbildung in den mit HD5(1-7), HD5(1-8) und HD5(1-9). Diese nimmt bei geringeren
Peptidkonzentrationen ab.
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3.2 HD5(1-9) weist antivirale Aktivitat tber langere Zeitraume auf

Zur naheren Charakterisierung der antiviralen Eigenschaften von HD5(1-9)
wurde eine Aktivitatstestung gegen HCMV mit einer 7-tdgigen Inkubation
durchgefuhrt. Es wurde evaluiert, ob sich die antiviralen Eigenschaften bei
langerer Inkubationszeit im Vergleich andern. Insbesondere stand im Fokus eine
mogliche Aktivitatsabnahme beispielsweise durch Degradation des Peptids oder

zunehmende Virusreplikation zu untersuchen.
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Abbildung 7: Antivirale Aktivitat von HD5(1-9) bei 7-tagiger Inkubation

HFF wurden 7 Tage nach Behandlung mit HD5(1-9) und HD5(3-9) und Infektion mit HCMV TB40E
WT (MOI =0,2) fixiert. Es erfolgte die Farbung auf IE1/2 und DAPI. Aufnahmen erfolgten am
Cytation multiplate reader. Berechnung der relativen Infektionsrate durch Normalisierung zu
unbehandelten HCMV-infizierten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten (n=3) und die entsprechende Standardabweichung (SD).

Hierfir wurden HD5(1-9) und als Negativkontrolle HD5(3-9) auf HFF in einer 1:2-
Verdunnungsreihe von 100uM absteigend getestet. Fur HD5(1-9) ergibt sich eine
nahezu vollstandige Inhibition der Infektion bei 100uM. Bei 50uM zeigt sich eine
Reduktion der Infektionsrate auf 71%. Fur die weiteren getesteten
Konzentrationen zeigt sich nach 7-tagiger Inkubation kein antiviraler Effekt. Trotz
einer standardisierten MOI von 0,2 wurden sehr variable Infektionsraten erzielt
(18,0%, 31,9% und 82,0%). Dennoch zeigt sich in allen Versuchen die klare
Inhibition von HCMV bei einer HD5(1-9) Konzentration von 100puM und ein
vergleichbarer  Kurvenverlauf. = Somit kénnen die unterschiedlichen

Infektionsraten als vernachlassigbar betrachtet werden.

50



Ergebnisse

Im Vergleich mit einem Infektionszeitraum von 40h (siehe. Abb.5) zeigt sich dabei
keine wesentliche Aktivitatsveranderung. Die antivirale Aktivitat von HD5(1-9)

wird durch eine verlangerte Infektionsdauer nicht beeinflusst.

Das Experiment wurde dreimal unter Verwendung technischer Duplikate
durchgefuhrt.

3.3 HD5(1-9) ist in Zellkulturmedium bei 37°C stabil und zeigt nach
Prainkubation antivirale Aktivitat

Zur Evaluation der Verwendbarkeit von HD5(1-9) in Experimenten mit langerer
Infektionsdauer wurde die Aktivitat nach Prainkubation in Zellkulturmedium
gemessen. Dazu wurde das Peptid in einer Konzentration von 100uM bzw.
200uM fur 7 Tage in Zellkulturmedium bei 37°C und 5% COz2z inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die experimentelle Verwendung im Vergleich zur
Standardlagerung bei -20°C in 0,01% Essigsaure in H20. Die Infektionsdauer
betrug 40h.

Es zeigt sich ein ahnlicher Kurvenverlauf fir die prainkubierte und nicht
prainkubierte Bedingung. Fur 100uM zeigt sich fur die prainkubierte Bedingung
eine relative Infektionsrate von 33,2%. Die nicht-prainkubierte Bedingung erreicht
eine relative Infektionsrate von 17,5% (siehe Abb.8). Fir 50uM wird in der
Prainkubation eine relative Infektionsrate von 71,7% erreicht. Die nicht-
prainkubierte Bedingung liegt mit 100,9% hier nahezu auf dem Wert der
Infektionskontrolle. Alle weiteren getesteten niedrigeren Konzentrationen weisen
in beiderlei Fallen keine antivirale Aktivitat auf. Insgesamt ist anzunehmen, dass
eine 7-tdgige Prainkubation in Zellkulturmedium bei 37°C die Aktivitat des
Peptids allenfalls leicht modifiziert. Eine Degradation oder anderweitiger
Aktivitatsverlust des Peptids in Zellkulturmedium ist Uber einen Zeitraum von 7

Tagen somit vernachlassigbar.
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Abbildung 8: Aktivitidt von HD5(1-9) nach Prainkubation

HD5(1-9) wurde fir 7 Tage bei 37°C und 5% CO:2 in Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss
wurden HFF in den Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM mit dem prainkubierten Peptid
sowie dem nicht prainkubierten Peptid behandelt und bei einer MOI von 0,3 mit HCMV TB40E
WT infiziert. Nach 40h erfolgte die Fixierung und Farbung auf IE1/2 und DAPI. Aufnahmen
erfolgten am Cytation. Berechnung der relativen Infektionsrate durch Normalisierung zu
unbehandelten HCMV-infizierten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten (n=3) und die entsprechende Standardabweichung (SD).

Das Experiment wurde insgesamt 4-mal durchgefuhrt. Da es im ersten Versuch
zu einer hohen Rate unspezifischer und falsch positiver Signale im YFP-Kanal
des Cytation kam, wurde dieser nicht in die Auswertung einbezogen. Die Daten

entstammen 3 Durchflihrungen jeweils in technischen Triplikaten.

3.4 Verlangerter time of addition-Assay bestatigt Entry-Hypothese

Zur Spezifizierung der antiviralen Eigenschaften von HD5(1-9) wurde ein
verlangerter time of addition-Assay durchgefuhrt. Hierbei wurden die Zeitpunkte
der Peptidzugabe wie folgt verandert: HD5(1-9) wurde zusatzlich zu den bereits
in der Literatur beschriebenen Zugabezeitpunkten 3h vor und nach Infektion
sowie der gleichzeitigen Zugabe auch 6h vor und 6h nach Infektion zugegeben.
Auch wurden die Peptidkonzentrationen im Vergleich zu den vorigen Versuchen

konstant gehalten.
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Abbildung 9: Erweiterter time of addition-Assay mit HD5(1-9)

HD5(1-9) wurde entweder 6h oder 3h vor Infektion, gleichzeitig mit HCMV TB40E WT (MOI =0,2)
oder 3h und 6h nach Infektion in den Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM zugegeben. Nach
40h erfolgte die Fixierung und Farbung auf IE1/2 und DAPI. Aufnahmen erfolgten am Cytation
multiplate reader. Berechnung der relativen Infektionsrate durch Normalisierung zu
unbehandelten HCMV-infizierten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten (n=3) und die entsprechende Standardabweichung (SD).

Wird HD5(1-9) 3 oder 6 Stunden nach HCMV zur Zellkultur gegeben, ist die
antivirale Aktivitat bei 100uM nahezu aufgehoben: Bei Zugabe 3h nach Infektion
betragt die relative Infektionsrate im Mittel 79,9% im Vergleich zu 14,8% bei
simultaner Zugabe. Bei der HD5(1-9)-Zugabe 6h nach Infektion liegt die relative
Infektionsrate bei 91,9%. Fur 50uM liegen die relativen Infektionsraten sowohl
bei Zugabe 3h nach Infektion als auch der Zugabe 6h nach Infektion bereits bei

1 und es liegt damit keine antivirale Aktivitat vor.

Fir die Peptidkonzentrationen von 50 und 100uM zeigt sich eine vergleichbare
antivirale Aktivitat der folgenden Bedingungen: Zugabe 6h vor Infektion, Zugabe
3h vor Infektion und simultane Zugabe. Von 25uM abwarts zeigt sich fur keine

Bedingung eine antivirale Aktivitat.
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3.5 Kein quantifizierbarer Effekt von HD5(1-9) auf die Ausbreitung einer
HCMV:-Infektion

Es sollte die Wirkung von HD5(1-9) auf die Ausbreitung einer Infektion untersucht
und visualisiert werden. Hierzu wurden HFF mit einer niedrigen MOI zunachst fur
2h mit HCMV infiziert, bevor HD5(1-9) und als Negativkontrolle HD5(3-9)
zugegeben wurden. Die Visualisierung erfolgte sowohl in Form eines live cell
imaging uber insgesamt 7-10 Tage nach Infektion bis in den verschiedenen
Durchfuhrungen eine ausreichende Zahl virusinfizierter Zellen durch ein YFP-
Signal detektierbar waren als auch Gber eine Endpunktmessung durch Fixierung
und Antikérperfarbung gegen HCMV IE1/2. Im live cell imaging wurde eine
nukleare Farbung mittels SiR-DNA durchgefuhrt, welche eine vergleichbare aber
insgesamt ungenaue Bestimmung der Zellzahl zulasst. Die Infektionsausbreitung
von HCMV erfolgt aufgrund der geringen Zahl initial infizierter Zellen bevorzugt
durch Zell-zu-Zell-Infektion, sodass es zu einer Formation von infizierten
Zellgruppen kommt, die sich mit zunehmender Zeit ausbreiten. Es zeigt sich eine
bevorzugte Ausbreitung der Infektion in den Tagen 2-4 nach Infektion sowie 5-7
nach Infektion. Dies korreliert mit der Dauer, die ein kompletter HCMV-
Infektionszyklus bendétigt. Die infizierten Zellgruppen werden im Cytation
detektiert, ermdglichen aber keine sichere Quantifizierung der Zahl tatsachlich
infizierter Zellen. Daher wurde fur die finale Auswertung die Fixierung und
Immunfluoreszenzfarbung gegen HCMV-IE1/2 und DAPI verglichen. Fur eine
MOI von 0,15 zeigt sich hierbei nach 9 bzw. 10 Tagen eine absolute
Infektionsrate zwischen 17 und 34% in den verschiedenen Experimenten.
Normalisiert zu mit Peptid unbehandelten und nur HCMV-infizierten Zellen zeigt
sich fur HD5(1-9) in der getesteten Konzentration von 75uM eine relative
Infektionsrate von 1. Das bedeutet, dass die Zugabe von HD5(1-9) 2h nach
Infektion mit HCMV keinen Effekt auf die folgende Ausbreitung einer Infektion
hat. FUr die Negativkontrolle HD5(3-9) ergibt sich in den Konzentrationen 75uM
bzw. 100uM ebenfalls kein signifikanter inhibitorischer Effekt. Analog zu den time
of addition-Versuchen zeigt sich, dass flr die antivirale Wirkung des Peptids eine
Anwesenheit bei Viruszugabe entscheidend ist.
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Abbildung 10: Wirkung von HD5(1-9) auf die Ausbreitung einer HCMV-Infektion
HFF wurden fir 2h mit einer MOI von 0,15 mit TB40E-delUL16-EGFP infiziert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von HD5(1-9) sowie HD5(3-9) in den Konzentrationen von 75uM bzw. 100uM.
In den folgenden 9 bzw. 10 Tagen wurde die Infektionsausbreitung mittels GFP+ Zellen im
Cytation Uberwacht. (A) Darstellung eines Replikats der Infektionsausbreitung im Verlauf des
Experiments. AnschlieRend erfolgte die Fixierung und Farbung auf HCMV |IE1/2 und DAPI (B).
Aufnahmen wurden im Cytation gemacht. Gezeigt sind in (B) jeweils Mittelwerte aus drei
biologischen Replikaten (n=3) und die entsprechende Standardabweichung (SD).
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3.6 Targetidentifizierung durch biotinylierte Peptide

3.6.1 Biotinyliertes HD5(1-9) weist eine vergleichbare Wirksamkeit zu
HD5(1-9) auf

Zur naheren Untersuchung des Wirkmechanismus und mdoglicher

Interaktionspartner wurden die Peptide HD5(1-9) sowie HD5(3-9) mit einer n-

terminalen Biotinylierung versehen. Diese ist mittels einer Verbindungsstruktur

an das Peptid gekoppelt.

o /\/\O/\\/O\/\O/\/\HM/OH

C14H8N206

Abbildung 11: Linkerstruktur der biotinylierten Peptide

HD5(1-9) und HD5(3-9) wurden n-terminal mittels dargestellter Linkerstruktur mit Biotin
verbunden.

Initial wurde getestet, ob die biotinylierten Peptide eine vergleichbare antivirale
Aktivitat aufweisen und in den Experimenten keine mikroskopisch sichtbare

Zytotoxizitat in den getesteten Konzentrationen aufweisen.

Bei Farbung mit IE1/2 sowie ALEXAFluor 514 zeigte sich eine deutliche
unspezifische Signalgebung bei bio-HD5(1-9). Da eine Auswertung der
Infektionsraten nicht moglich war, wurde der Virusstamm TB40EdelUL16-EGFP
verwendet. Hier zeigt sich fur bio-HD5(1-9) in der Konzentration von 100 uM eine
Senkung der relativen Infektionsrate auf 17%. Fur das Referenzpeptid HD5(1-9)
zeigt sich bei dieser Konzentration eine vollstandige Inhibition (siehe Abb.12).
Eine ahnliche antivirale Aktivitdt von bio-HD5(1-9) kann daher angenommen
werden. Zudem zeigen die behandelten Zellen keine Zeichen, die auf eine
Toxizitat des biotinylierten Derivats hinweisen. Die Zahl der pyknotischen
Zellkerne, welche kennzeichnend fiir in Apoptose befindliche Zellen sind,
erscheint nicht gesteigert. Auch die Morphologie der HFF zeigt sich weitgehend
unverandert. Bei geringeren Konzentrationen zeigt weder HD5(1-9) noch bio-

HD5(1-9) eine antivirale Aktivitat. Die Zellmorphologie zeigt hier den flr eine
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HCMV-Infektion typischen zytopathischen Effekt mit einer gleichzeitigen
Abrundung der Zellgrenzen und dem partiellen Verlust des Zellkontakts. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass bio-HD5(1-9) eine vergleichbare

Aktivitat mit HD5(1-9) aufweist und daher als Modell verwendet werden kann.
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Abbildung 12: Vergleichbare Aktivitat der biotinylierten Peptidderivate

Die mit einer Biotinylierung versehenen Peptidederivate wurden gegen HD5(1-9) und HD5(3-9)
hinsichtlich &hnlicher antiviraler Potenz getestet. HFF wurden mit den Peptiden in den
Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM behandelt und nach Infektion mit HCMV TB40E WT fur
HD5(3-9) sowie HCMV TB40EdelUL16EGFP fiir HD5(1-9) fiir 40h inkubiert. Fir das biotinylierte
HD5(1-9) wurde die Infektionsrate iber eine initiale Quantifizierung GFP positiver Zellen und eine
nachtragliche DAPI-Farbung bestimmt. Flr das biotinylierte HD5(3-9) wurde eine Farbung auf
HCMV IE1/2 sowie DAPI durchgefiihrt Aufnahmen erfolgten am Cytation. Berechnung der
relativen Infektionsrate durch Normalisierung zu unbehandelten HCMV-infizierten Zellen.

Fir bio-HD5(3-9) zeigt sich wie bei HD5(3-9) keine Hemmung einer HCMV-
Infektion. Gleichzeitig zeigen sich auch fur bio-HD5(3-9) keine morphologischen

Hinweise einer Zytotoxizitat in den getesteten Konzentrationen.
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Der Versuch zur antiviralen Aktivitat mit den biotinylierten Defensinderivaten

wurde einmalig durchgeflhrt.

3.6.2 Identifizierung molekularer Targets von HD5(1-9) mittels
Massenspektrometrie

HFFs wurden mit biotinyliertem HDS5(1-9) und biotinyliertem HDS(3-9) inkubiert.
Nach Abnahme des Uberstands wurden die Zellen abgeldst und nach Lyse einer
massenspektrometrischen Analyse zugefihrt mit dem Ziel, mogliche Liganden
des biotinylierten HD5(1-9) zu charakterisieren. Mdgliche Kandidaten wurden
selektiert Uber eine Lokalisation an der Plasmamembran (als vermuteter Wirkort
des Peptids) sowie uber eine Anreicherung bei Behandlung mit HD5(1-9) im
Gegensatz zu HD5(3-9). Nach erstmaliger Durchfliihrung des Versuchs konnten
ITGB1, ITGAS5 und LRP1 als mogliche Ziele identifiziert werden. Insgesamt
zeigten diese aber keine signifikante Anreicherung bei Behandlung mit
biotinyliertem HD5(1-9) im Vergleich zum biotinylierten HD5(3-9). Der Versuch

wurde 4-mal durchgefihrt.
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Markierungsfreie Quantifizierung — Anreicherung HD5(1-9) zu HD 5(3-9)

Abbildung 13: Ergebnisse der Massenspektrometrie

Darstellung von Signalintensitat und Anreicherung von HD5(1-9) gegenuber HD5(3-9) der
detektierten an biotin-gebundenen Proteine in der Massenspektrometrie. Hervorgehoben sind die
membranstandigen Zielproteine ITGA5, ITGB1 und LRP1 welche fur die weitere Analyse
ausgewahlt wurden. Die Daten entstammen 4 Replikaten der Inkubation von biotinyliertem
HD5(1-9) und HD5(3-9) auf HFF.
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3.6.3 HCMV-Infektion von Target-KO-Zellen
Fir die folgenden in der massenspekirometrischen Analyse auftretenden
Zielproteine wurden Knockout-Zellen generiert: ITGAS, ITGB1 und LRP1.

Zudem wurde der Abfolge des HCMV-Entry folgend auch auf Syntheseenzyme
fur Heparansulfat (EXT1, EXT2 und XYLT2) abgezielt.

Sollten die beteiligten Proteine als Bindungspartner von HD5(1-9) fungieren,
besteht die Moglichkeit, dass das Peptid auch seine antivirale Wirkung durch die
Interaktion mit dem Protein ausubt. Ein Knockout des Proteins konnte dann
ahnlich wie die Bindung von HD5(1-9) an das entsprechende Protein den Eintritt
von HCMV in die Zielzelle blockieren und somit zu verringerten Infektionsraten

fihren

Far den Zelltyp der HFF erwies sich die Generierung von Knockout-Zellen als
diffizil, da die Zellen nach Transduktion und Selektion kein suffizientes Wachstum
zeigten. Fir ARPE-19 konnte ein ITGB1-KO in knapp 85% der Zellen erreicht
werden, fur LRP1 konnte ein KO in knapp 53% der Zellen erreicht werden. Flr
ITGAS wurde kein Knockout erreicht (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14: Knockout-Effizienz der verschiedenen Konstrukte in ARPE-19
Nach lentiviraler Transduktion der Ziel-RNA in ARPE-19 wurden die Zellen mittels Puromycin
selektioniert. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit PE-konjugierten Antikérpern gegen ITGAS,
ITGB1 und LRP1. Die Quantifizierung erfolgte am MACSQuant VYB. (A) FACS-Plots mit
Darstellung des Gating zur Bestimmung der Knockout-Effizienz. (B) Grafische Darstellung der
Knockout-Effizienz fur die verschiedenen Konstrukte

Fir die Knockouts von Enzymen der Heparansulfatsynthese konnte keine klare

Reduktion von Heparansulfat auf der Zelloberflache gezeigt werden.
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ARPE-19-KO-Infektionsraten
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Abbildung 15: Infektionsraten der Knockout-ARPE-19

ARPE-19 mit ausgeknockten Zielproteinen und unbehandelte ARPE-19 wurden ausgesat und fur
mit HCMV TB40EdelUL16 EGFP (MOI=2) infiziert. Nach 24h erfolgte die Fixierung und Farbung
auf HCMV IE 1/2 und DAPI. Aufnahmen erfolgten am Cytation. Die Berechnung der relativen
Infektionsrate erfolgte durch Normalisierung zu den unbehandelten mit HCMV-infizierten ARPE
(ARPE-Kontrolle). Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten (n=3) und die
entsprechende Standardabweichung (SD).

Die Infektion der ARPE-KO-Zellreihen mit HCMV zeigte keine deutliche
Reduktion der Infektionsraten. Fur ITGB1 ergab sich im Mittel eine relative
Infektionsrate von 1,08; fur LRP1 lag sie bei 1,14 bzw. 1,26 (siehe. Abb.15). Es
kann als sehr unwahrscheinlich gelten, dass diese beiden Proteine eine zentrale
Rolle fiur den HCMV-Entry spielen.

3.6.4 Lokalisation von HD5(1-9) in HFF

Um der Verteilung und dem Wirkmechanismus von HD5(1-9) weiter auf den
Grund zu gehen, wurden HFF mit dem biotinylierten HD5(1-9) sowie als
Kontrollen dem biotinylierten HD5(3-9) und unbehandeltem HD5(1-9) inkubiert
und im Anschluss mit gelabeltem Streptavidin gefarbt. Danach erfolgte die

Analyse der HD5(1-9) Lokalisation mittels Mikroskopie.

Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der Lokalisation zwischen den mit
biotinyliertem HD5(1-9) behandelten und den mit biotinyliertem HD5(3-9)
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behandelten HFFs. Bei den mit biotinyliertem HD5(1-9) behandelten Zellen zeigt
sich eine saumartige Struktur, die die Nuclei umgibt. Diese ist zum Saumrand hin
akzentuiert und zeigt teilweise linienahnliche Auslaufer, die mit der Zellkontur der
HFFs korrelieren. Bei den mit biotinyliertem HD5(3-9) behandelten Zellen fehlen
diese Strukturen nahezu komplett und es kommt nur sehr vereinzelt zu kleineren

Signalaggregationen (siehe Abb.16).

mock

HD5(1-9);
biotinyliert

HD5(3-9);
biotinyliert

Abbildung 16: Visualisierung der biotinylierten Peptide auf HFF

HFF wurden fir 1h mit HD5(1-9)-biotinyliert und HD5(3-9)-biotinyliert behandelt. Nach Abnahme
erfolgte die Farbung mit Streptavidin-AlexaFluor514 fur 1h und anschlieRende Visualisierung im
Cytation multiplate reader in den Kanalen YFP und DAPI.
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3.7 Hinweis auf Interaktion zwischen Heparin und HD5(1-9)
Zur naheren Untersuchung einer moglichen Wechselwirkung von Heparin und
HD5(1-9) wurden HFF einzeln mit Heparin und HD5(1-9) sowie in Kombination

mit beiden Substanzen behandelt und anschlieend mit HCMV infiziert.

Fir die einzelne Behandlung mit HD5(1-9) zeigt sich die vorbekannte Inhibition
in Konzentrationen von 100uM sowie eingeschrankt von 50uM. Far die
Behandlung mit Heparin zeigt sich eine klare Inhibition in Konzentrationen von
8ug/ml und hdher, eine halbmaximale Inhibition bei etwa 2ug/ml sowie nahezu
keine Inhibition der HCMV-Infektion bei 0,5ug/ml. In der Kombination beider
Substanzen zeigt sich eine deutliche Senkung der antiviralen Potenz. Fir 100uM
HD5(1-9) und 16ug/ml Heparin ergibt sich eine relative Infektionsrate von 0,49.
Ab 25uM HD5(1-9) und 4pug/ml Heparin zeigen sich relative Infektionsraten um
1, sodass kein antiviraler Effekt mehr nachweisbar ist (siehe Abb.17). HD5(1-9)
und Heparin zeigen somit in Kombination keinen additiven antiviralen Effekt.
Vielmehr schwachen sie ihre Wirkung im Vergleich zur jeweiligen Einzelsubstanz
deutlich ab.
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doppelte Inkubation: Heparin und HD5(1-9)
1.5+

Heparin

Defensin

Heparin + Defensin

25uM Defensin + Heparin
1ug/ml Heparin + Defensin

relative Infektionsrate

¢ [uM Defensin - pg/ml Heparin]

Abbildung 17: Abschwidchung der Wirkung von HD5(1-9) und Heparin bei
gleichzeitiger Inkubation

HFF wurden mit HD5(1-9) und Heparin in den oben genannten Konzentrationen behandelt und
anschlielend mit HCMV TB40EdelUL16EGFP infiziert (MOl = 0,5). 24h nach Infektion erfolgte
die Fixierung und Farbung auf HCMV IE 1/2 und DAPI. Aufnahmen erfolgten am Cytation.
Berechnung der relativen Infektionsrate durch Normalisierung zu unbehandelten, HCMV-
infizierten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten (n=3) und die
entsprechende Standardabweichung (SD).

3.8 HDS5(1-9) inhibiert die Infektion mit HCMV auf Caco2-Zellen

Als weiteres Zellmodell zur Evaluation der antiviralen Aktivitat von HD5(1-9)
gegen HCMV wurden Caco2-Zellen verwendet. Diese kdnnen als Modell fir das
intestinale Epithel herangezogen werden. Da HD5(1-9) im menschlichen
Organismus naturlicherweise in den Darmkrypten vorkommt, kdnnen Caco-2 als
realititsnahes Zellkulturmodell angesehen werden. Getestet wurden
Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM von HD5(1-9) und HD5(3-9) als

Negativkontrolle.
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Defensine auf Caco2
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Abbildung 18: Aktivitat von HD5 (1-9) gegen HCMV auf Caco2

Caco2 wurden mit HD5(1-9) und HD5(3-9) in Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM behandelt
und mit HCMV TB40EdelUL16-EGFP mit einer MOI von 20 infiziert. 5 Tage nach Infektion wurden
die Zellen fixiert und auf HCMV IE1/2 sowie DAPI gefarbt. Aufnahmen erfolgten im Cytation. (A)
Relative Infektionsraten bei Normalisierung zu HCMV infizierten und nicht mit Peptid behandelten
Caco2. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten (n=3) und die
entsprechende Standardabweichung (SD). (B) Aufnahmen von nur HCMV behandelten Zellen
(HCMV) und mit HD5(1-9) bzw. HD5(3-9) in der Konzentration von 100uM behandelten Zellen

Bei einer MOI von 20 ergaben sich fur Caco2 Infektionsraten zwischen 16% und
36% 5 Tage nach einer Infektion mit HCMV TB40E delUL16EGFP. Fur HD5(1-
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9) zeigt sich eine dosisabhangige Inhibition der Infektion mit HCMV. In der
Konzentration 100uM betragt die relative Infektionsrate 25,7%. Fur 50uM betragt
sie 45,7%, fur 25uM 61,1% und fur 12,5uM 84,4% (siehe Abb. 18, A). In
niedrigeren Konzentrationen zeigt sich HD5(1-9) nicht wirksam in der Inhibition
einer HCMV-Infektion. Fir HD5(3-9) zeigt sich bei keiner der getesteten

Konzentrationen eine antivirale Aktivitat.

3.9 Keine Aktivitat von HD5(1-9) gegen SARS-CoV2
HD5(1-9) wurde auf mogliche antivirale Aktivitat gegeniber SARS-CoV2 in
Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM untersucht. Als Negativkontrolle wurde

HD5(3-9) in denselben Konzentrationen verwendet.

Die Infektionsraten nach 48h Inkubation bewegten sich im Bereich von 11,2 bis
26,6%. Fur die Konzentration von 100uM belauft sich der Mittelwert der relativen
Infektionsrate fur HD5(1-9) auf 1,02 (siehe Abb. 19). Es findet somit in einer
gegen HCMV antiviral aktiven Konzentration keine Hemmung einer Infektion mit
SARS-CoV2 statt. Auch in den geringeren Konzentrationen bewegen sich die
relativen Infektionsraten bei Behandlung der Zellen mit HD5(1-9) um den Wert 1.
HD5(1-9) hat in den getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die
Infektionsraten von Caco2 mit SARS-CoV2. Fur HD5(3-9) zeigt sich fur die
Konzentration von 100uM im Mittel eine relative Infektionsrate von 0,70. Eine
leichte antivirale Aktivitat gegenuber SARS-CoV2 koénnte anhand der
vorliegenden Daten postuliert werden. Da aber geringere Konzentrationen
analog zu HD5(1-9) mit der Infektionskontrolle vergleichbare Werte aufweisen,

wurde dieser Befund nicht nachverfolgt.
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Abbildung 19: Keine antivirale Aktivitat von HD5(1-9) gegen SARS-CoV2
Caco2-Zellen wurden mit HD5(1-9) und HD5(3-9) in Konzentrationen von 100uM bis 3,125uM
behandelt und anschlieRend mit SARS-CoV2-mNeonGreen in einer 1:2000-Verdunnung infiziert.
Nach 48h wurden die Zellen fixiert und mit Hoechst 33342 nuklear gefarbt. Aufnahmen erfolgten
am Cytation. Die Berechnung der relativen Infektionsraten erfolgte durch Normalisierung zu
unbehandelten mit SARS-CoV2 infizierten Zellen. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus drei
biologischen Replikaten (n=3) und die entsprechende Standardabweichung (SD).

Das Experiment wurde insgesamt dreimalig unter Verwendung technischer

Duplikate durchgefuhrt.

3.10 Mogliche Verstarkung der HIV-Infektion von CD4+-T-Zellen durch
HD5(1-9)

HD5(1-9) wurde auf eine Aktivitat gegenuber HIV in humanen CD4+-T-Zellen in

den Konzentrationen 100uM und 10uM getestet. Als Negativkontrolle wurde

HD5(3-9) verwendet.

In der Konzentration von 100uM zeigt sich far HD5(1-9) im Mittel eine relative
Infektionsrate von 1,32. Die Anwesenheit von HD5(1-9) geht also mit einer um
etwa 32% gesteigerten Infektionsrate der T-Zellen einher (siehe Abb.20).
Einschrankend ist zu beachten, dass die Standardabweichung in den 5
Replikaten betrachtlich ist. Fur 2 Replikate zeigte sich nahezu eine Verdopplung
der Infektionsrate, wahrend die Infektionsrate der drei anderen Replikate im
Wesentlichen im Bereich der Infektionskontrolle lag. Es ist zu berlcksichtigen,
dass die T-Zellen primaren Ursprungs sind und aus dem Blut gesunder
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Blutspender isoliert wurden. Jedes Replikat besteht aus T-Zellen eines anderen
Spenders. Dies fuhrt zu einer grolderen Ergebnisvariabilitat im Vergleich zur
Arbeit mit klassischen Zellkultursystemen. In der Konzentration von 10uM zeigt
HD5(1-9) keinen Effekt auf die Infektionsraten der T-Zellen. Gleiches gilt fur
HD5(3-9) in den beiden getesteten Konzentrationen (100uM und 10uM).
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Abbildung 20: Effekt von HD5(1-9) auf die HIV-Infektionsraten von primaren T-

Zellen

Aus humanem Blut isolierte CD4+ T-Zellen wurden mit PHA und IL-2 stimuliert und anschlieRend
mit HD5(1-9) und HD5(3-9) behandelt. Nach 4 Tagen wurden die Zellen fixiert und mittels
Antikérperfarbung gegen p24 untersucht. Die Quantifizierung erfolgte am MACSQuant VYB.
Gezeigt sind jeweils Mittelwerte aus flnf biologischen Replikaten (n=5) und die entsprechende
Standardabweichung (SD).

Eine Evaluation des Virustiters ergab aulerdem, dass die Infektionsrate der T-
Zellen auch bei deutlicher Reduktion der im Experiment verwendeten
Virusmenge annahernd konstant ist. Moglicherweise wird durch eine
Uberinfektion, also eine zu hohe MOI, ein infektionsverstarkender oder -
verringernder Effekt maskiert. Eine Normalisierung der Viruslast kann diesem

Problem begegnen und die Vergleichbarkeit der Replikate erhdhen.
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Zur weiteren Evaluation einer infektionssteigernden Wirkung von HD5(1-9) in der
Konzentration 100uM wurde untersucht, ob HD5(1-9) eine stimulierende Wirkung
auf T-Zellen hat. Als Positivkontrolle wurde PHA verwendet. Dabei zeigt sich
weder eine Induktion von CD69 noch von CD25 als Marker fur die Aktivierung
von T Zellen. Es ist somit nicht davon auszugehen, dass HD5(1-9) T-Zellen

stimuliert.
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Abbildung 21: Untersuchung einer stimulatorischen Wirkung von HD5(1-9) auf T-

Zellen

Aus humanem Blut isolierte CD4+ T-Zellen wurden mit HD5(1-9), 100uM, sowie PHA und
Zellkulturmedium ohne weitere Zusatze behandelt. Nach 1, 2 und 3 Tagen wurden die Zellen
fixiert und mittels Antikérperfarbung auf die Oberflachenexpression von CD25 und CD69
untersucht. Die Quantifizierung erfolgte am MACSQuant VYB. n=1

Der Versuch zur Stimulation der T-Zellen wurde einmalig durchgefihrt.
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4 Diskussion

4.1 Wirkspezifitait von HD5(1-9) gegenuber HCMV

Die antivirale Aktivitat von HD5(1-9) in Konzentrationen von Uber 50uM gegen
HCMV ist in verschiedenen Zellkultursystemen beschrieben. Auch eine
antibakterielle Aktivitat des Fragments wurde bereits gezeigt (Ehmann et al.,
2019). Die modifizierten Derivate von HD5(1-9) wurden mit dem Ziel einer
Wirkungsoptimierung getestet. Auch waren verkurzte Derivate von HD5(1-9), die
eine vergleichbare antivirale Aktivitat aufweisen, durch ihre geringeren

Synthesekosten von Vorteil.

Alle getesteten verkurzten Derivate von HD5(1-9) sind gegen HCMV in den
getesteten Zellkultursystemen (HFF und ARPE-19) inaktiv. Das Nonapeptid
HD5(1-9) wird durch die getesteten n- und c-terminalen Verkirzungen
wirkungslos. Dies zeigt, dass sowohl das Alanin (Position 1) als auch das Arginin
(Position 9) fur die Wirkung von HD5(1-9) unerlasslich sind. Es wurde bereits
gezeigt, dass der Austausch der Cysteine durch Serin an den Positionen 3 und
5 ebenso wie ein Austausch der Arginine durch Alanin an den Positionen 6 und
9 die antivirale Aktivitat von HD5(1-9) deutlich herabsetzt (Boffert et al., 2020).
Die vorliegenden Daten erganzen, dass auch Alanin als apolare Aminosaure fur
die Gesamtwirkung ein entscheidender Faktor ist. Eine Zusammenschau mit den
Studien von Boffert et al. zeigt, dass die Wirkspezifitat von HD5(1-9) nicht primar
von der Lange/GrofRe des Peptids abhangt, da die getesteten Varianten (u.a.
HD5(1-9) [C3S, C5S]) ebenfalls Nonapeptide sind (Boffert et al., 2020). Eine
durch die verkurzten Varianten von HD5(1-9) unterschiedliche Gesamtstruktur
der Peptidfragmente kann ebenfalls als unwahrscheinlich gelten, da bereits fur
das Nonapeptid eine ungeordnete und lineare Struktur angenommen wird. Die
Verkurzungen verringern die Molekulgrofie und geben so weniger Moglichkeit zu

einer komplexeren Struktur im Vergleich zum Referenzpeptid.

Dass Veranderungen der Primarstruktur die anti- oder proviralen Eigenschaften
von Defensinen verandern, ist im Hinblick auf andere Viren auch fur HD5

beschrieben. Hier wurden einzelne Aminosauren identifiziert, die bei Testung
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gegen HIV fur eine gesteigerte Infektionsrate verantwortlich sind (Valere et al.,
2017).

Erganzende Hinweise zu den unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften
der getesteten Verkirzungen von HD5(1-9) liefert das beobachtete Phanomen
der Prazipitatbildung (siehe Abb. 6). Dies betrifft vor allem die Derivate HD5(1-7)
und HD5(1-8). Der Verlust des Arginins an Position 9, welcher mit einer
Ladungsanderung des Peptids einhergeht, sowie das zusatzliche Fehlen von
Glycin (Position 8) flhrt zu einer Prazipitierung in PBS bei Konzentrationen ab
75uM. Die Beobachtung hebt die enorme Relevanz einzelner Aminosauren flr

die Eigenschaft des Gesamtpeptids hervor.

Die im Hinblick auf eine Optimierung der antiviralen Aktivitat erfolglosen
umfangreichen Testungen strukturmodifizierter Varianten schlagen HD5(1-9) als
bereits von Natur aus gegen HCMV optimiertes antiviral aktives
Defensinfragment vor. Der von Ehmann et al. postulierte ,Splitterbombeneffekt,
der die Spaltung von HD5 in ebenfalls wirksame Bruchsticke beschreibt, kann
durch die vorliegenden Daten weiter unterstiitzt werden (Ehmann et al., 2019) Im
konkreten Fall heil3t das, dass die Spaltung von HD5 nicht zufallig zu HD5(1-9)
geschieht, sondern mit dem Ziel eine weitere antimikrobiell aktive Substanz zu

generieren.

4.2 HD5(1-9) bleibt Giber eine Woche hinaus stabil und ist antiviral aktiv

In den Experimenten von Boffert et al. wurden samtliche Infektionsexperimente
mit HD5(1-9) mit einer Inkubationszeit von Peptid und Virus auf den
Zellkultursystemen von 40h getestet (Boffert et al., 2020). In diesem Zeitraum
kann eine Penetration von HCMV in die Zielzelle stattfinden und nachfolgend eine
Genexpression der immediate early-Gene einsetzen, deren Genprodukte durch
den Infektionsassay mittels Immunfluoreszenz detektiert werden. Ziel der hier
durchgefiihrten Experimente war es zu untersuchen, ob sich durch die
Ausdehnung der Inkubation von Peptid und Virus auf 7 Tage Unterschiede in der
antiviralen Aktivitat ergeben. Der Versuch zur Stabilitdit des Peptids in

Zellkulturbedingungen zeigt, dass eine Degradation allein durch Temperatur oder
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Serumbestandteile als vernachlassigbar gelten kann, da die Aktivitat auch nach
einer Vorinkubation von 7 Tagen vergleichbar ist. Als Nonapeptid ist HD5(1-9)
bereits das Ergebnis einer proteolytischen Spaltung aus dem 32 Aminosauren
umfassenden Volllangenpeptid HDS. Bei Entdeckung der Fragmente konnten
keine weiteren Bruchstlcke von HD5(1-9) identifiziert werden (Ehmann et al.,
2019). Eine weitere Prozessierung von HD5(1-9) in vivo wurde bislang nicht
beschrieben. Die Ergebnisse deuten auf eine Stabilitdt des Peptids hin, die eine
Verwendung in Experimenten mit langerer Inkubationsdauer rechtfertigt.
Gleichzeitig lasst sich daraus kein direkter Rickschluss auf eine Stabilitat von
HD5(1-9) bei oraler Einnahme ziehen. Die schlechte Stabilitat von Peptiden ist
ein wesentlicher Kontrapunkt in der therapeutischen Anwendung. Ob HD5(1-9)
bei einer oralen Aufnahme die Magenpassage Ubersteht und in hinreichender
Menge im menschlichen Darm vorliegt, ist offen. Zunehmend wird versucht,
defensinahnliche Substanzen herzustellen oder die Peptide durch chemische
Modifikationen in einen stabileren Zustand zu versetzen. Inwieweit sich HD5(1-
9) fur solche Modifikationen eignet muss kritisch beurteilt werden, da
Veranderungen in der Primarstruktur oder Modifikationen die antivirale Aktivitat
aufheben oder in einer betrachtlichen Toxizitat resultieren kdnnen (Boffert, 2021).
Die Langzeitinkubation von HD5(1-9) zeigt experimentell aullerdem keine
Zeichen einer gesteigerten Zytotoxizitat. Dies bestatigt die Erwartung der
umfassenden Zellviabilitatstestungen in der Literatur. (Boffert et al., 2020; Boffert,
2021). Das 7-tdgige Infektionsexperiment zeigt keine signifikanten
Veranderungen zu den Ergebnissen bei kirzeren Inkubationsdauer. HD5(1-9)
hat das Potential, die Infektionsrate der Zellen mit HCMV in einem langfristigen
Setting bei einmaliger Applikation gering zu halten. Mdglicherweise ist hierfur
auch die relativ betrachtet langere Stabilitat von HD5(1-9) gegenuber HCMV

ausschlaggebend.

Gleichzeitig ist im experimentellen Setting eine Anwesenheit des Peptids bei
Viruszugabe von zentraler Relevanz. In den Versuchen zur Infektionsausbreitung
konnte kein signifikanter Effekt von HD5(1-9) gezeigt werden. Eine etablierte
basale Infektionsrate der Zellkultur breitet sich trotz Zugabe von HD5(1-9) in den

Uberstand &hnlich schnell aus wie ohne die Zugabe des Peptids. Die
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Infektionsausbreitung erfolgt dabei in Clustern, was eine Verbreitung von einer
Zelle an ihre direkten Nachbarzellen vorschlagt. Es wurde gezeigt, dass HCMV
die Fahigkeit der direkten Zell-zu-Zell-Ubertragung besitzt. (Jackson and Sparer,
2018). Moglicherweise ist dieser Mechanismus ausschlaggebend dafur, dass
HD5(1-9) in den bislang durchgeflhrten Versuchen keinen signifikanten Effekt
auf die Ausbreitung einer HCMV-Infektion aufweist. Dies ist einerseits
bedeutend, da diese Hypothese einen Immunevasionsmechanismus von HCMV
postuliert. Ebenfalls kann auf diesem Weg ein Kontakt mit Immunfaktoren wie
Antikérpern im Serum umgangen werden (Digel et al., 2006). Angemerkt werden
muss, dass im Experiment zur adaquaten Betrachtung der infektionskinetischen
Parameter nur mit geringen Virusmengen gearbeitet wurde, da eine zu hohe
initial infizierte Zellzahl das Studium einer weiteren Infektionsausbreitung
unmdglich macht. Bei der groflden Zahl nicht-infizierter Zellen kommt es zu keiner
signifikanten Viruslast im Serum. Dies stellt einen weiteren wesentlichen
Unterschied im Vergleich zum regularen Infektionsassay dar und muss in die

Interpretation der Ergebnisse einbezogen werden.

4.3 Verlangerter time of addition-Assay bestatigt Entry-Hypothese

Untersuchungen von Boffert et al. haben den Entry von HCMV in die Zielzelle als
wahrscheinlichen Zielpunkt der antiviralen Aktivitat von HD5(1-9) vorgeschlagen
(Boffert et al., 2020). Entscheidend fur die antivirale Wirkung ist die Anwesenheit
des Peptids bei Zugabe des Virus zum Zellkultursystem. Der verlangerte time of
addition-Assay stutzt diese Behauptung und bestatigt die bereits vorliegenden
Daten (Boffert et al., 2020). Eine Prainkubation von Peptid und Zellen von bis zu
6h hat keine Aktivitatssteigerung des Peptids zur Folge. Gleichzeitig fallt die
Aktivitat von HD5(1-9) drastisch ab, wenn es 3 bzw. 6h nach dem Virus zu den
Zellen zugegeben wird. Fur die Zugabe des Peptids 6h nach der Viruszugabe
kann auch bei hohen Konzentrationen praktisch keine antivirale Aktivitat
festgestellt werden. Die isolierte Inkubation von Virus und Zellen flhrt zu einer
Penetration viraler Partikel in die Zelle und zur Infektion derselben. Ein Entry-

Inhibitor verliert seine Wirkung, wenn er zeitlich nach der Virusinfektion zum
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Zellkultursystem gegeben wird. Dieses Charakteristikum von HD5(1-9) wurde im
Assay erneut bestatigt. Inwieweit auch eine Hemmung der viralen Replikation
durch HD5(1-9) stattfindet kann durch die Assays nicht sicher bestimmt werden.
Hierzu ware eine Quantifizierung der HCMV-Genomkopien im Uberstand bei

Zugabe des Virus nach bereits erfolgter Infektion notwendig.

4.4 Nahere Untersuchungen des Wirkmechanismus von HD5(1-9) bei der
Blockierung des HCMV-Eintritts in die Zielzelle
Eine Limitation der weiteren Charakterisierung von HD5(1-9) und seiner Wirkung
ist die eingeschrankte Nachweisbarkeit von HD5(1-9). Klassische
Nachweismethoden wie Antikdrper gegen HD5(1-9) sind nicht verfligbar, sodass
die Wirkung indirekt Uber die HCMV-Infektion der Zelle (infiziert oder nicht
infiziert) bestimmt wird. Dies erschwert die Bestimmung konkreter molekularer
Zielstrukturen von HD5(1-9). In Versuchen von Rebecca Boffert (Boffert, 2021)
wurde gezeigt, dass ein Cy5-getaggtes HD5(1-9) in hohem Male zytotoxisch ist
und somit keine vergleichbare Wirkung zu HDS5(1-9) aufweist. Mittels
Biotinylierung von HD5(1-9) konnten weitere Experimente durchgeflihrt werden,
nachdem Uberpruft wurde, dass auch die biotinylierte Form von HD5(1-9) antiviral
aktiv ist (siehe Abb.12) und keine erhdhte Zytotoxizitat aufweist. Unter
Verwendung Massenspektrometrie sollten mdgliche Bindungspartner von
HD5(1-9) analysiert werden. Das biotinylierte Peptid wurde auf den Zellen
inkubiert, welche anschlielRend abgeldst und lysiert wurden. Das Lysat wurde
mittels Streptavidin, einem naturlichen Bindungspartner des Biotin, gefiltert und
die resultierenden Partikel massenspektrometrisch analysiert. Die erhaltenen
Zielmolekule wurden gefiltert nach den Kategorien Spezifitat (nur beim
biotinylierten HD5(1-9), nicht aber beim biotinylierten HD5(3-9) vorkommend)
und Zellmembranlokalisation ausgewertet. In einem ersten Durchlauf konnten die
membranstandigen Proteine Integrin 3-1, Integrin A-5 und LRP1 als mdgliche
Bindungspartner identifiziert werden. Gleichwohl zeigten sich die Proteine nicht
als signifikant angereichert bei HD5(1-9) gegentber HD5(3-9). Dennoch wurden
die Proteine mittels Generierung von Knockout-Zellen naher untersucht und
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schliel3lich als nicht fur die HCMV-Infektion notwendig bewertet. Es zeigt sich
keine Senkung der Infektionsrate mit HCMV in den Knockout-Zellen. Integrin 3-
1 und LRP1 sind somit nicht fur die HCMV-Infektion essentielle Proteine. Fur
Integrin -1 ist eine Rezeptorfunktion fur HCMV beschrieben (Feire et al., 2004;
Feire et al., 2010). Ob eine Bindung von HD5(1-9) an die oben genannten
Molekule vorliegt, kann aufgrund der Limitationen des experimentellen Aufbaus
nicht abschlieend beantwortet werden. Die Bindung von HD5(1-9) an die Zellen
wurde als reversibel charakterisiert (Boffert et al., 2020). Gleichzeitig war
experimentell zur Ablésung der Zellen eine Trypsinierung notwendig, welche
diese Bindung beeinflussen kénnte. Die anschlieRende Lyse stellt eine noch
groRere Problematik dar. Einerseits konnte das biotinylierte Defensinderivat mit
zahlreichen Strukturen intrazellular in Kontakt kommen, die es sonst aufgrund
der Membranbarriere moglicherweise gar nicht erreicht. Andererseits konnte
durch die Lyse auch die Bindung von HD5(1-9) und Zielprotein aufgehoben
werden. Auch ist nicht untersucht, ob die Biotinylierung von HD5(1-9) wahrend
der Lyse stabil bleibt. Weitere Versuche zur Untersuchung des molekularen
Zielstrukturen von HD5(1-9) sollten diese Limitationen unter Berlcksichtigung

des reversiblen Bindungscharakters von HD5(1-9) kritisch berlcksichtigen.

Gleichzeitig wurden KO-Zellen generiert, in welchen Enzyme der
Heparansulfatsynthese ausgeschaltet wurden. Hier konnte keine KO-Effizienz
bestimmt werden. Moégliche Erklarungen hierfir sind der Detektionsantikorper
gegen N-sulfatiertes Heparansulfat, welcher kein eindeutiges Signal gezeigt hat
sowie die Hypothese, dass das Ausschalten der unterschiedlichen Enzyme allein
nicht ausreichend fir die Reduktion der Heparansulfatexpression ist. Zur
weiteren Abklarung ware das Arbeiten mit gesichert Heparansulfat-defizienten
Zellen, im Idealfall sowohl durch einen Knockout als auch durch eine
enzymatische Spaltung. Von diesen ist bereits beschrieben, dass die HCMV-
Infektion entscheidend vermindert wird (Compton et al., 1993). Mit diesen Zellen
kénnten Unterschiede in der Bindung von HD5(1-9) untersucht werden.

Des Weiteren wurde mit den biotinylierten Peptiden eine indirekte Visualisierung
von HD5(1-9) moglich. Durch die Biotinylierung wird eine Streptavidin-
Markierung des Peptids moglich, welche Rickschlisse auf die zellulare
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Lokalisation zulasst. Hierbei zeigen sich klare Unterschiede zwischen HD5(1-9)
und HD5(3-9). HD5(1-9) zeigt ein zellulares Lokalisationsmuster, das sich auch
bei Permeabilisierung der Zellen nicht relevant verandert. HD5(3-9) zeigt
insgesamt ein schwacheres Signal und eine deutlich geringere zellulare
Lokalisation. Die Ergebnisse untermauern die Wirkspezifitdt von HD5(1-9) im
Gegensatz zu den verkurzten Derivaten. Ebenfalls sind sie ein weiterer Hinweis
auf eine Wirkung des Peptids, die an der Zellmembran stattfindet. Zur weiteren
Untersuchung ware eine hochauflésendere Mikroskopie eine Maoglichkeit, die
Lokalisation naher zu charakterisieren. Auch konnten noch andere Zelltypen
untersucht werden, um das Verteilungsmuster zu bestatigen. Schlief3lich kann
die Visualisierung des Verteilungsmuster auf Heparansulfat-defizienten Zellen
einen zentralen Hinweis zum Bindungspartner von HDS5(1-9) geben. Ein
kompetitives Molekil in der Bindung des Heparansulfats kdénnte ebenfalls in

seiner Wirkung auf die Verteilung von HD5(1-9) untersucht werden.

4.5 Hinweise auf Interaktion von HD5(1-9) und Heparansulfat als
Schlissel zum Wirkmechanismus von HD5(1-9)

Nach der Hypothese, dass HD5(1-9) mit dem Entry von HCMV interferiert,
wurden im nachsten Schritt eine mogliche Interaktion mit einem bereits
bekannten Entry-Inhibitor von HCMV, dem Heparin, getestet. Heparine sind
anionische Moleklle, die aus langen Ketten sulfatierter Zuckerbausteine
bestehen. Frih wurde seine Wechselwirkung mit dem Eintritt von HCMV
beschrieben (Compton et al., 1993). Diese ist analog zu den Resultaten mit
HD5(1-9) konzentrationsabhangig sowie abhangig vom Zeitpunkt der Zugabe.
Eine Zugabe von Heparin nach der Virusinfektion geht mit einem Verlust der
antiviralen Aktivitdt einher. Als zellularer Rezeptor wurde Heparansulfat
identifiziert. Die initiale Bindung von HCMV an Heparansulfat stellt am ehesten
eine Anreicherung der Virionen auf der Zelloberflache dar. Bei langerer
Inkubation von Zellen und HCMV zeigt sich eine zunehmende Insensitivitat
gegenuber Heparin als antiviralem Wirkstoff sowie eine geringere Reversibilitat
der HCMV-Bindung zur Zelloberflache bei Waschung mit Salzlésung (Compton
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et al., 1993). Aufgrund der sehr ahnlichen kinetischen Eigenschaften der
Inhibition von HCMV durch HD5(1-9) und Heparin wurden beide Substanzen
koinkubiert und auf eine mogliche additive Wirkung getestet. Dabei zeigt sich ein
Wirkverlust bei gemeinsamer Zugabe: Sowohl Heparin als auch HD5(1-9) sind
bei Koinkubation in einem geringeren Mal3e antiviral aktiv wie als Einzelsubstanz.
Die abnehmende antivirale Potenz bei gleichzeitiger Inkubation legt eine
gegenseitige Bindung von Heparin und HD5(1-9) nahe, welche zu einer
geringeren Menge antiviral aktiver Substanzen und somit zu einer erhdhten
Infektionsrate flhrt. Eine Bindung von Heparin und HD5(1-9) ware ein klarer
Hinweis auf einen ahnlichen Wirkmechanismus beider Substanzen. Als
Vergleichssubstanz konnte mit HD5(3-9) gearbeitet werden, dass antiviral inaktiv
ist. Analog ist von Interesse, ob auch HDS5 als Volllangenpeptid eine Interaktion
mit Heparin aufweist. In der antiviralen Aktivitatstestung erweist sich HD5
genauso wie HD5(1-9) als potent, jedoch mit einem unglnstigeren
Toxizitatsprofil. Von Interesse ist hier, dass eine ahnliche Interaktion in Bezug auf
HIV zwischen Heparin und HD5 beschrieben ist: Eine Gabe von Heparin in
héheren Konzentrationen verringert den HIV-verstarkenden Effekt von HD5. In
Zellen, die mit Heparinase vorbehandelt wurden, trat die HD5-vermittelte

Verstarkung der HIV-Infektion zudem besonders stark auf (Rapista et al., 2011).

Fir Heparansulfat als potentielles Zielmolekul von HD5(1-9) spricht neben der
ahnlichen inhibitorischen Kinetik sowie der moglichen Interaktion mit Heparin
auch das breite Vorkommen. Da es nahezu ubiquitar auf der Zelloberflache
vorhanden ist, konnte der breite Tropismus von HD5(1-9) erklart werden. Flr das
Entry von HCMV sind je nach Zelltyp unterschiedliche Rezeptoren und
Mechanismen beschrieben. HD5(1-9) inhibiert eine Infektion unabhangig vom
Zelltyp und wirkt daher moglicherweise als Attachment-Inhibitor. HCMV kénnte
sich nicht mehr Uber Heparansulfat an der Zelloberflache anreichern, und eine

weitere Penetration tber Neuropilin-2 oder PDGFRa kann nicht auftreten.

Eine Interaktion mit Heparansulfat zur Inhibition einer HCMV-Infektion wurde
zuvor bereits flr weitere Substanzen beschrieben: Die Protein-Dendrimere
SB105 und SB105_A10 zeigen ahnliche Eigenschaften wie HD5(1-9) in der
Inhibitionscharakteristik einer HCMV-Infektion (Luganini et al., 2010). Als
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Dendrimere bezeichnet man verzweigt aufgebaute kleine Molekile (Rosa Borges
et al., 2005). Auch fir nicht verzweigte Peptide existieren Beispiele einer
Interaktion mit Heparansulfat: Fur das 45 Aminosauren lange Peptid p5+14
konnte eine Inhibition der Infektion von HCMV mit einer IC50 von 5,2 yM gezeigt
werden (Dogra et al., 2015). Eine positive Gesamtladung des Molekils wurde als
zentral fur die antivirale Aktivitat postuliert. Als Wirkmechanismus wurde eine
Bindung an die zellulare Oberflache vorgeschlagen. Eine Prainkubation mit
Heparin verringerte zudem die antivirale Aktivitat von p5+14. Des Weiteren zeigt
p5+14 eine Aktivitdt auch gegen Herpes simplex Viren 1 und 2 (Dogra et al.,
2015). Von besonderer Bedeutung in der Entwicklung antiviral aktiver
Substanzen mittels Attachment-Hemmung von HCMV ist dabei, dass es bereits
Daten zur Reduktion der HCMV-Viruslast in vivo gibt. Diese sind fur das 26
Aminosauren umfassende Peptid p5RD in Mausen gegeniber MCMV
beschrieben (Pitt et al., 2016). Gleichzeitig ist diese Reduktion nicht so prominent
verglichen mit der Inhibition in vitro. Als Moglichkeit wird von den Autoren hier
eine Infektionsausbreitung vorgeschlagen, die weniger von Heparansulfat
abhangig ist, wie beispielsweise eine direkte Zell-zu-Zell-Ausbreitung (Pitt et al.,
2016). Jackson et al. heben dagegen hervor, dass eine in vivo-Applikation eines
in vitro gegen HCMV aktiven Peptids auch erfolglos sein kann. Fir das oben
beschriebene p5+14 zeigte sich gegenuber MCMV in vivo kein signifikanter
antiviraler Effekt. Die Autoren legen in ihren Versuchen nahe, dass die direkte
Zell-zu-Zell-Ausbreitung von Heparansulfaten unabhangig ist (Jackson et al.,
2019). HD5(1-9) koénnte sich als Nonapeptid in die Reihe gegentiber HCMV
aktiven peptid(-ahnlichen) Substanzen einordnen, die an Heparansulfat binden.
Eine genauere Untersuchung Uber die Ergebnisse dieser Arbeit hinaus, ob und
inwieweit die Ausbreitung einer bereits etablierten HCMV-Infektion eingeschrankt
werden kann, ist fir die Weiterentwicklung von HD$5(1-9) von relevanter
Bedeutung. Gleichzeitig kann eine Applikation in vivo im Mausmodell nach
vorhergehender Testung gegentber MCMV in vitro wertvolle Ergebnisse liefern.
Die Schwierigkeiten der Verwendung von antiviralen Substanzen mit dem Ziel
der Blockade der Heparansulfat-HCMV-Interaktion in vivo wurden bereits

diskutiert. Die divergierenden Ergebnisse in der Literatur bezlglich der antiviralen
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Wirkstarke in vivo zeigen aber auch, dass eine Aktivitat von HD5(1-9) im

Mausmodell nicht pauschal ausgeschlossen werden kann.

4.6 Caco-2-Zellen als Modell der antiviralen Aktivitat von HD5(1-9)

Die proteolytische Spaltung von HD5 tritt nach Exkretion desselben und anderer
Effektormolekile des Immunsystems in das Darmlumen auf. Naturlicherweise
vorkommende Proteasen zerlegen HD5 in verschiedene Bruchstlcke, darunter
HD5(1-9). Die Dbereits getesteten Zellkultursysteme der antiviralen
Aktivitatstestung waren HFF als Modell des Bindegewebes, Makrophagen als
Immunzellen sowie ARPE-19 als epitheliale Zelltypen. Alle drei stellen ein flr
HCMV wichtiges Reservoir mit unterschiedlichen Funktionen im Infektionszyklus
dar (Sinzger et al., 2008). Gleichzeitig kommt aber keines der getesteten
Systeme in vivo mit HD5(1-9) in unmittelbaren Kontakt, da nach Ausschittung in
das Darmlumen das intestinale Epithel die unmittelbare Kontaktoberflache.
Neben seiner Funktion als Grenzschicht hat das Darmepithel eine besondere
Stellung im menschlichen Koérper, da es umfangreiche Resorptionsfunktionen
steuert, eine zentrale immunologische Pforte ist und auch eine pharmakologisch
relevante Barriere ist. Um einen direkten antiviralen Wirkeffekt am Darmepithel
zu simulieren, wurden Caco2-Zellen verwendet. Dies sind immortalisierte
Darmepithelzellen, deren Zellkulturanwendung weithin als Modell fur die
intestinale Oberflache gilt (Meunier et al., 1995). Es wurde bereits gezeigt, dass
Caco2 fur eine Infektion mit HCMV bei héheren MOls empfanglich sind (Jarvis et
al., 1999) Die vorliegenden Versuche zeigen analog zu den Aktivitatstestungen
von HD5(1-9) auf HFF, ARPE-19, THP-1 und Makrophagen eine inhibierende
Wirkung gegenuber einer HCMV-Infektion im vergleichbaren
Konzentrationsbereich. Durch die Ausschittung aus den Granula der Paneth-
Zellen und anschlieRender Degradation zu weiteren antimikrobiell aktiven
Fragmenten kdnnen am Darmepithel lokal hohe Konzentrationen von HD5 und
seinen Fragmenten erreicht werden. Eine direkte antivirale Wirkung gegenuber
HCMV im Darmlumen koénnte als auftretendes Szenario in vivo betrachtet
werden. Dies ist von Interesse, da eine Reaktivierung von HCMV im Darm unter
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anderem bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen beschrieben wurde
(Garrido et al., 2013; Sager et al., 2015; Lv et al., 2017). Gleichzeitig wird die
Bedeutung von HCMV fur den Verlauf der Colitis ulcerosa kritisch diskutiert
(Jentzer et al., 2020). Des Weiteren ist die CMV-Colitis eine typische Infektion,
die bei starker Immunsuppression zum  Beispiel nach einer
Stammzelltransplantation beobachtet wird. Die Inhibierung der HCMV-Infektion
mit HCMV durch HD5(1-9) auch auf Caco2-Zellen zeigt weiterhin, dass die
Wirkung Uber verschiedene Zellkultursysteme unterschiedlichen Ursprungs
hinaus geht und wahrscheinlich einen antiviralen Mechanismus vermittelt, der in
allen Zelltypen konserviert ist. Die Experimente von Boffert et al. ergaben keine

Hinweise auf eine direkte antivirale Aktivitat gegenuber dem HCMV-Partikel.

4.7 HD5(1-9) ist inaktiv gegeniiber SARS-CoV2

Die SARS-CoV2-Pandemie stellt neben der gesundheitlichen Bedrohung eine
erhebliche Einschrankung der Lebensqualitdt weltweit dar. Als naturlich
vorkommende antimikrobielle Effektormolekile weisen Defensine eine breites
antimikrobielles und antivirales Wirkspektrum auf. Aus diesem Grund wurde eine
Testung von HD5(1-9) und HD5(3-9) auf antivirale Aktivitat gegeniber SARS-
CoV2 durchgeflihrt. Beide Stoffe zeigen in den getesteten Konzentrationen keine
antivirale Aktivitat. Dies erganzt bereits beschriebene Wirkmuster der Defensine
gegenuber SARS-CoV2. So weisen insbesondere die Defensine HNP1-3, HD5
und RC101 eine gute Aktivitat gegentiber SARS-CoV2 auf. Fir HNP4 und HD6
ist die Aktivitat deutlich geringer, die R-Defensine sind inaktiv. Mechanistische
Studien haben ebenfalls gezeigt, dass eine Blockade des viralen Entry den
wahrscheinlichen Wirkmechanismus darstellt. Gleichzeitig wurde die Struktur von
HD5 als relevant fur die antivirale Aktivitat ausgemacht. Pro-HD5, das
Vorlaufermolekil von HD5, wies keine antivirale Aktivitat auf, ebenso wenig wie
eine linearisierte und primar unstrukturierte Form von HD5 (Xu et al., 2021). Das
Nonapeptid HD5(1-9) stellt ebenso eine solche linearisierte und unstrukturierte
Form dar (Boffert et al., 2020). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass im Falle
von SARS-CoV2 die Degradation von HD5 zu HD5(1-9) mit einem Verlust der
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antiviralen Aktivitat einhergeht. Es ist zu diskutieren, dass die Fragmentierung
der Volllangenpeptide zu einer erhdhten Zahl an antiviral aktiven Substanzen
fuhrt, welche aber fur sich genommen eine geringere Breite ihrer antiviralen
Aktivitat haben. Fur HD5(1-9) kann gelten, dass es als Fragment des
Volllangenpeptids HD5 eine bessere antivirale Aktivitat gegen HCMV aufweist,
aber gleichzeitig die Wirkung gegenuber SARS-CoV?2 verliert.

4.8 HD5(1-9) konnte infektionssteigernd gegenuber HIV wirken

Eine Untersuchung der Wechselwirkung von HD5(1-9) mit HIV ist von
besonderem Interesse, da in einem initialen Aktivitatsscreening der
verschiedenen Defensinfragmente gegen HIV eine leichte Erhéhung der
Infektionsraten auftrat (durchgefuhrte Experiment von Dr. Ramona Businger,
nicht veroéffentlicht). AuBerdem ist die Wirkung des Volllangenpeptids HD5 und
anderer Defensine gegenuber HIV bereits untersucht. Hierbei fand sich eine
infektionssteigernde Wirkung der enterischen Defensine HD5 und HDG6. Als
Mechanismus wurde eine Konzentrierung der Virionen auf den Oberflachen der
Zielzellen vorgeschlagen (Rapista et al., 2011). Fur die myeloiden Defensine,
insbesondere HNP4, dagegen ist eine antivirale Aktivitat gegenuber HIV
beschrieben (Wu et al., 2005). Insofern war von besonderem Interesse, ob und
wie HD5(1-9) eine HIV-Infektion beeinflusst. Bei Behandlung mit 100uM von
HD5(1-9) zeigt sich eine Erhohung der Infektionsrate um den Faktor 1,3. Somit
scheint HD5(1-9) ahnlich wie das Volllangenpeptid HD5 eine infektionssteigernde
Wirkung zu haben. Zur verlasslichen Interpretation ist jedoch zwingend eine
experimentelle und statistische Bestatigung erforderlich. Die Daten entstammen
5 Replikaten, dennoch zeigt sich eine gro3e Variabilitdt zwischen den einzelnen
Experimenten. Die hohe Variabilitat bei der Arbeit mit primaren Zellen ist bekannt,
sodass weitere Replikate zur verlasslichen Interpretation der Daten notwendig
sind. Ebenfalls ist eine Titration der tatsachlichen Viruslast ratsam, um die

vorliegenden Daten final zu verifizieren.

Eine Steigerung der Infektionsrate kann durch einen direkten proviralen Effekt

oder auch uber eine indirekte Stimulation der T-Zellen erfolgen. Stimulierte und
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aktivierte T-Zellen sind fur eine Infektion mit HIV leichter empfanglich und
beglnstigen die virale Replikation (Stevenson et al., 1990). HD5(1-9) zeigte
hierbei kein erhohtes Stimulationslevel fur CD4+T-Zellen (siehe Abb. 21). Es
kann analog zu HDS von einem direkten Effekt von HD5(1-9) ausgegangen
werden, welcher fur die HIV-Infektion relevant ist. Eine Stimulation von
Immunzellen durch HD5(1-9) hatte ein neues Feld der Untersuchungen eroéffnet,
da ein Defensinbruchstiick dann nicht nur eine antimikrobielle Aktivitat hatte,

sondern auch selbst immunogen wirksam ware.

Das mit dem Magen-Darm-Trakt assoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT)
stellt einen Ort der Replikation und Persistenz fur HIV dar (Veazey et al., 1998;
Guadelupe et al., 2003). Die klinisch-therapeutische Bedeutung ist in den letzten
Jahren vermehrt in den Fokus der antiretroviralen Therapie geraten (Thompson
et al.,, 2017). Nicht auRer Acht zu lassen ist daher die raumliche Nahe zum
naturlichen Vorkommen von HD5(1-9). Eine relevante Verstarkung einer HIV-
Infektion musste im Hinblick auf jegliche Applikation von HD5(1-9) in vivo kritisch
evaluiert werden. Diese ist nicht nur aus antiviralen Griinden beispielsweise als
unterstitzende Therapie gegen HCMV-Infektionen zu erwagen. Intensiv
untersucht wird die mdgliche Applikation von Defensinen beispielsweise im

Hinblick von entzindlichen Darmerkrankungen (Koeninger et al., 2020).
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5 Zusammenfassung

HCMV stellt als Erreger bei immunsupprimierten Patientinnen und Patienten
sowie als haufigste konnatale Infektion weltweit ein relevantes gesundheitliches
Problem dar. Es existiert keine zugelassene Impfung und gangige Therapeutika
konnen schwere Nebenwirkungen verursachen oder durch Resistenzmutationen
des Virus ihre Wirkung verlieren. Daher besteht eine Notwendigkeit fur neue
Therapieansatze und Wirkstoffe. Das Nonapeptid HD5(1-9) stellt ein in vivo
vorkommendes Fragment des enterischen Defensins HD5 dar. Es wurde in vitro
als Inhibitor einer HCMV-Infektion auf verschiedenen Zielzellen des Virus
charakterisiert. Einschrankend fur eine Weiterentwicklung erscheint dabei die
hohe Konzentration von bis zu 100uM fir eine fast vollstandige Inhibition einer
HCMV-Infektion. Ziel dieser Arbeit war es, das Wirkprofil verkirzter Derivate von
HD5(1-9) zu charakterisieren sowie den antiviralen Mechanismus des Peptids
naher zu beleuchten. Gleichzeitig sollte HD5(1-9) bezuglich seiner Wirkung auf
weitere Viren mit globaler gesundheitlicher Bedeutung wie HIV und SARS-CoV2
getestet werden. Experimentell zeigte sich, dass samtliche verkurzte Derivate
von HD5(1-9) ihre Aktivitat gegenliber HCMV nahezu vollstandig verlieren.
HD5(1-9) weist eine Stabilitat bei langerer Inkubation auf und wirkt am ehesten
als Entry-Inhibitor. Unter Verwendung von biotinylierten Peptiden kann in
Lokalisationsexperimenten eine Assoziation zur Zelloberflache angenommen
werden, die nicht bei inaktiven Peptidderivaten auftritt. Eine Ko-Inkubation von
HD5(1-9) mit Heparin, das ebenfalls aktiv gegenuber HCMV ist, zeigt einen
deutlichen Wirkverlust, was auf eine Bindung von Heparin und HD5(1-9) hinweist.
Zusammengenommen ist die Arbeitshypothese, dass HD5(1-9) seine antivirale
Wirkung Uber eine Bindung mit zellularen Glucosaminoglykanen, insbesondere
Heparansulfat, ausubt. AbschlieRend zeigte sich HD5(1-9) als inaktiv gegenuber
SARS-CoV2. In der Testung gegen HIV dagegen zeigte sich ein leicht
infektionsverstarkender Effekt, der jedoch nicht statistisch signifikant war. Eine
gezielte Evaluation der postulierten Interaktion von HD5(1-9) und Heparansulfat
kann das antivirale Potential von HD5(1-9) offenlegen und zielgerichtete

Optimierungen der antiviralen Potenz moglich machen.
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