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Einleitung

1 Einleitung

In dieser Arbeit wurde die antivirale Aktivitdt der synthetischen Anti-Lipopolysaccharid
Peptide (SALPs) gegen Influenza A Viren evaluiert. Die Einleitung soll einen Uberblick tiber
die Biologie der Influenza A Viren und deren Bedeutung als zoonotisches Virus flur die
menschliche Bevdlkerung geben. Die Wirksamkeit der zur Verfugung stehenden Antiviralia
gegen Influenzaviren ist aufgrund der in den letzten Jahren entwickelten Resistenzen
reduziert. Daher ist die Erforschung neuer antiviraler Strategien von besonderem Interesse.
Die in dieser Arbeit untersuchte neue Klasse der SALPs bietet einen vielversprechenden

Ansatz zur Inhibition und Therapie von Influenza A Viren.

1.1 Taxonomie

Die Influenza A Viren gehéren der Familie der Orthomyxoviridae an. Diese Familie umfasst
umhdllte Viren, die ein segmentiertes, einzelstrangiges RNA-Genom mit negativer
Orientierung aufweisen (Modrow et al., 2003; Palese und Shaw, 2007; Presti et al., 2009).
Der Familie der Orthomyxoviridae sind die Gattungen der Thogotoviren, Quarjaviren,
Isaviren, Influenzaviren A, B und C zugeordnet (Modrow et al., 2003; Presti et al., 2009)
(Tab. 1).

Tab. 1: Die Gattungen der Familie der Orthomyxoviridae und ihr Wirtsspektrum

Gattung Mensch Tier

Influenza A Virus'"? Influenza A Viren Influenza A Viren (Wasservogel, Gefligel,
Saugetiere wie z.B. Schweine, Pferde,
Fledermause, Seehunde)

Influenza B Virus'® Influenza B Viren Influenza B Virus (Seehunde)
Influenza C Virus™* Influenza C Viren Influenza C Virus (Schweine)
Thogotovirus1’ ° Dhorivirus Thogotovirus, Dhorivirus (Zecken, Nagetiere,

Schafe, Ziegen, Rinder)

Isavirus’ Virus der infektiosen Anamie der Lachse

(Infectious Salmon Anemia Virus)

bisher unbenannt® Quaranfilvirus Quaranfilvirus (QRFV; Zecken, Vdgel)
Lake Chad-Virus (LKCV; Vogel)
Johnston-Atoll-Virus (JAV; Zecken, Vogel)

' (Modrow et al., 2003), % (Tong et al., 2012), * (Osterhaus et al., 2000), * (Guo et al., 1983), ° (Haller und Kochs,
2001), © (Presti et al., 2009)



Einleitung

Die Influenzaviren werden aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften und der serologischen
Charakteristika in die Gattungen Influenza A, B und C Virus untergliedert (Modrow et al.,
2003; Palese und Shaw, 2007). Diese Gattungen unterscheiden sich zusatzlich durch die
Anzahl ihrer Genomsegmente und ihres Wirtsspektrums. Influenza A und B Viren besitzen
insgesamt acht Genomsegmente. Im Gegensatz dazu weisen Influenza C Viren nur sieben
Genomsegmente auf. Diese reduzierte Anzahl von Genomsegmenten der Influenza C Viren
ist auf das Genomsegment, welches fir das Hamagglutinin-Esterase-Fusionsprotein (HEF-
Protein) kodiert, zurlickzufiihren. Das HEF-Protein Ubernimmt die Funktion des viralen
Hamagglutinins (HA) und der Neuraminidase (NA), welche in Influenza A und B Viren auf
zwei unterschiedlichen Genomsegmenten kodiert werden. Das Wirtsspektrum der
Influenza A Viren umfasst eine Vielzahl unterschiedlicher Spezies, wie beispielsweise
Wasservogel, Gefligel, Schweine, Pferde, Seehunde, Fledermause und den Menschen
(Modrow et al., 2003; Tong et al., 2012). Influenza B Viren konnten dagegen bisher
ausschliellich aus dem Seehund und dem Menschen isoliert werden (Osterhaus et al.,
2000). Ebenfalls ein kleines Wirtspektrum besitzen Influenza C Viren, welche nur in

Schweinen und im Menschen nachgewiesen werden konnten (Guo et al., 1983)

Die Influenza A Viren werden aufgrund ihrer Oberflachenglykoproteine HA und NA in
unterschiedliche Subtypen klassifiziert (Horimoto und Kawaoka, 2005). Bislang sind
insgesamt 17 verschiedene HA- und 9 verschiedene NA-Subtypen bekannt (Tong et al.,
2012). Dabei wurde das H17 erst kurzlich aus guatemaltekischen Gelbschulterfledermausen
(Sturnira lilium) isoliert. Der Name eines isolierten Virus setzt sich aus dem Virustyp, der
Spezies aus der das Virus isoliert wurde, dem Isolationsort, der Isolathummer, dem Isolatjahr
und dem HA- und NA-Subtyp zusammen (Palese und Shaw, 2007; Bouvier und Palese,
2008). Die einzige Ausnahme bei dieser Nomenklatur stellen humane Influenza A
Virusisolate dar, bei denen auf die Auflistung der Spezies im Namen verzichtet wird. Die HA-
Subtypen H1, H2 und H3 sowie die NA-Subtypen N1 und N2 konnten bisher den Menschen
infizieren und sorgten in der Vergangenheit zum Ausbruch von Epidemien und Pandemien in
der menschliche Bevoélkerung (Horimoto und Kawaoka, 2005). Im Jahr 1933 wurde von
Wilson Smith, Sir Christopher Andrewes und Sir Patrick Laidlaw erstmals ein Influenzavirus
aus dem Menschen isoliert (A/Wilson-Smith/33 (H1N1)); (Smith et al., 1933). Zusatzlich sind
Interspeziestransmissionen von aviaren H5-, H7-, H9- und H10- Subtypen auf den Menschen
bekannt (Peiris et al., 1999; Gao et al., 2013; WHO, 2013a; To et al., 2014). Diese zeigen

jedoch bisher keine anhaltenden Mensch zu Mensch Transmissionen.
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1.2 Virionstruktur und Morphologie

Influenza A Viren sind pleomorph und kénnen in zwei unterschiedlichen Formen, der
sphéarischen oder der filamentésen Form, auftreten (Lamb und Choppin, 1983; Palese und
Shaw, 2007). Die spharische Form besitzt einen Durchmesser von 80-120 nm (Abb. 1). Im
Vergleich dazu kann die filamentdése Form, die insbesondere in Kklinischen Isolaten
nachgewiesen wurde, eine Lange von mehreren Mikrometern erreichen (Calder et al., 2010;
Rossman und Lamb, 2011). Es wird vermutet, dass virale und zelluldre Determinanten
wesentlich zur Morphologie der Viren beitragen (Roberts und Compans, 1998; Roberts et al.,
1998). Die Funktion der unterschiedlichen Morphologie ist jedoch bislang ungeklart
(Rossman und Lamb, 2011).

A

Negative-

ssRNA
M2

Abb. 1: Morphologie und Aufbau von Influenza A Viren

A) Kolorierte Negativfarbung einer transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahme (TEM) von pandemischen
H1N1 Viruspartikeln (pH1N1) (A/Hamburg/NY1580/09). Die sphérischen Virionen besitzen einen Durchmesser
von 80-120 nm. Die Oberflachenglykoproteine HA und NA sind als Spikes der aueren Virushille erkennbar. B)
Schematische Darstellung eines Influenza A Viruspartikels (Horimoto et al., 2005). In die duRere Virushdlle,
bestehend aus einer Lipiddoppelschicht, sind die Oberflachenglykoproteine HA und NA sowie das M2-Protein
eingebettet. Die M1-Proteine bilden eine Matrix und umschlieRen das Virusinnere. Im Inneren des Virus befinden
sich die acht viralen Ribonukleoproteinkomplexe (VRNP). Diese bestehen aus der negativorientierten,
einzelstrangigen viralen RNA, den Nukleoproteinen (NP) und den drei Polymeraseuntereinheiten, PB1, PB2 und
PA.

Der Viruspartikel, gezeigt in der Abb. 1, besteht aus einer Lipiddoppelschicht, welche von der
Zellmembran der Wirtszelle stammt (Kates et al., 1962; Palese und Shaw, 2007). In diese
Lipidhalle sind die Oberflachenglykoproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) in
einem Verhaltnis von circa 4:1 eingelagert (Palese und Shaw, 2007; Bouvier und Palese,
2008). Die Glykoproteinfortsatze der beiden Oberflachenmolekile ragen als extramembraner

Anteil, den sogenannten Spikes, aus der Lipidhiulle heraus. Des Weiteren ist das
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transmembrane Matrixprotein M2 in die Lipidhiille inseriert. Dieses Protein, welches in einem
HA zu M2 Verhaltnis von 1:10 bis 1:100 vorliegt, dient als lonenkanalprotein (Zebedee und
Lamb, 1988; Palese und Shaw, 2007; Bouvier und Palese, 2008). An die Virushdille ist eine
Matrix, bestehend aus dem M1 Protein, die das Virusinnere umschlief3t, angelagert. Im
Inneren des Viruspartikels ist das virale Genom in Form der acht viralen
Ribonukleoproteinkomplexe (VRNP-Komplex) und das Kernexportprotein (NEP, bzw. auch
NS2 genannt) lokalisiert. Der Komplex der vRNPs besteht aus der viralen RNA, welche von
den Nukleoproteinmonomeren (NP) enkapsidiert ist und der viralen RNA-abhangigen RNA-
Polymerase (RdRP), welche aus den basischen PB1- und PB2-Untereinheiten und der
sauren PA-Untereinheit aufgebaut ist (Bouvier und Palese, 2008; Resa-Infante et al., 2011).

Die virale, heterotrimare Polymerase ist mit den beiden Enden der vRNA assoziiert.

1.3 Genomaufbau

Das Genom der Influenza A Viren ist etwa 13,6 kb gro und besteht aus acht
negativorientierten, einzelstrangigen RNA Genomsegmenten, (-)ssRNA (Modrow et al.,
2003). Die Genomsegmente sind, bezogen auf ihre Grélke, nummeriert und kodieren nach
aktuellem Wissensstand fir insgesamt 13 verschiedene, virale Proteine (Tab. 2) (Modrow et
al., 2003; Jagger et al., 2012). Die virale RNA liegt im vVRNP Komplex in einer korkenzieher-
ahnlichen Struktur vor und wird, wie bereits beschrieben, von den Nukleoproteinen
enkapsidiert (Compans et al., 1972; Jennings et al., 1983; Hsu et al., 1987; Baudin et al.,
1994; Resa-Infante et al., 2011). Die in eine doppelhelikale Haarnadelstruktur gewundenen
5'- und 3‘-Enden sind mit der viralen RNA-Polymerase assoziiert (Klumpp et al., 1997; Flick
und Hobom, 1999; Bouvier und Palese, 2008). Diese hochkonservierte, nichtkodierende
Region enthdlt die Promotorbindestellen, das Polyadenylierungssignal und die
Verpackungssignale, die fir den Zusammenbau des Viruspartikels essentiell sind (Flick und
Hobom, 1999; Bouvier und Palese, 2008; Naffakh et al., 2008). Die vVRNA Segmente von NP,
HA und NA kodieren fiir jeweils ein Protein (Modrow et al., 2003). Die PB1-, PB2-, PA-, M-
und NS-Genomsegmente konnen aufgrund von alternativem SpleiRen oder eines
Uberlappenden Leserahmens flir zwei oder drei Proteine kodieren (Modrow et al., 2003;
Palese und Shaw, 2007; Jagger et al., 2012). Die Genomsegmente, die von ihnen kodierten

viralen Proteine der Influenza A Viren und ihre Funktion sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tab. 2: Die Genomsegmente der Influenza A Viren und die Funktion ihrer kodierten viralen Proteine

GroRe Protein Mw Proteinfunktion
[bp] [kDa]
1 2341 PB2 80 basisches Polymeraseprotein 2
Untereinheit des vVRNP- und Polymerasekomplexes
Erkennung und Bindung der 5‘-Cap-Struktur der zellularen
mRNA
2 2341 PB1 90 basisches Polymeraseprotein 1
Untereinheit des vVRNP- und Polymerasekomplexes
RNA-abhangige RNA-Polymerase, Elongation
PB1-F2 10 reguliert Apoptose und virale Polymeraseaktivitat
(Knipe und Howley, 2006)
PB1-N40 82 unbekannte Funktion (Wise et al., 2009)
3 2233 PA 83 saures Polymeraseprotein
Untereinheit des VRNP- und Polymerasekomplexes
Proteaseaktivitat
PA-X 29 moduliert Immunantwort des Wirtes (Jagger et al., 2012)
4 1778 HA 77 Hamagglutinin
Oberflachenglykoprotein
Rezeptorbindung, Fusion
Antigen
5 1565 NP 55 Nukleoprotein
Untereinheit des vVRNP-Komplexes
RNA-Bindung, RNA-Synthese, vermittelt vVRNP Kernimport
6 1413 NA 56 Neuraminidase

Oberflachenglykoprotein
Sialidaseaktivitat, Virusfreisetzung

Antigen
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7 1027 M1 28 Matrixprotein 1
VRNP-Interaktion, VRNP-Kernexport, Virusfreisetzung

M2 15 Matrixprotein 2: Membranprotein

lonenkanal, vermittelt Freisetzung der VRNPs ins
Zytoplasma, Viruszusammenbau

8 890 NS1 26 Nichtstrukturprotein 1
multifunktionelles Protein

Interferonantagonist, Regulierung der zellularen
Genexpression

NS2/NEP 11 Nichtstrukturprotein 2/ Kernexportprotein
regulatorisches Protein

Funktion bei vVRNP-Export

Die viralen Genomsegmente PB2, PA, HA, NP und NA kodieren fiir jeweils ein virales, gleichnamiges Protein
(Palese und Shaw, 2007). Im Vergleich dazu kodieren die viralen Gensegmente 7 und 8 durch alternatives
Spleien fir zwei Proteine, M1 und M2 bzw. NS1 und NS2 (Palese und Shaw, 2007). Durch einen alternativen,
offenen Leserahmen (ORF) werden aus dem viralen PA-Gensegment die Proteine PA bzw. PA-X und aus dem
viralen PB1-Gensegment, die Proteine PB1, PB1-F2 und PB1-N40 kodiert. Die Angaben in der Tabelle stammen
von Modrow et al., 2003, Palese et al., 2007, Bouvier et al., 2008 und wurden durch die entsprechend
angegebene Literatur erweitert.

1.4 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der Influenza A Viren, dargestellt in der Abb. 2, Iasst sich in die
unterschiedlichen Phasen Adsorption, rezeptorvermittelte Endozytose, Membranfusion und
Freisetzung der VRNPs, Transkription und Replikation, Synthese neuer viraler Proteine
sowie die Zusammenlagerung und Freisetzung neuer Virionen unterteilen (Wilschut et al.,
2006; Palese und Shaw, 2007; Neumann et al., 2009). Im Menschen findet die

Virusreplikation hauptsachlich in den Epithelzellen des Respirationstraktes statt.
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Adsorption/
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Abb. 2: Replikationszyklus der Influenza A Viren

Das virale HA-Protein erkennt und bindet N-Acetylneuraminsauren auf der Zelloberflache des Wirts (modifiziert
nach Neumann et al., 2009). Diese Bindung ermdglicht die rezeptorvermittelte Endozytose des Viruspartikels. Im
Anschluss kommt es zur Membranfusion und zur Freisetzung der viralen Ribonukleoproteinkomplexe (VRNP) in
das Zytoplasma der Wirtszelle. Mit Hilfe der zellularen Importmaschinerie gelangen die vVRNPs in den Nukleus, in
dem die Transkription und Replikation stattfinden. Die virale mRNA wird translatiert und die neu entstandenen,
frihen viralen Proteine werden fir die weitere Transkription und Replikation aus dem Zytoplasma wieder in den
Nukleus transportiert. Synthetisierte Proteine der spaten Phase der Transkription gelangen zur Zellmembran.
Zusammen mit den neu synthetisierten und mittels M1 und NS2 exportierten vRNPs findet an der Zellmembran
der Zusammenbau der neuen Virionen statt. AbschlieBend kommt es zur Abknospung und Freisetzung der neuen
Virionen.

1.4.1 Adsorption und rezeptorvermittelte Endozytose

Die virale Rezeptorbindedomane des Hamagglutinins ist im globularen Kopf des HA;
lokalisiert (Skehel und Wiley, 2000; Modrow et al., 2003; Palese und Shaw, 2007). Diese
erkennt und bindet die endstandigen, Galaktose-konjugierten N-Acetylneuraminsauren
zellularer Glykoproteine oder Glykolipide der Zellmembran. Auf den Epithelzellen befinden
sich  hauptsachlich 02,3- oder a2,6-verknlipfte N-Acetylneuraminsauren. Aviadre
Influenzaviren binden praferentiell an die a2,3-verknipften N-Acetylneuraminsauren, welche
in den Epithelzellen der Trachea und des Darms von Végeln vorkommen (Connor et al.,
1994; Bouvier und Lowen, 2010). Das HA humaner Influenzaviren interagiert bevorzugt mit
a2,6-verknupften N-Acetylneuraminsduren, die Uberwiegend auf der Zellmembran der

Epithelzellen des humanen Respirationstrakts lokalisiert sind. Im menschlichen Wirt wurden
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im Respirationstrakt jedoch auch a2,3-verknipfte N-Acetylneuraminsauren detektiert
(Matrosovich et al., 2004; Shinya et al., 2006; Bouvier und Palese, 2008). Die Lokalisation
dieser Rezeptoren unterscheidet sich jedoch von denen der a2,6-verknipften
N-Acetylneuraminsduren. Die a2,6-verknipften N-Acetylneuraminsduren sind insbesondere
im oberen Respirationstrakt zu finden, die a2,3-verknlpften N-Acetylneuraminsduren
kommen im unteren Respirationstrakt vor. Damit besitzt das Hamagglutinin eine
entscheidende Rolle bei der spezifischen Erkennung der Wirtszelle und ist somit eine
wichtige Determinante der Wirtsspezifitat (Horimoto und Kawaoka, 2005; Matrosovich et al.,
2009). Die Adaptation der Viren an einen neuen Wirt wird durch den Erwerb wirtsadaptiver
Signaturen, insbesondere im Bereich der HA-Rezeptorbindedomane sowie der Polymerase,
beglnstigt (Klenk et al., 2011; Gabriel et al., 2013). Die Bindung der Viren an die
Zelloberflache kann jedoch auch von anderen Faktoren der Wirtszelle beeinflusst werden (de
Vries et al., 2012; Nicholls et al., 2012). Nach der Rezeptorbindung erfolgt die
rezeptorvermittelte Endozytose (Matlin et al., 1981; Palese und Shaw, 2007). Dabei

gelangen die Viruspartikel hauptsachlich durch Clathrin-umhdillte Vesikel in die Wirtszelle.

1.4.2 Membranfusion und Freisetzung der vRNPs

Eine Ansduerung des Endosoms auf einen pH-Wert von funf bis sechs wird durch
Protonenpumpen erreicht (Skehel und Wiley, 2000; Stegmann, 2000; Cross et al., 2001;
Palese und Shaw, 2007). Durch den sauren pH-Wert wird eine Konformationséanderung des
Hamagglutinins ausgeldst. Die Voraussetzung fir die Konformationsdnderung ist das
Vorliegen einer funktionellen HA,-Untereinheit. Dazu muss das Vorlauferprotein HA, zuvor
durch zellulare Proteasen in die Untereinheiten HA; und HA, gespalten und damit aktiviert
worden sein (Klenk et al., 1975; Steinhauer, 1999; Klenk et al, 2008). Bei der
Konformationsdnderung kommt es zur Freilegung des Fusionspeptids, welches am
Aminoterminus der HA,-Untereinheit lokalisiert ist (Skehel und Wiley, 2000; Stegmann, 2000;
Cross et al., 2001; Palese und Shaw, 2007). Dieses Peptid interagiert anschlie®end mit der
Endosomenmembran. Durch die Fusion des viralen Hamagglutinins mit der
Endosomenmembran entsteht eine Pore. Zusatzlich zur Ansduerung des Endosoms kommt
es zu einem H*-Einstrom durch den M2-lonenkanal in das Innere des Virions (Palese und
Shaw, 2007; Bouvier und Palese, 2008). Dadurch wird die Bindung zwischen den M1-
Proteinen und den vRNP-Komplexen geldst und es kommt zu einer Freisetzung der vVRNPs
in das Zytoplasma der Wirtszelle (Martin und Helenius, 1991; Helenius, 1992; Palese und
Shaw, 2007). Dieser Prozess wird auch als uncoating bezeichnet (Palese und Shaw, 2007).
Influenza A Viren transkribieren und replizieren, im Vergleich zu den meisten anderen RNA-

Viren, ihr Genom im Zellkern der Wirtszelle. Fir den Transport der vRNPs vom Zytoplasma
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in den Zellkern wird die Kernimportmaschinerie der Wirtszelle genutzt (Cros und Palese,
2003; Resa-Infante und Gabriel, 2013).

1.4.3 Transkription und Replikation

Die in den Zellkern transportierten VRNP-Komplexe dienen zur Transkription und Replikation
des viralen Genoms (Hay et al., 1977; Hay und Skehel, 1979; Krug et al., 1987; Palese und
Shaw, 2007). Dabei stellt jeder der acht viralen RNPs, dargestellt in Abb. 3, eine eigene

Replikations- und Transkriptionseinheit dar.

Der Prozess der Transkription zur Synthese der viralen mRNA beginnt mit dem sogenannten
Cap-Snatching (Plotch et al., 1981; Palese und Shaw, 2007; Guilligay et al., 2008; Ruigrok et
al., 2010). In diesem Prozess wird die 5’-m7G-Cap-Struktur von der pra&-mRNA des Wirts
durch die virale Polymerase abgespalten und zur Generierung viraler mRNA verwendet.
Dazu erkennt das PB2-Protein die Cap-Struktur der zelluldren pra-mRNA und bindet diese.
AnschlieRend kommt es zur Anlagerung der Cap-Struktur und der ersten Nukleotide der
zellularen pra-mRNA an die 3’-Enden der viralen RNA. Das terminale Nukleotid Uridin der
VRNA-Segmente hybridisiert mit einem Adeninrest in den ersten 10-13 Nukleotiden der pra-
mRNA. AnschlieBend wird die pra&-mRNA durch die Endonukleaseaktivitat der PA-
Untereinheit hinter dem Adenin abgespalten, wodurch ein freies 3‘-OH-Ende entsteht,
welches als Primer zur weiteren RNA-Synthese dient (Fodor et al., 2002; Dias et al., 2009).
Die Initierung der viralen mRNA-Synthese und die mRNA-Elongation werden durch die
Nukleotidyltransferasedomane der PB1-Untereinheit katalysiert (Ruigrok et al., 2010). Dabei
wird die VRNA als Matrize verwendet. Am Ende der viralen mRNA-Synthese findet eine
Polyadenylierung statt, indem die finf bis sieben Uracilresten am 5-Ende der vRNA
komplementar synthetisiert werden (Li und Palese, 1994). Dadurch entsteht das 3‘-Poly(A)-
Signal. Die Polyadenylierung der viralen mRNA unterscheidet sich somit von der
Polyadenylierung der zelluldaren mRNA, die durch eine spezifische Poly(A)-Polymerase
durchgefuhrt wird. Zusatzlich zur viralen mRNA-Synthese wird aufgrund des Cap-Snatching
die zellulare Replikation inhibiert, wodurch der Stoffwechsel der Wirtszelle stark
beeintrachtigt wird (Palese und Shaw, 2007).
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Abb. 3: Replikation und Transkription von Influenza A Viren

Die viralen Ribonukleoproteinkomplexe (vRNP) bestehen aus der negativorientierten, einzelstrangigen RNA
((-)ssRNA, rot), den Nukleoproteinen (orange) und dem Polymerasekomplex (PB1 in blau, PB2 in griin, PA in
gelb) (Resa-Infante et al., 2011). Der Promotor und das Polyadenylierungssignal (oligo U) sind in roter Schrift
gekennzeichnet. Die VRNA des VRNP-Komplexes dient als Matrize zur Generierung der viralen mRNA wahrend
der Transkription und der cRNA wéahrend der Replikation. Die mRNA besitzt eine Cap-Struktur und einen Poly(A)-
Schwanz. Die cRNPs enthalten eine positivorientierte, einzelstrangige RNA ((+)ssRNA, blau), Nukleoproteine und
den Polymerasekomplex und gelten als Replikationsintermediate.

Die virale Transkription kann in eine friihe und eine spate Phase untergliedert werden (Lamb
und Choppin, 1983; Neumann et al., 2004; Palese und Shaw, 2007). In der frihen
Transkriptionsphase wird insbesondere die mRNA von PB2, PB1, PA, NP, PB1-F2 und NS1
generiert. Die neu synthetisierten Proteine des RNP-Komplexes werden bendtigt, um die
durch die Virusreplikation entstehende cRNA und vRNA zu stabilisieren und somit die cRNP-
und VRNP-Komplexe herzustellen (Resa-Infante et al., 2011). Die Bestandteile der vRNPs
dienen zur Interaktion mit zellularen Faktoren, wodurch eine effiziente Virusreplikation
ermoglicht wird. Des Weiteren kénnen auch die frih synthetisierten PB1-F2- und NS1-
Proteine mit den zellularen Faktoren interagieren und dadurch die Immunantwort des Wirts
herab regulieren (Kochs et al., 2007; Marazzi et al., 2012). In der spaten Transkriptionsphase
werden insbesondere die HA-, NA- und M1-Gensegmente flr die anschlieRende

Generierung neuer Viruspartikel transkribiert (Palese und Shaw, 2007).

Fur die Virusreplikation wird zunachst eine einzelstrangige, positivorientierte cRNA generiert,
welche anschlieRend als Matrize zur Generierung neuer vVRNA dient (Lamb und Choppin,
1983; Palese und Shaw, 2007; Naffakh et al., 2008). Sowohl die cRNA als auch die neu

synthetisierte VRNA liegen durch das NP enkapsidiert vor und sind zusatzlich mit dem
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Polymerasekomplex assoziiert (Resa-Infante et al., 2011; Fodor, 2013; York et al., 2013).
Diese werden dann entsprechend cRNP- bzw. vVRNP-Komplexe genannt. Zur Bildung dieser
Komplexe missen zuerst, wie bereits beschrieben, die neu synthetisierten viralen Proteine
vorliegen. Die Virusreplikation findet primer-unabhangig statt und der Promotor liegt in den
nicht-kodierenden Bereichen der viralen RNA-Segmente (Naffakh et al., 2008). Die neu
entstandenen VRNPs dienen anschlieBend zur Transkription, der nochmaligen viralen

Replikation und als Gensegmente eines neuen Viruspartikels.

1.4.4 Synthese neuer viraler Proteine

Zur Synthese neuer viraler Proteine wird die Proteinsynthesemaschinerie der Wirtszelle
genutzt (Palese und Shaw, 2007; Zheng und Tao, 2013). Die virale mRNA, welche mit einer
Cap-Struktur und polyadenyliert vorliegt, wird in das Zytoplasma exportiert und dort an den
Ribosomen translatiert. Die exprimierten viralen Proteine werden entweder mit der zellularen
Kernimportmaschinerie wieder zurick in den Nukleus transportiert oder sie dienen im
spateren Replikationszyklus zum Zusammenbau neuer Virionen. Insbesondere die
Untereinheiten des RNP-Komplexes, welche ein Kernlokalisationssignal (nuclear localization
signal, NLS) besitzen, werden zur Generierung von cRNP oder vRNP-Komplexen wahrend
der Virusreplikation wieder in den Nukleus importiert. Die Translation der
membranassoziierten Proteine HA, NA und M2 findet am rauen endoplasmatischen
Retikulum statt (Palese und Shaw, 2007; Bouvier und Palese, 2008). Anschlieiend werden
die Proteine im Golgi-Apparat posttranslational modifiziert und zur Zellmembran transportiert.
Fir Hamagglutinine mit einer multibasischen Spaltstelle kann im Trans-Golgi-Netzwerk
bereits die Aktivierung durch die proteolytische Spaltung des Vorlauferproteins HAg in HA;
und HA; erfolgen (Steinhauer, 1999; Palese und Shaw, 2007; Klenk et al., 2008).

1.4.5 Zusammenlagerung und Freisetzung neuer Virionen

Die membranassoziierten Proteine besitzen apikale Signale, wodurch sie zur Zellmembran
an der die Viruszusammenlagerung stattfindet, transportiert werden (Modrow et al., 2003;
Palese und Shaw, 2007; Bouvier und Palese, 2008). Das Matrixprotein M1 assoziiert im
Nukleus mit den neu synthetisierten vVRNPs. AnschlieRend bindet dieser Komplex an das
Kernexportprotein NEP/NS2 und leitet damit den Export ein. NEP/NS2 nutzt den zellularen
Kernexportfaktor Crm1 zum Transport durch die Kernpore. Die Komplexe werden
anschlieflend zu den Stellen der Zellmembran transportiert, in denen die viralen HA-, NA-
und M2-Proteine bereits eingelagert sind. Die Zusammenlagerung der acht verschiedenen
viralen Genomsegmente eines Viruspartikels ist ein hochst komplexer Prozess und noch

nicht vollstandig verstanden.
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Die Freisetzung der neuen Virionen durch Abknospung wird wahrscheinlich durch die
Anreicherung der M1-Proteine an der Innenseite der Zellmembran eingeleitet (Nayak et al.,
2004; Palese und Shaw, 2007; Rossman und Lamb, 2011). Dazu wird die Membran zuerst
ausgestllpt und anschlieRend abgeschnirt (Nayak et al., 2004; Rossman und Lamb, 2011).
Durch die Bindung des HA-Proteins an die N-Acetylneuraminsauren muss zur Freisetzung
der neuen Virionen eine Spaltung dieser Verbindung stattfinden. Fir diesen Prozess ist das
virale NA-Protein verantwortlich, welches die N-Acetylneuraminsaure einerseits vom
Viruspartikel und andererseits von der Zelloberflache abspaltet (Palese et al., 1974b; Colman
et al., 1983; Palese und Shaw, 2007). Dadurch wird die Voraussetzung gegeben, dass
freigesetzte Virionen neue Zellen infizieren kdnnen und nicht erneut an bereits infizierte

Zellen binden (Bouvier und Palese, 2008).

1.5 Wirtsspektrum und Evolution

Das nattrliche Reservoir der Influenza A Viren sind wildlebende Wasservogel (Halvorson et
al., 1983; Webster et al., 1992; Klenk et al., 2008; Naffakh et al., 2008). Insbesondere in den
Ordnungen der Anseriformes und Charadriiformes zirkulieren 16 der 17 bekannten HA-
Subtypen und alle 9 NA-Subtypen. Das Influenzavirus ist in seinem natirlichem Reservoir
gut an den Wirt angepasst und es kommt in der Regel zu keiner symptomatischen
Erkrankung des Wirts (Horimoto und Kawaoka, 2005). Das Virus wird Uber kontaminiertes
Wasser und Futter von den Voégeln aufgenommen und repliziert insbesondere in den
Epithelzellen des Intestinaltraktes (Webster et al., 1992). Anschlielend wird es Uber die
Exkremente wieder ausgeschieden. Ohne einen Selektionsdruck kénnen die Viren stabil in
ihrem natirlichen Reservoir zirkulieren. Die Ubertragung der Viren auf andere Spezies geht
mit dem breiten Wirtsspektrum dieser Viren einher. Dabei umfasst das Wirtsspektrum der
Influenza A Viren andere Vogelarten und Saugetiere, wie beispielsweise Schweine, Pferde,
Fledermause, Seehunde, Delfine und Wale. (Shope, 1931; Webster et al., 1981; Scholtissek
et al., 1983; Webster et al., 1992; Naffakh et al., 2008; Tong et al., 2012). Influenza A Viren
besitzen ein zoonotisches Potenzial und kénnen vom Tier auf den Menschen (ibergehen
(Webster et al., 1992). Dabei werden die Viren entweder direkt vom Vogel auf den Menschen
oder indirekt durch einen Zwischenwirt, meist Schweine, auf den Menschen Ubertragen
(Scholtissek, 1990; Subbarao und Katz, 2000; Horimoto und Kawaoka, 2005; Taubenberger
und Morens, 2006; Ma et al., 2008).

Ist der neue Wirt immunologisch naiv gegeniber dem Virussubtyp kommt es zu
Erkrankungen unterschiedlichen Ausmales (Webster et al, 1992). Findet nach der
Interspeziestransmission eine Adaptation des Virus an den neuen Wirt statt, so kann sich
eine neue stabile Viruslinie etablieren. Bei dem Ubergang von der einen auf eine andere
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Spezies kommt es rasch zu einer Anhaufung von Mutationen, wobei sich Mutationen mit
einem Selektionsvorteil durchsetzen. Dadurch kommt es zur Anpassung an den neuen Wirt,

die mit der Ausbildung spezifischer Wirtssignaturen einhergehen (Klenk et al., 2011).

Die Infektion von domestiziertem Gefligel mit hochpathogenen aviaren Influenza A Viren
(HPAIV) und deren effiziente Transmission in diesen Tieren fuhrte in der Vergangenheit zu
einer hohen Letalitdt und zum Keulen infizierter Tierbestande (Wilschut et al., 2006; Wright et
al., 2007). Auch in anderen Nutztieren, wie dem Schwein und dem Pferd, fihren Infektionen
mit Influenzaviren zu Atemwegserkrankungen (Naffakh et al., 2008). Durch den Ausbruch
der Geflligelpest wird zusatzlich die Wahrscheinlichkeit einer Interspeziestransmission von
diesen hochpathogenen aviaren Influenzaviren auf den Menschen erhéht (Subbarao und
Katz, 2000; Fouchier et al., 2004; Beigel et al., 2005). Damit kommt diesen Viren, auf die in
den Abschnitten 1.6 und 1.7.3 dieser Arbeit noch einmal detailliert eingegangen wird, eine
besondere medizinische, soziale und auch 6konomische Bedeutung zu (Wilschut et al.,
2006; Ma et al., 2008). Eine betrachtliche Bedrohung fir die menschliche Bevdlkerung geht
jedoch auch von den humanen Influenzavirussubtypen H1, H2, H3, N1 und N2 aus, welche
in den Abschnitten 1.7.1 und 1.7.2 naher beschrieben werden (Wilschut et al., 2006; Wright
et al., 2007; WHO, 2013a). Diese flhren jahrlich zum Auftreten von lokal begrenzten
Epidemien. Zusatzlich besitzen sie das Potenzial Pandemien zu verursachen, die mit einer

hohen Morbiditat und Mortalitat einhergehen.

Die Evolution des Influenza A Virus wird im Wesentlichen durch das Auftreten von
Punktmutationen und von der Reassortierung der einzelnen Genomsegmente
vorangetrieben (Webster et al., 1992; Wright et al., 2007). Veranderungen der
Oberflachenglykoproteine tragen dabei am starksten zur Evolution dieser Viren bei. Die hohe
Mutationsrate der Influenzaviren wird durch die virale Polymerase, welche keine
Korrekturlesefunktion besitzt, verursacht. Die meisten dadurch entstehenden, genomisch
veranderten Virusvarianten sind nicht replikationsfahig. Einige besitzen jedoch einen
Selektionsvorteil und setzen sich durch. Dadurch ist eine schnelle Anpassung an den Wirt
gegeben. Im Vergleich zur Punktmutation kommt es bei Influenzaviren auch zur
sogenannten Reassortierung. Wird ein Wirt gleichzeitig von zwei unterschiedlichen
Influenzaviren infiziert, so konnen aufgrund des segmentierten Genoms die acht
Genomsegmente beider Viren in der infizierten Zelle reassortiert werden. Eine besondere
Relevanz fir diesen Reassortierungsprozess besitzt das Schwein, welches sowohl a2,3- als
auch a2,6-verknlpfte N-Acetylneuraminsduren im Respirationstrakt besitzt (Scholtissek,
1990; Ito et al., 1998; Ma et al., 2008). Durch das Vorhandensein von a2,3- und

a2,6-verknipften N-Acetylneuraminsauren kénnen sie sowohl von avidren als auch von
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humanen Influenzaviren infiziert werden kann. Aus diesem Grund wird das Schwein auch als

Mischgefald (mixing vessel) bezeichnet.

Aufgrund von Punktmutationen und Reassortierungen in den Oberflachenglykoproteine
kdnnen antigenische Bereiche verandert werden (Webster et al., 1992; Wright et al., 2007).
Durch Punktmutationen kann es zu einem Antigendrift kommen. Bei diesem Antigendrift
handelt es sich um eine leichte Veranderung der Antigenitat, durch die Epidemien ausgeldst
werden koénnen. Im Gegensatz dazu kann durch eine Reassortierung oder eine
Punktmutation ein Antigenshift stattfinden. Ein Antigenshift ist eine starke Veranderung bzw.

Verschiebung der Antigenitat, welche zum Ausbruch einer Pandemie fihren kann.

1.6 Influenzavirusinfektionen im Vogel

Bei den Influenzaviren des Vogels werden die niedrigpathogenen und die hochpathogenen
aviaren Influenza A Viren unterschieden (Horimoto und Kawaoka, 2005; Wright et al., 2007;
Klenk et al., 2008). Die niedrigpathogenen, aviaren Influenza A Viren (low pathogenic avian
influenza virus, LPAIV) zeigen eine geringe Virulenz und einen milden, zumeist
asymptomatischen Krankheitsverlauf. Unter den LPAIV sind die HA-Subtypen H1-H16
vertreten. Ein besonderes Kennzeichen dieser LPAIV ist die monobasische Spaltstelle des
HA, Proteins, welche durch trypsinartige Proteasen der Epithelzellen des Intestinaltrakts
gespalten wird (Webster und Rott, 1987; Klenk et al., 2008). Im Vergleich dazu flihren
hochpathogene aviare Influenza A Viren (highly pathogenic avian influenza virus, HPAIV) zu
einer klassische Gefllgelpest, die mit einer systemischen Infektion und einer hohen Letalitat
einhergeht (Horimoto und Kawaoka, 2005; Wright et al., 2007; Klenk et al., 2008). Typische
Krankheitszeichen sind Symptome einer Atemwegserkrankung sowie Sinusitis, stark
erhdhter Tranenfluss, Diarrhde, verringerte Eiproduktion, Zyanose, Odeme, gestraubtes
Federkleid sowie neurologische Stérungen (Schafer, 1955; Webster et al., 1992). Die H5-
und H7-Subtypen mit einer multibasischen Spaltstelle in ihrem HAq-Protein gehéren meist zu
den HPAIV (Webster und Rott, 1987; Stieneke-Grober et al., 1992; Webster et al., 1992;
Klenk et al., 2008). Zur Aktivierung des HA-Proteins wird das HAo-Vorlauferprotein durch
Furin oder Subtilisin-ahnliche Proteasen in HA; und HA, gespalten. Da diese Proteasen
ubiquitdr vorkommen, kdénnen HPAIV zu einer systemischen Infektion mit einer hohen

Virulenz flhren.

1.7 Influenzavirusinfektionen im Menschen

Das Influenzavirus ist ein humanpathogenes Virus, welches den Menschen infizieren und zu

einer klassischen Grippeinfektion, einer Infektion des Respirationstrakts, fuhren kann (Wright
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et al., 2007; WHO, 2013a). Je nach Virussubtyp und dem Gesundheitszustand des
Infizierten verlauft die Virusinfektion unterschiedlich stark. Die in der Bevdlkerung
zirkulierenden Influenza A Viren l6sen jahrlich lokal begrenzte Epidemien aus, auf die im
Abschnitt 1.7.1 eingegangen werden soll. Durch die fortwahrende Evolution des Virus besitzt
das Virus ebenfalls das Potenzial durch einen Antigenshift Pandemien zu verursachen. Die
humanen Influenzaviren mit dem Subtyp H1, H2, H3, N1, und N2 waren in den letzten
beiden Jahrhunderten fir die Entstehung von Pandemien verantwortlich (1.7.2.).
Anschlieend zirkulierten diese Viren als saisonale Influenzaviren weiterhin in der humanen
Bevolkerung. Besonderes Augenmerk gilt jedoch auch den aviaren Influenzaviren die
sporadisch zu einer Interspeziestransmission vom Vogel auf den Menschen fiihren (1.7.3).

Im humanen Wirt weisen insbesondere HPAIV eine hohe Morbiditat und Mortalitat auf.

1.7.1 Saisonale Influenza

Die saisonalen Influenzaviren zirkulieren in der menschlichen Bevolkerung und verursachen
in den Wintermonaten Epidemien (WHO, 2013a). Diese Viren l6sen meist einen milden
Krankheitsverlauf aus. Aber insbesondere Menschen die den Risikogruppen zugeordnet
werden, konnen einen schweren Krankheitsverlauf aufweisen. Zu den Risikogruppen
gehdren Kinder unter zwei Jahren, Erwachsene ab dem 65. Lebensjahr, immunsupprimierte
Menschen, schwangere Frauen und Menschen mit chronischen Vorerkrankungen, wie
beispielsweise Asthma, chronische Herzerkrankungen oder Diabetes (CDC, abgerufen am
22.01.2014; WHO, abgerufen am 22.01.2014b). Laut der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) werden weltweit jahrlich drei bis funf Millionen Infizierte mit einem schweren
Krankheitsverlauf gemeldet, wobei 250.000 bis 500.000 Menschen an den Folgen der
Infektion versterben (WHO, abgerufen am 22.01.2014b). Aufgrund der hohen Mutationsrate
der Influenzaviren kann sich die Antigenitat verandern und einen Antigendrift zur Folge
haben (Wright et al., 2007). Dadurch werden vor allem Epidemien ausgelost. Aufgrund
dieser Variabilitdt missen Vakzine zur Pravention einer Infektion jahrlich an die
zirkulierenden Viren angepasst werden. Aktuell zirkulieren die Subtypen H1N1 (pH1N1) und
H3N2 in der Bevolkerung (WHO, 2013a). Das pH1N1 Virus hat das vor 2009 zirkulierende,
alte saisonale H1N1 Influenzavirus ersetzt. Neben den Influenza A Viren zirkulieren die
Victoria- und die Yamagata-Linie der Influenza B Viren. Das Phanomen, dass die
Influenzavirusinfektionen insbesondere in den Wintermonaten auftreten, ist noch nicht
vollstandig geklart (Dowell, 2001). Es wurde jedoch gezeigt, dass Influenzaviren bei
niedrigen Temperaturen und trockener Luft stabiler sind (Shaman und Kohn, 2009).
Zusatzlich wird vermutet, dass durch Menschenansammlungen in geschlossenen

Raumlichkeiten die Ubertragbarkeit der Viren erhdht wird (Cauchemez et al., 2008). Eine
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leichtere Anfalligkeit fur Influenzavirusinfektionen in der Kkalteren Jahreszeit kann
beispielsweise auch durch Heizungsluft gereizte Nasenschleimhaute bestehen (Salah et al.,
1988).

1.7.2 Pandemische Influenza

Durch eine antigenisch neue Viruslinie kann es zum Ausbruch einer Pandemie kommen
(Wright et al., 2007; Neumann et al., 2009). Aufgrund des Fehlens einer Immunitat der
immunologisch naiven Bevodlkerung gegen das neue Virus kommt es zu einer globalen,
sprich Lander- und Kontinente Ubergreifenden Ausbreitung des Virus, welche mit einer
hohen Morbiditdt und Mortalitat einhergehen kénnen (WHO, 2013a). Die Influenzavirus-
pandemien des 20. und 21. Jh., dargestellt in der Abb. 4, wurden durch die HA-Subtypen H1,
H2 bzw. H3 und die NA-Subtypen N1 bzw. N2 ausgelést.

Durch die Spanische Grippe (H1N1) starben von 1918-1919 weltweit circa 50 Millionen
Menschen (Johnson und Mueller, 2002). Sie ist somit bis heute die Pandemie mit der
hochsten Mortalitatsrate. Dabei scheint das Influenzavirus direkt vom Vogel auf den
Menschen Ubertragen worden zu sein (Reid et al., 2004; Taubenberger und Morens, 2006).
Den Ursprung hat diese Pandemie vermutlich in den USA (Wright et al., 2007). Nach der
ersten, relativ mild verlaufenden Pandemiewelle im Frihjahr 1918 folgten zwei weitere,
schwer verlaufende Wellen im Herbst 1918 bzw. Frihjahr 1919 (Johnson und Mueller, 2002;
Wright et al.,, 2007). Ein besonderes Merkmal der Spanischen Grippe ist die hohe
Mortalitdtsrate bei jungen Erwachsenen. Der prozentuale Anteil der Todesfalle der 20 bis
40 Jahrigen in der USA lag bei 50 % (Simonsen et al., 1998), wobei der genaue Grund daflr
noch nicht vollstandig geklart ist. Die meisten Patienten verstarben an einer schweren
Pneumonie mit Atemversagen (Wright et al., 2007). Die Ursachen der hohen Mortalitat
werden in den schlechten Lebensumstanden in der Zeit des ersten Weltkriegs vermutet.
Viele der fatalen Falle wiesen eine sekundare, bakterielle Pneumonie auf, die zu jener Zeit

noch nicht mit Antibiotika therapiert werden konnte (Morens et al., 2008).

Die zweite Pandemie des 20. Jh. war die Asiatische Grippe (H2N2), welcher 1 bis
1,5 Millionen Menschen von 1957 bis 1958 zum Opfer fielen (Wilschut et al., 2006; Wright et
al., 2007). Der Ursprung dieser Pandemie lag in Sidchina (Potter, 2001; Wilschut et al.,
2006). Von dort aus breitete sich das Influenzavirus wahrscheinlich Uber Singapur und
Hongkong nach Europa, Afrika und Nord- sowie Sldamerika aus. Insgesamt wurden in
dieser Pandemie zwei Wellen beobachtet. Die meisten Todesfélle traten im Gegensatz zur
Spanischen Grippe bei sehr jungen Infizierten oder Patienten im hdéheren Alter auf (Wright et

al., 2007). Das H2N2 Virus war eine Reassortante eines aviaren und eines humanen Virus
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(Scholtissek et al., 1978; Kawaoka et al., 1989). Die H2-, N2- und PB1-Gensegmente waren
aviaren Ursprungs und wurden in die Influenzaviren eingefuhrt, die in der damaligen

Bevdlkerung zirkulierten.

A B

1918 Classical swine  North American ~ Human (H3N2) Eurasian avian-
HIN1 Spanish influenza avian like swine
H1N1

1957
HoN2 Asian influenza
H2N2
—
Q 1977
N\ Russian influenza
HIN1

1968
H3N? Hong Kong influenza
H3N2

PB2 - North American
avian

PB1 - Human H3N2
PA - North American
avian

H1 - Classical swine
NP - Classical swine
N1 - Eurasian avian-
like swine

M - Eurasian avian-like
swine

NS - Classical swine

Influenza A (H1N1)

Abb. 4: Influenza-Pandemien

A) Die Spanische Grippe von 1918 wurde vermutlich durch eine Interspeziestransmission eines avidren H1N1
Influenza A Virus auf den Menschen ausgel6st (modifiziert nach Neumann et al., 2009). Die Asiatische und die
Hongkong Grippe entstanden durch die Reassortierung eines neuen aviaren Influenzavirus mit dem damals in der
Bevdlkerung zirkulierenden Influenzavirus. An dem Ausbruch von Influenzavirusinfektionen in Russland 1977
scheint ein versehentlich freigesetztes Laborvirus verantwortlich gewesen zu sein, welches groke Ahnlichkeit mit
den im Jahr 1950 zirkulierenden Viren aufwies (modifiziert nach Horimoto et al. 2005) B) In den spaten 1990er
Jahren reassortierte ein humanes H3N2 Virus, ein nordamerikanisches Vogelvirus und ein klassisches
Schweinevirus. Dieses Virus zirkulierte in der nordamerikanischen Schweinepopulation. Die Dreifachreassortante
reassortierte mit einem eurasischen, aviar-dhnlichen Schweinvirus und wurde vermutlich direkt auf den Menschen
Ubertragen. Dieses pH1N1 Virus I6ste die 2009 Pandemie aus.

Circa 500.000 bis 1 Million Todesfalle hatte die Hongkong Grippe (H3N2) in den Jahren von
1968-1970 zur Folge (Wilschut et al., 2006). Das erste Isolat stammte aus Hongkong,
wodurch die Pandemie ihren Namen erhielt. Die Pandemie ging wie die Asiatische Grippe
mit zwei Infektionswellen einher (Wright et al., 2007; Neumann et al., 2009). Bei diesem
neuen Virus handelte es sich um eine human-aviare Reassortante bei der in das damals
zirkulierende Virus ein aviares H3- und PB1-Gensegment integriert wurden (Scholtissek et
al., 1978; Kawaoka et al., 1989; Horimoto und Kawaoka, 2005).

Das H1N1 Virus der Russischen Grippe von 1977-1978 wurde zuerst in China gemeldet und
trat hauptsachlich in der nérdlichen Hemisphare auf (Neumann et al., 2009). Das Virus wies
groRBe Ahnlichkeit zu einem H1N1 Virus auf, welches in den friihen 1950er Jahren zirkulierte
(Nakajima et al., 1978; Wright et al., 2007). Aufgrund dieser hohen Ahnlichkeit wird davon
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ausgegangen, dass es sich bei diesem Virus um ein unbeabsichtigt freigesetztes Laborvirus
handelt (Kilbourne, 2006; Wright et al., 2007). Die Russische Grippe verlief relativ mild da ein
Groliteil der Bevolkerung mit diesem Virus bereits Kontakt hatte und Antikoérper aufwies
(Horimoto und Kawaoka, 2005). Die schwersten Krankheitsfalle wurden bei den 7 bis 14
Jahrigen festgestellt (Wilschut et al., 2006). Im Vergleich zu den vorherigen Pandemien
ersetzte das H1N1 Virus das zirkulierende H3N2 Virus nicht, sondern zirkulierte bis 2009

parallel in der Bevolkerung (Neumann et al., 2009).

Die letzte Pandemie in 2009 wurde durch das pH1N1 Influenzavirus ausgelést (Dawood et
al., 2009; Fraser et al.,, 2009; Neumann et al., 2009). Die ersten Falle der 2009 H1N1
Influenza wurden im Februar 2009 gemeldet. Im Marz und April 2009 stieg die Anzahl der mit
Influenzavirus infizierten Patienten weiterhin an. Erst Ende April 2009 wurde durch das
Auftreten von pH1N1 Infektionen in den USA und durch die Bestatigung eines neu
vorliegenden H1N1 Virus die Pandemie von der WHO ausgerufen. Weltweit zeigten sich
abhangig von der Region unterschiedliche Infektionswellen (Dorigatti et al., 2013; Mummert
et al., 2013). Das Ende der Pandemie wurde am 10.08.2010 deklariert (WHO, 2010). Die
Pandemie verlief verglichen mit vorangegangenen Pandemien relativ mild und die Patienten
zeigten insbesondere Symptome einer Atemwegsinfektion sowie gastrointestinale
Beschwerden, die mit Erbrechen und Diarrhé einhergingen (Dawood et al., 2009). Aullerdem
wies das pH1N1 Virus eine hohe Transmissibilitdt auf. Trotz der vielen milden Falle zeigten
einige Patienten einen sehr schweren Verlauf der Virusinfektion. Davon waren insbesondere
junge Erwachsene betroffen. Die Anzahl der Todesfalle wird auf 150.000 - 500.000
geschatzt, darunter viele Jugendliche und junge Erwachsene ohne vorliegende
Vorerkrankungen aber auch Menschen die den Risikogruppen zugeordnet werden (Vaillant
et al., 2009; Dawood et al., 2012). Das Virus enthielt sechs Genomsegmente einer
Dreifachreassortante die zuvor in der nordamerikanischen Schweinepopulation zirkulierte
und zwei Gensegmente der eurasischen aviar-ahnlichen Schweineviruslinie (Abb. 4)
(Dawood et al., 2009; Garten et al., 2009; Neumann et al., 2009). Das 2009 pandemische
H1N1 Virus verdrangte das alte saisonale H1N1 Virus und zirkuliert seitdem parallel zu
H3N2 saisonalen Viren in der Bevolkerung (WHO, 2013a).

1.7.3 Ubertragung von aviiren Influenzaviren auf den Menschen

Neben den bekannten humanen Influenzavirussubtypen H1, H2, H3, N1 und N2 wurden in
den vergangenen Jahrzehnten mit Besorgnis auch Interspeziestransmissionen des
hochpathogenen aviaren Subtyps H5 und H7 auf den Menschen beobachtet. Die
Erforschung dieser Viren und deren Potenzial Pandemien zu verursachen, besitzt eine
besondere gesellschaftliche Relevanz.
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Die Infektionen des H5N1 Subtyps im Menschen flhren zu einem schweren
Krankheitsverlauf, der oft mit einem akuten Atemnotsyndrom einhergeht (akutes
respiratorisches Distress-Syndrom, ARDS) (Beigel et al., 2005; Wright et al., 2007; WHO,
abgerufen am 22.01.2014a). In circa 60 % der Falle endet der Verlauf tédlich. Das erste Mal
wurden humane H5N1 Infektionen 1997 nach einem Ausbruch im Gefligel gemeldet (Claas
et al., 1998; Subbarao et al., 1998; Neumann et al., 2009). Im Zeitraum von 2003 bis heute
gab es insgesamt 648 Infektionen aus 15 verschiedenen Landern von denen 384 tddlich
verliefen (WHO, 2013b). Die Interspeziestransmissionen traten insbesondere in Asien und
Nordostafrika auf, in denen die Menschen einen haufigen und engen Kontakt zu infizierten
Geflugel besitzen. In Geflligelpopulationen in Teilen Asiens und Nordostafrikas sind diese
Viren heutzutage endemisch (WHO, 2012a). Bis heute wurde noch keine anhaltende, direkte
Ubertragung von Mensch zu Mensch beobachtet (Neumann et al., 2009). Zwei voneinander
unabhéngige Studien zur Ubertragung der H5N1 Viren lber Aerosole wurden in einem
Frettchentransmissionsmodell durchgefuhrt (Herfst et al., 2012; Imai et al., 2012). Die Daten
dieser Publikationen zeigen, dass bereits finf bis neun Aminosduresubstitutionen fir eine
effiziente Aerosoltransmission zwischen Frettchen ausreichen. Hauptsachlich liegen die
Mutationen im HA-Protein, welches zur Bindung des Virus an die Wirtszelle dient. Es muss
jedoch festgehalten werden, dass die erhdhte Transmission mit einer verringerten
Pathogenitat dieser Viren einhergeht. Schlussendlich zeigen diese Studien, dass H5N1 Viren
nur durch wenige adaptive Mutationen hypothetisch in der Lage waren Pandemien

auszulosen.

Eine Ubertragung des HPAIV Subtyps H7N7 auf den Menschen wurde ebenfalls mehrfach
beobachtet (Kurtz et al., 1996; Fouchier et al., 2004; Horimoto und Kawaoka, 2005). Die
meisten Falle der Interspeziestransmission von H7N7 Viren wurden 2003 in den
Niederlanden dokumentiert (Fouchier et al., 2004; Koopmans et al., 2004). Die H7N7
Geflugelpest infizierte 89 Menschen, wobei die Infektion relativ mild verlief und nur einen

Todesfall hervorbrachte.

Im Friihjahr 2013 wurde erstmals die Ubertragung eines aviaren LPAIV des H7N9 Subtyps
auf den Menschen gemeldet (Gao et al., 2013; Li et al., 2013). Die ersten Falle aus China
zeigten einen schweren Infektionsverlauf mit ARDS, Fieber, Husten und Multiorganversagen.
Bis heute sind bei der WHO insgesamt 207 H7N9 bestatigte Falle, von denen 45 Falle
todlich verliefen, dokumentiert (WHO, 2013c; WHO, 2014a). Vereinzelt kam es auch zu einer
Interspeziestransmission von LPAIV, z.B. H6N1, H7N2, H7N7, H7N3, HI9N2 auf den
Menschen (Peiris et al., 1999; Tweed et al., 2004; Butt et al., 2005; Horimoto und Kawaoka,
2005; Wright et al., 2007; WHO, 2013d; Yuan et al., 2013). Diese waren meist eng mit
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Ausbrichen im Gefligel verbunden. Der neuste Bericht der WHO vom 17.12.2013 zeigte die

erste Interspeziestransmission eines H10N8 Subtyps auf den Menschen (To et al., 2014).

1.8 Pathogenese

Die Infektion mit Influenzaviren flihrt im Menschen zur klassischen Virusgrippe (Modrow et
al., 2003; Wright et al., 2007). Dabei werden die Viren uber eine Aerosol-, Tropfchen- oder
Schmierinfektion Ubertragen. Uber die Atemwege werden die Epithelzellen des oberen
Respirationstrakts infiziert. Die Inkubationszeit des Influenzavirus betragt 1 bis 5 Tage. Die
ersten Symptome der Infektion sind das plétzliche Einsetzen von hohem Fieber,
Schiuttelfrost, Husten, Kopf- und Gliederschmerzen. Diese Krankheitsanzeichen sind
typische, systemische Symptome die durch die pro-inflammatorischen Zytokine ausgelést
werden (Wilschut et al.,, 2006). Zusatzlich zu einem Schwachegefiihl und einer
Appetitlosigkeit kdonnen Erbrechen und Diarrhoe auftreten (Modrow et al., 2003). Aufgrund
der Inflammation und der Lyse infizierter Epithelzellen kommt es zur Schleimbildung und
Flissigkeitsansammlung im oberen Respirationstrakt, wodurch Halsschmerzen, Schnupfen
und Husten hervorgerufen werden. Das Fieber und die Symptome der Infektion klingen nach
circa drei bis sieben Tagen wieder ab. Der Husten kann jedoch Uber mehrere Wochen
anhalten. Infizierte Patienten scheiden das Virus in der Regel bis circa eine Woche nach
dem Auftreten der ersten Symptome aus. In Risikogruppen, wahrend einer Pandemie oder
durch die Infektion mit einem HPAIV kann es zu einem schweren Krankheitsverlauf kommen
(Wilschut et al., 2006; WHO, 2013a; CDC, abgerufen am 22.01.2014; WHO, abgerufen am
22.01.2014b). Gelegentlich zeigen jedoch auch Menschen die keiner Risikogruppe zugehorig
sind einen schweren Verlauf einer saisonalen Influenzavirusinfektion. Dieser ist durch die
Ausbildung einer primaren viralen Pneumonie mit einer Infiltration mononuklearer
Leukozyten oder einer ARDS gekennzeichnet (Modrow et al., 2003; Wilschut et al., 2006).
Wenn das Virus die Zellen des Lungenparenchyms infiziert, bildet sich eine primare,
interstitielle Lungenentziindung aus. Das Epithel der Alveolarbereiche ist meist vollstandig
abgetragen und die Alveolarwande sind stark angeschwollen. Aufgrund der Nekrosen
entstehen Blutungen im Alveolar- und Bonchialgewebe und es kommt zur Infiltration von
mononuklearen Leukozyten. Die Patienten leiden in diesen Fallen an einer Hypoxie, welche
mit Zyanose und Atemnot einhergeht und innerhalb weniger Tage durch Multiorganversagen
zum Tod fihren kann. In seltenen Fallen kann es auch zu extrapulmonalen Komplikationen
kommen. Dazu gehdéren die Viramie, die Infektion des zentralen Nervensystems, das Reye-
Syndrom, die Konjunktivitis, die Myositis und Myokarditis (Naficy, 1963; Hayase und Tobita,
1997; Fouchier et al., 2004; Beigel et al., 2005; Wright et al., 2007; Dawood et al., 2009).

Viele der fatalen, humanen Influenzavirusinfektionen sind mit einer bakteriellen Ko-Infektion
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assoziiert (Wright et al., 2007; Metersky et al., 2012; Chertow und Memoli, 2013). Am
haufigsten kommt es dabei zu bakteriellen Ko-Infektionen mit den Stdmmen Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes und Staphylococcus aureus. Ein Grofteil der
Patienten, die an der Spanischen Grippe verstarben, wiesen eine sekundare bakterielle
Infektion mit Streptococcus pneumoniae auf (Morens et al., 2008). Aber auch in der
Gegenwart spielen bakterielle Ko-Infektionen eine grof3e Rolle. Eine Studie des Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) untersuchte im Zeitraum von Mai bis August 2009
Patienten mit einem schweren Verlauf der pH1N1 Virusinfektion in den USA (CDC, 2009).

Circa 30 % dieser Patienten wiesen eine bakterielle Co-Infektion auf.

Anhand der Symptome, der Kombination von Symptomen und der Berilcksichtigung der
aktuell gemeldeten Influenzafdlle kann eine erste Diagnose des Arztes getroffen werden
(Meerhoff et al., 2004; Wilschut et al., 2006). Die diagnostische Analyse erfolgt anschlielRend
mit Hilfe der Detektion von viralem Antigen, viraler RNA oder in serologischen Tests. Das
heute am haufigsten eingesetzte Antiviralia gegen Influenza A Viren ist Oseltamivir, ein
Neuraminidaseinhibitor, welcher unter dem Handelsname Tamiflu bekannt ist (De Clercq,
2006; WHO, 2012b; WHO, 2013e). Die therapeutische Behandlung, naher beschrieben im
Abschnitt 1.10, reduziert die Virusinfektion und tragt gleichzeitig zu einer verminderten

Ausbreitung des Virus bei.

1.9 Pravention

Die wichtigste MalRnahme zur Pravention einer Influenzaviruserkrankung ist die Impfung
(Wilschut et al., 2006). Um einen optimalen Schutz zu gewahrleisten, wird die Vakzine
jahrlich an die gegenwartig zirkulierenden Viren angepasst. Der trivalente Impfstoff fir die
nordliche Hemisphare in der Wintersaison 2013/2014 wurde von der WHO bestimmt und
besteht aus den Influenza A Viren A/California/07/2009 (H1N1), A/Victoria/361/2011 (H3N2)
und dem Influenza B Virus B/Massachusetts/2/2012 (RKI, abgerufen am 23.01.2014; WHO,
abgerufen am 23.01.2014). Dabei sind die beiden Influenza A Viren unverandert zu dem
Impfstoff des Vorjahres. Lediglich das Influenza B Virus wurde im Vergleich zum Vorjahr
ausgetauscht. Ab 2013 wird ein quadrivalenter Impfstoff, der zuséatzlich die Antigene des
Influenza B Virus B/Brisbane/60/2008 enthalt, in der EU angeboten. Von der Standigen
Impfkommission (STIKO) wird eine Impfempfehlung fir die Risikogruppen und die Personen
die einen haufigen und engen Kontakt zu Risikogruppen, Gefligel oder Wildvdgeln besitzen,
ausgesprochen. Bei den Impfstoffen wird zwischen den attenuierten Lebendimpfstoffen und
den Totimpfstoffen unterschieden. Die Viren die im Lebendimpfstoff eingesetzt werden, sind
Reassortanten. Das bedeutet, das HA- und NA-Genomsegment stammt von dem
Wildtypvirus und die restlichen Genomsegmente sind von einem Kalte-adaptierten
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Mastervirus. Damit besitzen die Viren die antigenischen Bereiche des Wildtypvirus, sind
jedoch Kalte-adaptiert, Temperatur-sensitiv und attenuiert (Maassab et al., 1990; Wareing
und Tannock, 2001; Murphy und Coelingh, 2002; Kang et al., 2011). In Deutschland ist seit
der Wintersaison 2012/2013 erstmals ein Lebendimpfstoff (Fluenz®), der intranasal
verabreicht wird, zugelassen (EMA, 2013; RKI, 2013; RKI, abgerufen am 23.01.2014).
Dieser wird von der STIKO fir zwei- bis sechsjahrige Kinder empfohlen. In
vorangegangenen Studien zeigte dieser Lebendimpfstoff fir diese Altersklassen eine
bessere Wirksamkeit gegeniber dem Totimpfstoff (Belshe et al., 2007; Ambrose et al.,
2011). Fir alle anderen Altersklassen wurde kein Unterschied zu der Impfung mit dem
Totimpfstoff festgestellt. Der Totimpfstoff fiir Influenzaviren kann nochmals in den Spalt- und
den Untereinheitenimpfstoff untergliedert werden (Stephenson und Nicholson, 2001;
Wilschut et al., 2006; Wright et al., 2007). Bei den Spaltvakzinen handelt es sich um von
Detergenzien zerstorte Viruspartikel. Die ersten Spaltvakzine gegen Influenza A Viren wurde
1968 in den USA lizenziert. Im Vergleich dazu enthalten Untereinheitenimpfstoffe nur die
aufgereinigten HA und NA Untereinheiten des Influenzavirus. Diese Vakzine standen
erstmals 1980 in GroRbritannien zur Verfugung. Inzwischen gibt es eine Vielzahl von
Herstellern die sowohl Spalt- als auch Untereinheitenvakzine vermarkten (PEI, abgerufen am
23.01.2014). Beide Impfstoffe werden in der Regel in Hihnereiern generiert und nach der
jeweiligen Aufarbeitung intramuskular verabreicht (Wilschut et al., 2006; Wright et al., 2007).
Die Pharmaunternehmen besitzen jedoch ein grolRes Interesse an der zuklnftigen
Generierung von Viren fur die Vakzinherstellung in der Zellkultur. Die Vorteile in der
Herstellung der Vakzine in der Zellkultur liegen in der Nutzung standardisierter Zellen und
einer kurzeren Planungs- und Produktionszeit fir grofiere Impfstoffmengen, welche
insbesondere im Fall einer Pandemie von Interesse sind (Tree et al., 2001; Genzel et al.,
2014). Bei dem Ausbruch einer Pandemie mit einem HPAIV Subtyp H5 oder H7 besitzt die
Produktion von Viren im Huhnerei zur Generierung eines neuen angepassten Impfstoffs
wesentliche Nachteile (Bardiya und Bae, 2005). Vor allem virale Oberflachenproteine von
aviaren Influenzaviren konnen eine gewisse Pathogenitat fir Hidhner sowie

Huihnerembryonen aufzeigen und somit die Produktion der Vakzine gefahrden.

Die Impfung von Gefligel gegen Influenza ist in Europa verboten (MSD-Tiergesundheit,
abgerufen am 14.02.2014). Eine prophylaktische Impfung von Gefliigel wiirde eine Kontrolle
von infizierten Tieren erschweren und zusatzlich den Selektionsdruck, welcher zu einem
Antigendrift fihren kann, erhéhen. Nur wahrend eines Ausbruchs im Gefligel kann die
zustandige Behorde das Impfverbot auftheben. Im Gegensatz dazu werden Pferde und

Schweine in Deutschland intensiv geimpft.
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1.10 Therapie

Der Ausbruch einer Pandemie aufgrund eines Antigenshifts erfordert die Produktion einer
neuen, angepassten Vakzine (Moscona, 2005; Wilschut et al., 2006). Die Wirksamkeit der
Vakzine kann auch aufgrund eines Antigendrifts wahrend einer Epidemie reduziert werden.
Die Produktion eines neuen Vakzins nimmt jedoch eine gewisse Zeit, mindestens zwanzig
Wochen in Anspruch, wodurch der Einsatz von Antiviralia, die die Infektion und deren weitere
Ausbreitung eingrenzen, erforderlich wird (PEIl, 2010). Die haufigsten Antiviralia gegen
Influenza A Viren sind die M2- und die NA-Inhibitoren (Abb. 5), wobei die M2-Inhibitoren
aufgrund einer Resistenzentwicklung in den letzten Jahren eine stark reduzierte Wirksamkeit
besitzen (De Clercq, 2006; Fiore et al., 2011; WHO, 2012b; WHO, 2013e). Deshalb werden
M2-Inhibitoren derzeit nicht mehr von der WHO empfohlen. Bei saisonalen
Influenzavirusinfektionen empfiehlt das Robert Koch Instituts (RKI) die antivirale Therapie mit
NA-Inhibitoren insbesondere, wenn die Patienten ein erhohtes Risiko besitzen oder der
Verdacht auf einen schweren Krankheitsverlauf besteht (RKI, abgerufen am 25.01.2014). Die
beste Wirksamkeit besitzen diese Medikamente, wenn sie so friih wie méglich, d.h. innerhalb
der ersten 24-48 Stunden nach dem Auftreten der ersten Symptome, verabreicht werden.
Der Einsatz der Medikamente reduziert den Schweregrad und die Dauer der Erkrankung
(Modrow et al., 2003; Wilschut et al., 2006; RKI, abgerufen am 25.01.2014).

Die Evolution und das Auftreten von Resistenzen der Viren wird durch die WHO sehr genau
Uberwacht und Veranderungen werden sofort registriert (WHO, abgerufen am 22.01.2014b).
Die Antiviralia kdnnen unter besonderen Umstanden auch praventiv eingesetzt werden (RKI,
abgerufen am 25.01.2014). Diese prophylaktische Behandlung ware beispielsweise flr
medizinisches Personal beim Auftreten eines neuen pandemischen Virus von besonderem

Interesse.
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Abb. 5: Antiviralia gegen Influenza A Viren

Die Adamantanderivate Amantadin und Rimantadin blockieren den loneneinstrom durch das MZ2-Protein
(modifiziert nach Neumann et al., 2009). Dadurch inhibieren sie die Freisetzung der vRNPs in das Zytoplasma
sowie dle Reifung des HA Proteins. Amantadin und Rimantadin sind unter dem Handelsnamen Symmetrel

Lysowr bzw. Flumadine® bekannt. Die Neuraminidaseinhibitoren, Zanamivir und Oseltamivir sind Analoga der N-
Acetylneuraminsaure und inhibieren das NA-Protein durch eine kompetitive Hemmung. Dadurch wird d|e
Virusfreisetzung blockiert. Zanamivir und Oseltamivir werden unter den Handelsnamen Relenza® bzw. Tamiflu®
vermarktet.

1.10.1 M2-Inhibitoren

Die M2-Inhibitoren, gezeigt in Abb. 6, sind trizyklische primare Amine (Modrow et al., 2003;
Wilschut et al., 2006). Die Inhibitoren Amantadin (Symmetrel® bzw. Lysovir®) und Rimantadin
(Flumadine®), ein Analog von Amantadin, gehdren zu den Adamantanderivaten. Die
antivirale Aktivitat von Amantadin wurde erstmals 1964 von Davies beschrieben (Davies et
al., 1964). Beide Medikamente werden oral gut resorbiert und besitzen im Plasma eine
Halbwertszeit von 15 bis 20 Stunden (Aktories et al., 2009). Die therapeutische Wirkung der
M2-Inhibitoren verkirzt die Symptome der Influenzavirusinfektion um circa einen Tag
(Windfield et al., 1969; Govorkova und McCullers, 2013). Sie hemmen, wie der Name bereits
sagt, die Virusreplikation durch die Inhibition des M2-Proteins (Oxford und Galbraith, 1980;
Wang et al., 1993; Wilschut et al., 2006). Dadurch wird der loneneinstrom in das Innere des
Viruspartikels blockiert, wodurch die Freisetzung der vVRNPs in das Zytoplasma reduziert

wird (Abb. 5). Des Weiteren wird die Reifung des HA-Proteins wahrend des Transports vom
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endoplasmatischen Retikulum zur Zellmembran gehemmt (Abb. 5). Bei diesem Prozess
sorgt das M2 Protein flr eine Neutralisierung des Golgi-Apparats und verhindert dadurch
eine frihzeitige Konformationsanderung und somit die Inaktivierung des HA-Proteins. Mittels
Nuklear Magnetischer Resonanz (NMR) Analyse wurde gezeigt, dass Rimantadin in der
Nahe des Kanalschlosses Asp44 an der Lipid-zugewandten Seite lokalisiert ist und dadurch
die geschlossene Konformation des lonenkanals stabilisiert (Schnell und Chou, 2008).
Zeitgleich wurde die Kristallstruktur von einem durch Amantadin blockierten M2-lonenkanal
veroffentlicht (Stouffer et al., 2008). Diese Studie zeigt im Gegensatz zu der Studie von

Schnell und Chou, dass Amantadin in der Pore des lonenkanals lokalisiert ist.

Hin |||NH2.HC[ Hror |||<

H H
Amantadin Rimantadin

Abb. 6: Strukturen der M2-Inhibitoren

Die M2-Inhibitoren sind trizyklische primédre Amine (De Clercq, 2006). Zu den Derivaten von Adamantan gehdéren
unter anderem Amantadin und Rimantadin.

Die Viren entwickelten in den letzten Jahren durch den Einsatz der Inhibitoren eine
Resistenz (Wilschut et al., 2006; Schnell und Chou, 2008; Hayden, 2009; Hayden und de
Jong, 2011). Diese Resistenz wird durch einzelne Aminosauresubstitutionen z.B. L26F,
V27A, A30T, S31N, G34E und L38F im M2-Protein hervorgerufen, wobei S31N am
haufigsten mit der Resistenzausbildung in Verbindung gebracht wird. In der Wintersaison
1994/1995 traten weltweit nur 0,4 % resistente H3N2 Viren auf, in der Saison 2003/2004
stieg der prozentuale Anteil bereits auf 12,3 % an (Bright 2005). Dabei wurden die meisten
resistenten H3N2 Viren in China und Hongkong mit einem Anteil von circa 70 % registriert.
Vergleichsweise war der Anteil der resistenten H3N2 Viren in Europa mit 4,7 % und in den
USA mit 1,9 % noch relativ gering (Bright et al., 2005). In der darauf folgenden Wintersaison
2005/2006 stiegen die Adamantan resistenten H3N2 Viren in der USA auf 92,3 % an (Bright
et al., 2006; CDC, 2006; Deyde et al., 2007). Die Anzahl der H1N1 resistenten Viren stieg in
diesem Zeitraum ebenfalls rasant. In der Wintersaison 2005/2006 wiesen weltweit 15,6 %
der H1N1 Viren eine Resistenz gegen die M2-Inhibitoren auf. Auch fir diesen Virussubtyp
wurden regionale Unterschiede festgestellt, wobei die héchsten Resistenzraten in China und
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Europa vorlagen. Auch das HPAIV H5N1 tragt das Resistenzgen flir die M2-Inhibitoren (Li et
al., 2004). Heutzutage sind die beiden zirkulierenden Influenza A Viren H3N2 und pH1N1
resistent gegen die M2-Inhibitoren und deren Verwendung zur Indikation wird, wie bereits
beschrieben, nicht mehr empfohlen (WHO, 2012b; WHO, 2013e). Die pH1N1 Viren zeigten
bereits bei dem ersten Auftreten in der menschlichen Bevdlkerung die S31N Signatur im M2
Protein, welche mit der Resistenz gegen Amantadin und Rimantadin verbunden ist (Dawood
et al., 2009).

1.10.2 NA-Inhibitoren

Die NA-Inhibitoren, gezeigt in der Abb. 7, sind Analoga der N-Acetylneuraminsaure (von
Itzstein et al., 1993; Kim et al., 1997; Wilschut et al., 2006; Wright et al., 2007). Der erste
bekannte NA-Inhibitor war FANA (Palese et al.,, 1974a; Palese und Compans, 1976;
Moscona, 2005). Durch die Weiterentwicklung dieses Inhibitors entstanden die heutzutage
eingesetzten Inhibitoren Zanamivir und Oseltamivir mit dem Handelsnamen Relenza® bzw.
Tamiflu® (Moscona, 2005; Wilschut et al., 2006). Zanamivir wird intranasal verabreicht. Im
Vergleich dazu wird Oseltamivir oral appliziert, wodurch das aktive Oseltamivir Carboxyl
GS4071 in der Leber entstehen kann. Die NA-Inhibitoren sind im Gegensatz zu den M2-
Inhibitoren in der Lage sowohl Influenza A als auch Influenza B Viren zu inhibieren.
Zanamivir besitzt im Plasma eine Halbwertszeit von 2,5 bis 5 Stunden, wobei Oseltamivir
eine Halbwertszeit von 6 bis 8 Stunden aufweist (Aktories et al., 2009). Unterschiedliche
Studien zeigen, dass der Einsatz der NA-Inhibitoren die Dauer der Influenzavirusinfektion
von saisonaler Influenza um circa ein bis zwei Tage verkirzt und die Wahrscheinlichkeit
einer sekundaren Komplikation verringert wird (Hayden et al., 1997; Treanor et al., 2000;
Modrow et al., 2003). Die NA-Inhibitoren wurden auf der Grundlage der Lokalisation und der
Struktur des aktives Zentrums des NA-Proteins designt (von ltzstein et al., 1993; Kim et al.,
1997; Modrow et al., 2003; Moscona, 2005; Amaro et al., 2011). Die Interaktion der NA-
Inhibitoren mit der funktionellen Einheit der Neuraminidase ist starker als die Interaktion mit
dem natirlichen Rezeptor der N-Acetylneuraminsaure. Durch die Interaktion wird die
enzymatische Aktivitdt des NA-Proteins inhibiert, die N-Acetylneuraminsaure wird somit nicht
von der Galaktose der Zellmembran und vom Viruspartikel gespalten. Dadurch wird die

Virusfreisetzung und erneute Virusinfektion gehemmt (Abb. 5).

Eine Resistenz von H1N1 Viren gegen Oseltamivir trat erstmals 2008 in Norwegen auf
(WHO, 2012b). Die Entwicklung von Resistenzen bei H1N1 Viren war oftmals mit den
Signaturen Q136K, E119V, H274Y, R292K und N294S assoziiert, wobei die H274Y Signatur
am haufigsten vorkommt (Moscona, 2009; Baranovich et al., 2011; Govorkova und
McCullers, 2013). Dabei unterscheiden sich z.T. die resistenzadaptiven Signaturen der N1
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und N2 Subtypen der Influenza A Viren sowie der Influenza B Viren bezlglich ihrer
Zanamivir oder Oseltamivir Resistenz. In den USA stieg der Anteil der Oseltamivir
resistenten H1N1 Viren innerhalb von zwei Jahren rasant an. In der Wintersaison 2006/2007
traten 0,7 % resistente H1N1 Viren auf, im Jahr 2008/2009 erreichte der prozentuale Anteil
bereits 98,5 % (Dharan et al., 2009; Neumann et al., 2009; Poland et al., 2009). Neben den
USA wurde auch in vielen anderen Landern, wie beispielsweise in Japan, ein grofer Anteil
an resistenten H1N1 Viren detektiert (WHO, 2009; WHO, 2012b). Die Viren waren pathogen
und gut von Mensch zu Mensch Ubertragbar (Gooskens et al., 2009; RKI, abgerufen am
25.01.2014). Die Suszeptibilitait gegenuber Zanamivir blieb jedoch bestehen. Seit dem
Beginn der Pandemie 2009 bis heute weisen die neuen saisonalen pH1N1 nur vereinzelt
Resistenzen auf (Hurt et al., 2011; WHO, 2012b; CDC, abgerufen am 25.01.2014b; CDC,
abgerufen am 25.01.2014a). Die Veréffentlichungen der WHO zeigen, dass die Mehrheit der
pHIN1 und H3N2 Influenza A Viren sowie die Influenza B Viren sensitiv gegenlber
Oseltamivir und Zanamivir sind (WHO, 2013e). Die Entwicklung der Viren ist jedoch
ungewiss und wird permanent von den nationalen sowie internationalen Referenzzentren
Uberwacht. Die ersten steigenden Tendenzen fir eine Resistenz der pH1N1 Viren werden im
aktuellen wochentlichen epidemiologischen Report gezeigt (WHO, 2014b). Auch die H5N1
Viren zeigen vereinzelt die H274Y Signatur, welche mit einer Oseltamivirresistenz dieser
Viren einhergeht (de Jong et al., 2005; Le et al., 2005).

HO
H,C
O
H5C f O
0 h OH HN
HsC HN___NH, o= . O—CH:
H,C NH, CH;
NH
Zanamivir Oseltamivir

Abb. 7: Strukturen der NA-Inhibitoren

Die NA-Inhibitoren Zanamivir und Oseltamivir sind Analoga des zellularen Rezeptors der N-Acetylneuraminsaure
(De Clercq, 2006).

1.10.3 Neue therapeutische Ansatze

Neue, effektive antivirale Substanzen werden aufgrund der potenziell moglichen

Resistenzentwicklung der Viren gegen die derzeitigen Medikamente dringend bendtigt
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(Hayden, 2009; Clercq, 2012; Govorkova und McCullers, 2013). Auflerdem ware ein
effizienterer Schutz gegen die Influenzavirusinfektion wiinschenswert. Momentan sind
bereits einige Inhibitoren, welche gegen virale oder zellulare Faktoren gerichtet sind oder
auch die Immunantwort des Wirts adressieren in der klinischen Entwicklungsphase. Diese
antiviralen Substanzen sind in Tab. 3 aufgeflhrt. Zusatzlich wurden in den letzten Jahren
einige interessante Studien mit small interfering RNAs (siRNA), Antikdrpern, systemischen
Steroiden oder  antiinflammatorischen  Substanzen  durchgefiihrt, welche die
Influenzavirusreplikation inhibieren (Kong und Zhou, 2006; Luke et al., 2006; Zhou et al.,
2007; Beigel und Bray, 2008; Kumar et al., 2009; Falagas et al., 2010; Kumar et al., 2010;
Govorkova und McCullers, 2013).

Tab. 3: Neue Inhibitoren gegen Influenza A Viren in der klinischen Entwicklungsphase

Inhibitor Angriffsziel Applikations- klinische Literatur
route Phase

Zanamivir NA intravends 2/3 (Harter et al., 2010)
(Relenza®)
Oseltamivir NA intravends 3 (clinicaltrials, 2010)
(Tamiflu®)
Peramivir NA intravends, 2/3 (USA) (Birnkrant und Cox, 2009;
(Rapiacta®) intramuskular Memoli et al., 2010)

abgeschlossen

in Japan
Laninamivir NA inhalieren abgeschlossen (Honda et al, 2009;
(CS-8958) Koyama et al, 2009;

Yamashita et al, 2009;
Ishizuka et al., 2010; Kiso
et al., 2010a; Kubo et al.,
2010; Sugaya und Ohashi,

2010)
Favipiravir Polymerase oral 2 (Furuta et al, 2002;
(T705) Takahashi et al., 2003;

Furuta et al., 2005; Sidwell
et al., 2007; Kiso et al.,
2010b; Sleeman et al.,
2010; Furuta et al., 2013)

Hyperimmun- HA intravends 1-2 (Kong und Zhou, 2006;
serum Luke et al., 2006; Zhou et
al., 2007)
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DAS181 N-Acetyl- inhalieren 1 (Malakhov et al., 2006;

(Fludase®) neuraminsaure Belser et al., 2007; Triana-
Baltzer et al, 2009a;
Triana-Baltzer et al,
2009b; Moss et al., 2010;
Nicholls et al., 2013)

Rouvastatin Cholesterol oral 3 (Liu et al., 2009)
Biosynthese

(modifiziert nach Govorkova et al., 2013)

1.11 Synthetische Anti-Lipopolysacchaid Peptide (SALPs)

Die Klasse der synthetischen Anti-Lipopolysaccharid Peptide (SALPs) basiert auf der
Lipopolysaccharid- (LPS) Bindedomane des Limulus Anti-LPS Faktors (LALF) (Gutsmann et
al., 2010). Der amerikanische Pfeilschwanzkrebs (Limulus polyphemus, auch Hufeisenkrebs
genannt) besitzt ein System zur Detektion von bakteriellen Endotoxinen (Bang, 1956; Levin,
1987; Hoess et al., 1993; Brandenburg et al., 2011). Die Blutzellen des Krebses, die
sogenannten Amobozyten, weisen Proteine auf, die eine Gerinnungskaskade auslésen,
sobald LALF mit bakteriellen Endotoxinen interagiert. Diese Gerinnung dient zum Schutz
gegen bakterielle Infektionen. Das gewonnene Limulus Amobozyten Lysat (LAL) wird
experimentell zur Detektion und Quantifizierung von bakteriellen Endotoxinen verwendet. Die
Bindung des antimikrobiellen Peptids LALF an die Endotoxine und dessen inhibitorische
Aktivitdt wurde in einigen Studien naher analysiert (Ried et al., 1996; Dankesreiter et al.,
2000; Andra et al., 2004a; Andra et al., 2004b; Andra et al., 2007). Fir eine verbesserte
antimikrobielle Aktivitat und LPS-Neutralisierung wurden die Peptide anschliel3end beziiglich
ihrer Lange und ihrer Primarsequenz modifiziert (Gutsmann et al., 2010; Kowalski et al.,
2010). Die Peptide haben einen amphiphilen Charakter. Der Anteil der positiv geladenen
Aminosauren, bestehend aus sieben bis acht Argininen (R) und Lysinen (K), ist
hauptsachlich am N-Terminus lokalisiert. Im Gegensatz dazu liegt der hydrophobe Anteil,
bestehend aus Tryptophan (W) und Phenylalanin (F), am C-Terminus. Die aktuellen Studien
zeigen, dass die SALPs mit einer hohen Affinitdt an das LPS der gramnegativen Bakterien
binden (Gutsmann et al., 2010). AuRBerdem sind diese Peptide auch in der Lage mit
grampositiven Bakterien zu interagieren (Heinbockel et al., 2013). Durch die Bindung der
SALPs an das LPS der gramnegativen Bakterien sowie an Strukturen der grampositiven
Bakterien sind humane Bindeproteine wie beispielsweise das Lipopolysaccharid-
Bindeprotein (LBP), CD14 oder TLR4 und TLR2 vermutlich nicht mehr in der Lage die
Bakterien zu erkennen (Brandenburg et al., 2011; Heinbockel et al., 2013). Dadurch werden

die angeborene Immunabwehr und die Immunzellrekrutierung wahrend der Inflammation
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verringert. Insbesondere die durch LPS- und Bakterien-induzierte Stimulation von Zytokinen,
wie beispielsweise TNF-a, IFN-y, IL-6 und IL-10, wurde durch die Behandlung mit den
SALPs in vitro und in vivo inhibiert (Gutsmann et al., 2010; Martinez de Tejada et al., 2012;
Schuerholz et al., 2012; Heinbockel et al., 2013; Schuerholz et al., 2013). Ein weiterer
Mechanismus der fiur die antibakterielle Aktivitat der SALPs vermutet wird, ist der durch die
LPS-Bindung hervorgerufene Wechsel des LPS Aggregattyps vom aktiven kubischen zum
inaktiven multilamellaren Typ (Kaconis et al., 2011). Im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass die SALPs vor einem septischen Schock durch gramnegative Bakterien, wie
beispielsweise Pseudomonas aeruginosa, Salmonella minnesota oder Salmonella enterica,
schitzen (Gutsmann et al., 2010; Martinez de Tejada et al., 2012; Heinbockel et al., 2013).
Die publizierten Daten zeigen eine antimikrobielle und antiinflammatorische Wirkung der
SALPs gegen grampositive und gramnegative Bakterien. Aufierdem waren die Peptide in
den eingesetzten Konzentrationen nicht toxisch (Gutsmann et al., 2010; Kaconis et al., 2011;
Krepstakies et al., 2012).

Neben der inhibitorischen Aktivitat der Peptide gegen Bakterien weisen die SALPs zusatzlich
eine antivirale Aktivitdt gegen einige umhillte Viren, wie beispielsweise Human
Immundefizienz-Virus (HIV), Hepatitis-B- und C-Viren (HBV, HCV), Herpes-simplex-Viren
(HSV), auf (Krepstakies et al., 2012). Die SALPs interagieren direkt mit dem zellularen
Heparansulfat, einem Ko-Rezeptor dieser Viren. Dadurch wird die Bindung der Viren an die

Zelloberflache gehemmt und die Virusinfektion wird inhibiert.

1.12 Zielsetzung

Influenza A Viren stellen durch das Auslosen von sporadischen Pandemien, gelegentlichen
Interspeziestransmissionen und lokal begrenzten Epidemien ein Risiko fur die menschliche
Bevolkerung dar. Die primare Strategie Influenzavirusinfektionen zu vermeiden, ist die
Vakzinierung. In manchen Situationen, zum Beispiel beim Ausbruch einer Pandemie, muss
ein neuer angepasster Impfstoff hergestellt werden. Die Produktion eines neuen Impfstoffes
bendtigt einen Zeitraum von mindestens zwanzig Wochen, in denen keine

Praventionsmoglichkeit durch die Vakzinierung besteht.

Bis eine Immunisierung durch Vakzinierung erfolgen kann, sind Antiviralia von besonderer
Bedeutung. Die derzeit eingesetzten NA-Inhibitoren adressieren eine sehr spate Phase des
Replikationszyklus und besitzen dadurch eine reduzierte Wirksamkeit. Influenza A Viren
kdnnen, wie die Vergangenheit zeigte, innerhalb eines sehr kurzen Zeitraums Resistenzen
gegen zurzeit eingesetzte Inhibitoren ausbilden. Die Entwicklung neuer antiviraler Strategien

ist daher von besonderem Interesse.

30



Einleitung

In dieser Arbeit sollte die antivirale Aktivitat der synthetischen Anti-Lipopolysaccharid Peptide
(SALP) gegen Influenza A Viren evaluiert werden. In vorangegangenen Studien wurde eine
antivirale Aktivitat dieser Peptide gegen umhillite Viren, wie beispielsweise HIV, HBV, HCV
und HSV nachgewiesen (Krepstakies et al., 2012). Eine Inhibition der Viren wird durch eine
Reduktion der Zellbindung dieser Viren, aufgrund der Interaktion der SALPs mit dem
Ko-Rezeptor Heparansulfat, erreicht. Das bedeutet, dass SALPs ein frihes Stadium der

Virusreplikation inhibieren.
Die folgenden zwei Fragestellungen sollten in dieser Arbeit untersucht werden:

e Konnen SALPs mit der N-Acetylneuraminsaure, dem Influenza A Virus Rezeptor
interagieren und dadurch die Virusbindung an der Zelloberflache sowie die
Virusreplikation reduzieren?

e Schitzt die SALP Behandlung vor einer im Mausmodell letal verlaufenden

Influenza A Virusinfektion?
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2 Material

2.1 Puffer, Losungen und Chemikalien

Die Lésungen wurden soweit nicht anders angegeben in doppelt destilliertem Wasser
(ddH20) angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung/ Hersteller
Agarose Serva

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth

Avicel (mikrokristalline Cellulose) FMC BioPolymer

Avicel-Lésung 2,5 % Avicel

— autoklavieren

Bacto-Agar BD Biosciences

Blocking-Puffer (Western Blot) 3 % BSA (Sigma-Aldrich) in 1x PBS-T
Blocking-Puffer (IHC) 10 % Eselserum (Abcam) in 1x PBS
Bromphenolblau Carl Roth

Ethanol Merck

Ethidiumbromid (EtBr) Fluka

Fluorescein Sambucus nigra (Elderberry) Bark 5 pg/ml Lektin (Vector Laboratories, FL-1301) in

Lectin TBS Puffer
DAPI Roche
Gallusséaurelésung (TEM) 0,5 % Gallussaure (Sigma)
50 % 1x PBS
ad ddH,0
HEPES-Puffer 20 mM HEPES (Biomol)
Glutaraldehyd (Fixierldsung, TEM) 2,5 % Glutaraldehyd (Electron Microscopy

Sciences, #16210) in 1x PBS

lodldsung volumetrisch, 0,5 M 1, (1,0 N) (FLUKA)

Isopropanol (2-Propanol) Fluka
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Kontrast-Farbelésung (TEM)

2 % Uranylacetat (Merck)
Bleicitrat (Fluka)

Kristallviolettlésung

270 ml 37 % Formaldehyd (Merck)
1 g Kristallviolett (Merck)
ad 1 1ddH,O

Laemmli-Proteinprobenpuffer (4x)

0,2 M Tris-HCI (Carl Roth)

8 % SDS (Sigma-Aldrich)

40 % Glycerol (Invitrogen)

0,25 % Bromphenolblau (Merck)
40 mM DTT (Serva)

pH 6,8

Mowiol 4-88

Carl Roth

N-Acetylneuraminsaure

0,05 mM (Sigma, A0812) in HEPES-Puffer

Natriumchloridlésung

0,9 % NaCl (Merck)

Natriumsulfatlésung (Na,SO,)

1 % Natriumsulfat (Sigma)
50 % 1x PBS
ad ddH,0

Osmiumtetroxidldsung (OsQ4)

1 % OsO, (Plano) in 1x PBS

Paraffin (Low Melting Paraffine)

DCS Labline (#PL0O03S2K)

Paraformaldehyd (PFA)

4 % PFA (AppliChem) in 1x PBS

Peroxidase-Blocking-Puffer

3 % H,0, (Merck) in Methanol (Merck)

PBS (10x)

26,8 mM KCI (Carl Roth)

17,6 mM KH,PO, (Merck)

1,37 M NaCl (Merck)

51,3 mM Na,HPO, - 2H,0 (Merck)
ad 11ddH,0

—pH7,4

PBS-T (1x)

0,1 % Tween-20 (Serva) in 1x PBS

Salzsaure (HCI)

Merck

33



Material

Sammelgelpuffer

1,5 M Tris (Carl Roth)
pH 6,8

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

250 mM Tris (Carl Roth)
1,92 M Glycin (Merck)
1 % SDS (Sigma-Aldrich)

SDS-PAGE-Sammelgel (pH 6,8; 5 %)

3,4 ml ddH,O

630 ul Sammelgelpuffer (pH 6,8)
50 ul 10 % SDS (Sigma-Aldrich)
830 ul 30 % Rotiphorese

5 pyl TEMED (Carl Roth)

50 ul 10 % APS

SDS-PAGE-Trenngel (pH 8,8; 10 %)

4,0 ml ddH,O

2,5 ml Trenngelpuffer (pH 8,8)
100 pl 10 % SDS (Sigma-Aldrich)
3,3 ml 30 % Rotiphorese

4 yl TEMED (Carl Roth)

100 pl 10 % APS

TBS-Puffer

50 mM Tris (Carl Roth)
150 mM NacCl (Merck)
pH 7,4

Transferpuffer (Western Blot, 10x)

250 mM Tris (Carl Roth)
1,92 M Glycin (Merck)

Transferpuffer (Western Blot, 1x)

10 % 10x Western Blot Puffer
20 % Methanol (Merck)
ad ddH,0

Trenngelpuffer

1,5 M Tris (Carl Roth)
pH 8,8

Triton-X-100 Lésung

0,3 % Triton-X-100 (Merck)

TAE-Puffer (50x)

2 M Tris (Carl Roth)

1 M Essigsaure (Merck)

50 mM EDTA (Sigma-Aldrich)
pH 8,0
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Waschpuffer IHC-P

0,05 % Tween-20 (Serva) in 1x PBS

Xylol

Merck

Zelllyse-Puffer

50 mM HEPES (Biomol) (pH 8,0)
200 mM NaCl (Merck)

0,5 % Igepal (Sigma-Aldrich)

25 % Gilycerol (Invitrogen)

10 pl/ml PMSF (1 mM, Sigma-Aldrich, 100x;
0,1 M-Stock)

0,07 pl/ml B-Mercaptoethanol (Fluka)

1x HALT™ Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100x, Pierce/ Thermo Scientific)

1x EDTA Solution (0,5 M, 100x, Pierce/ Thermo
Scientific)

2.2 Fertige Losungen und Reaktionssysteme (Kits)

Bezeichnung Hersteller
Avidin/Biotin Blocking Kit SP2001 Biozol
Citrat Plus Puffer (10x) DCS

DNA-Ladepuffer (6X MassRuler DNA Loading
Dye)

Fermentas/ Thermo Scientific

Decon (14 %)

GE Healthcare

Dithiothreitol (DTT; 0,1 M, in SuperScript™ Il
Reverse Transcriptase-Kit enthalten)

Invitrogen/ Life Technologies

Eosin-Y-L6sung Merck
Eponharz (Einbettharz) Roth
Eukitt Kindler

Hahnervollblut mit Citrat

Lohmann Tierzucht (#570001)

Lipofectamine 2000

Invitrogen

Mayers Hamatoxylinlésung

Merck
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MTT Cell Proliferation Assay Kit

American Type Culture Collection
#30-1010K)

(ATCC;

Tamiflu, 75 mg Hartkapseln Roche
OneStep RT-PCR Kit QIAGEN
Ottix Plus DiaPath
Ottix Shaper DiaPath
peqGOLD dNTP-Mix (10 mM) Peqglab

Pursept-A Xpress Merz Hygiene GmbH
QlAquick PCR Purification Kit QIAGEN
QlAamp Viral RNA Mini Kit QIAGEN

Rnasin® Ribonuclease Inhibitor

Promega (40 U/ul, #N251B)

SuperBlock T20 (TBS)

Pierce/ Thermo Scientific

SuperSignal West Femto Chemiluminescent

Pierce/ Thermo Scientific

Substrate
TrueBlue™ Peroxidase Substrat KPL
ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum (DAB) Kit Zytomed

2.3 Verbrauchsmaterial und Glaswaren

Bezeichnung Hersteller
Bastelkleber ohne Lésungsmittel UHU
Chromatographiepapier 3MM Chr Whatman
Whatman-Papier (GB 005 Whatman) Whatman
Deckglaser (d 12 mm) Carl Roth
Einmal-Injektionskanule Microlance™ 3 BD

(26G x 3/8“, 0,45 x 10 mm)
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Einmal-Injektionskanule Microlance™ 3 BD
(27G x %“, 0,4 x 19 mm)
Einmal-Injektionskanulle Microlance™ 3 BD

(25G x 1, 0,5 x 25 mm)

Einmalskalpell (Surgical Disposable Scalpels)

B. Braun Melsungen AG (#5518083)

Einmalspritzen Omnifix® (3 ml/ Luer Lock Solo)

B. Braun Melsungen AG

Einmalspritzen Omnifix® (5 ml/ Luer Lock Solo)

B. Braun Melsungen AG

Einmalspritzen Omnifix® (10 ml/ Luer Solo)

B. Braun Melsungen AG

Einmalspritzen Omnifix® (20 ml/ Luer Lock Solo)

B. Braun Melsungen AG

Einmalspritzen TERUMO® Syringe  without

needle, U-100 Insulin (1 ml 6 % Luer)

TERUMO Corporation

Glasplatten (Mini Protean System)

Bio-Rad (#1653308)

Glasplatten

Biostep (20-30-114)

Mahlkugeln (Glasperlen: & 0,50-0,75 mm)

Retsch (#22.222.0003)

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld

Nitrozellulosemembran Hybond-C Extra

Amersham Biosciences

Objekttrager

Carl Roth (H868)

Parafilm M Verschlussfolie

Sigma-Aldrich

Prazisionswischtlicher

Kimtech Science

Sterilfilter Millex HA 0,45 um

Millipore

Sterilfilter Millex HA 0,22 ym

Millipore

SuperFrost/Plus Objekttrager

Menzel-Glaser

Zellkulturschale (@ 35 mm) ibidi GmbH
p-Dish ** ™™ high Grid-500

96-Loch-Mikrotiterplatte mit v-féormigen  Nunc
Vertiefungen fur den HA-Test

96-Loch-Mikrotiterplatte F (flacher Boden) Sarstedt
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Alle weiteren, hier nicht angegebenen Einwegkunststoffartikel und Kulturgefalie wurden von

den Firmen Falcon, Sarstedt, Biozym und Nunc bezogen.

2.4 Zellkulturmedien & -zusatzstoffe

Bezeichnung

Zusammensetzung/ Hersteller

Albumin Lésung (BSA, 35 % in DPBS) Sigma-Aldrich
DMSO Merck
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) PAA
Dulbecco’s PBS (1x) PAA
Fetales Kalberserum (FCS) PAA
Infektionsmedium A549 DMEM

0,2 % BSA

1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

Infektionsmedium MDCK

MEM
0,2 % BSA
1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

L-Glutamin (200 mM) PAA
Minimal Essential Medium (MEM) PAA
Modified Eagle Medium 2x (2x MEM) PAA
MTT-Medium (MDCK) MEM

1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

Overlay-Medium fur Plagueaufreinigung

50 % 1,8 % Agar in sterilem ddH,O
50 % Overlay-Medium

Overlay fir Plaquetest (Low-viscosity Overlay
nach (Matrosovich et al., 2006)

50 % Overlay-Medium
50 % Avicel-Lésung (2,5 % Avicel)
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Overlay-Medium fiir Plaquetest

2x MEM
0,4 % BSA
2 % L-Glutamin

2 % Penicillin und Streptomycin

Penicillin und Streptomycin (P/S, 100x)

PAA

Reduced Serum Medium (OPTI-MEM 1)

GIBCO

Transfektionsmedium HEK 293T

DMEM
10 % FCS
1 % L-Glutamin

Trypsin-EDTA (1x) PAA
Trypsin-TPCK Sigma
Wachstumsmedium A549 DMEM

10 % FCS

1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

Wachstumsmedium MDCK

MEM
10 % FCS
1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

Zelleinfriermedium

Wachstumsmedium
10 % DMSO

10 % FCS

oder:

FCS inkl. 10 % DMSO
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2.5 Eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung

A549 (Human Lung Adenocarcinoma Cells)

humane Lungenepithelzelllinie

HEK293T (Human Embryonic Kidney Cells)

humane Nierenepithelzelllinie

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney Cells)

Cockerspaniel-Nierenzelllinie

2.6 Virusstamme

Bezeichnung

Beschreibung

SC35M (H7N7)

Rekombinantes, mausadaptiertes SC35M
Influenza A Virus (H7N7) (Scheiblauer et al.,
1995)

AlVictoria/3/75 (H3N2)

(Hoke et al., 1979)

A/Hamburg/NY1580/09 (pH1N1)

2009 pandemisches H1N1 (alias HH15) (Gabriel
et al., 2011; Otte und Gabriel, 2011)

2.7 Versuchstiere

Bezeichnung

Beschreibung

spezifiziert pathogenfreie (SPF) Huhnereier

Lohmann Tierzucht

BALB/c Mause

Charles River Laboratories oder SPF-Zucht,
Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-Institut far
Experimentelle Virologie
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2.8 DNA- und Protein-GroRenstandards

Bezeichnung Hersteller

MassRuler DNA Ladder Mix, Ready-to-Use Fermentas/ Thermo Scientific
80-10 000 bp

Precision Plus Protein™ Dual Color Standard Bio-Rad

2.9 Plasmide und Vektoren

Bezeichnung Verwendung/ Hersteller

pHW2000 Reverse Genetik/ Leervektor (Hoffmann et al., 2000)

pHW2000-SC35M-HA
pHW2000-SC35M-M
pHW2000-SC35M-NA

pHW2000-SC35M-NP Reverse Genetik/ Eukaryotische Proteinexpression

DHW2000-SC35M-NS (Gabriel et al., 2005)

pHW2000-SC35M-PA
pHW2000-SC35M-PB1

pHW2000-SC35M-PB2

2.10 Primer

Die Primer wurden von dem externen Dienstleister Eurofins MWG Operon synthetisiert, mit
ddH,O auf eine Konzentration von 100 pmol/ul (100 uM) eingestellt und als PCR- bzw.

Sequenzierungsprimer eingesetzt.
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Bezeichnung

Sequenz (5" >3)

SC35/M-PB2-828fw

GAGAAGGGCAACAGTATCAG

PB2-R1210

GGTTGCCTTTCTGAGGATAGC

PB2-1814

GAGGTCAATACAGCGGATTCG

M13-rev-Ouni-PB2#2

CAGGAAACAGCTATGACCATCTGTCACAGTGG
AAACAAGGTC

PB1-R550

CCTTCCTGATTCATTAGCC

PB1-2300 (rev)

CACTATTTCTGCCGTCTGAG

M13-21-Ouni-PB1#1

TGTAAAACGACGGCCAGTTCATCTCGAGAGCGAA
AGCAGGCA

M13-rev-Ouni-PB1#2

TGTAAAACGACGGCCAGTTCATCTCGAGAGCGAA
AGCAGGCA

PA-1554

GGAATGACACTGATGTGG

M13-rev-Ouni-PA#2

CAGGAAACAGCTATGACCATCTGTCACAGTGG

AAACAAGGTAC
H7-869 ACTCTAATTGTGGAGGGG
H7-R1330 GCTCAGCATTATACGACC
NP-737 AAACAGCAGCACAACGAG
NP-R1241 CTGCTGATTTGTGTTCCC
N7-832 AGCCAGGCACATAGAGG
N7-R1300 AATTCAACATAGAAACAGGG
M13-21 TGTAAAACGACGGCCAGT
M13-rev CAGGAAACAGCTATGACC
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2.11 Primare Antikorper

Bezeichnung

Ursprung/ Verwendung/ Hersteller

Anti-H7N1 Serum
(alias Anti-FPV Serum)

Kaninchen, polyklonal

1:4000 (Western Blot)

Prof. H.-D. Klenk (Institut fir Virologie, Marburg,

Deutschland)

Anti-GAPDH

Kaninchen, polyklonal
1:1000 (Western Blot)
Cell Signaling (#2118)

Anti-PB2 #22A
(in Kombination mit Anti-PB2 #20C)

Maus, polyklonal

1:200 (Western Blot)

Prof. J. Ortin (CSIC, Madrid, Spanien)

Anti-PB2 #20C
(in Kombination mit Anti-PB2 #22A)

Maus, polyklonal

1:200 (Western Blot)

Prof. J. Ortin (CSIC, Madrid, Spanien)

Anti-NP

Maus, monoklonal
1:750 (IF)
Abcam (ab43821)

Anti-pH1N1 Serum

Maus

Serum gewonnen von pH1N1 infizierten Mausen
(21 Tage nach Infektion), positiv getestet fur

pH1N1 Antikérper

2.12 Sekundare Antikorper

Bezeichnung

Ursprung/ Verwendung/ Hersteller

Anti-Maus-HRP

Ziege, polyklonal
1:50000 (Western Blot)
Sigma-Aldrich (#A4416)
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Anti-Kaninchen-HRP

Ziege, polyklonal
1:50000 (Western Blot)
Sigma-Aldrich (#A8275)

Anti-Maus-Alexa Fluor® 647

Ziege
1:500 (IF)
Life Technologies (A21235)

Anti-Maus-Alexa Fluor® 488

Esel
1:1000 (IF)
Life Technologies (A21202)

Anti-Kaninchen-Biotin

Esel, polyklonal
1:200 (IHC-P)
Jackson ImmunoResearch

(#711-066-152)

2.13 Narkotika & Analgetika

Bezeichnung Hersteller
Forene (Isofluran 100 %) Abbott
Ketamin Graub (100 mg/ml) Albrecht

Natriumchlorid (0,9 % L&sung)

B. Braun Melsungen AG

Sedaxylan (Xylazin-Hydrochlorid, 20 mg/ml)

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierarzte

eG (WDT)
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2.14 Gerate und Werkzeuge

Bezeichnung Hersteller

automatischer Peptid-Synthetisierer, Applied Biosystems
Modell 433 A

Badumwalz-Thermostat Precitherm PFV Labora Mannheim
Bildbearbeitungsprogramm Imaris 7.6.1 Bitplane
Bildbearbeitungsprogramm Fiji (ImageJ) Wayne Rasband (NIH)
Brutschrank B6120 Heraeus

Chirurgische Feinschere Fine Science Tools (FST)
Chirurgische Standard-Pinzette Fine Science Tools (FST)
CO,-Inkubator BBD6220 Thermo Scientific
COs-Inkubator HERACELL 150 Thermo Scientific
COs-Inkubator HERACELL 240 Thermo Scientific

Dokumentationssystem ImageQuant LAS 4000 Amersham Biosciences
GE Healthcare mit Auswertungs-software
ImageQuant Tools v.3.0

Durchlichtmikroskop Axioskop 2 mit Zeiss

ImageAccess Software v.5.1 Imagic Bildverarbeitung AG

Durchlichtmikroskop IM Zeiss
Eierpriflampe Fritz Gossner
Elektrophoresesystem Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad
Gefriercontainer Mr. Frosty Nalgene
Geldokumentationssystem Gel Doc XR Bio-Rad

Gelelektrophoresesystem Mini-PROTEAN Tetra Bio-Rad
Cell

Gelelektrophoresesystem Sub-Cell GT Bio-Rad

Gelelektrophoresesystem Mode 96 Bio-Rad

Handbohrer Praktiker
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Kamera, ProgRes C12 plus

Jenoptik

Kamera, Veleta CCD Camera

Olympus Soft Imaging Solutions GmbH

Kamera, DS-Fi2

Nikon

Kipp-/ Rollenmischer RS-TR05

Phoenix Instrument

Konfokalmikroskop C2+ Nikon
Kihlplatte CP60 Microm
Magnetrihrer MR3001 Heidolph
Magnetrihrer MR80 Heidolph
Mikroskop ECLIPSE Ni-E Nikon

Mikrotiterplatten Lesegerat Tristar LB 941 mit

Mikrowin2000-Software v.4.41

Berthold Technologies, Software von Mikrotek

Laborsysteme GmbH

Mikrotom HM325 Microm
Mikrotom (Ultracut Microtome) Leica
Mikrowellenofen R-647 Sharp
Mikrowellenofen Supratomic M754 Miele
Minizentrifuge Sprout Biozym
MSC Isothermes Titrationskalorimeter MicroCal Inc
Paraffingiestation EG1160 Leica

PCR-Gerat GeneAmp® PCR System 9700

Applied Biosystems

pH-Messgerat 766 Calimatic

Knick

Pinzette (gebogen- IF)

Fine Science Tools (FST)

Pinzette Fine Science Tools (FST)
Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf

Pipette Eppendorf Xplorer (100) Eppendorf
Mehrkanalpipette (30-300 pl) Eppendorf
Mehrkanalpipette (50-300 pl) Labsystems

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgerate
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Prazisionswaage KB-2000-2NM

KERN

Prazisionswaage ED224S

Sartorius

Prazisionswaage Kern KB 2000-2N

Kern & Sohn GmbH

Reinstwassersystem Milli Q Aca Millipore
Rollenmischer RM5 NeoLab
Rollenmischer SRT9 Stuart
Scanner perfection V500 Photo Epson
Schiittelwasserbad SW-22 Julabo
Schwingmiihle MM400 Retsch
Spannungsquelle Power Pac Basic Bio-Rad
Spannungsquelle Power Pac 300 Bio-Rad
Spektralphotometer Nanodrop 1000 Peqlab

Sterile Werkbank Herasafe KS 12

Thermo Scientific

Taumel-Wipptisch WT12 Biometra
Taumel-Wipptisch WT17 Biometra
Thermomixer TMix-220V Analytik Jena
Thermomixer comfort Eppendorf
Transmissionselektronenmikroskop FEI Technai FEI

G 20 Twin

Umluftwérmeschrank B15 Heraeus
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner VWR
Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat ASP 3000  Leica

Vakuumpumpe, Laboport pumps

KNF Neuberger

Vortex-Mixer 7-2020 neolLab
Vortex-Mixer Minishaker MS2 IKA
Waage ED3202S-CW Sartorius

Wasserbad HIS2

Kunz Instruments
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Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus
Zentrifuge Multifuge 3S-R Heraeus
Zentrifuge 5429 Eppendorf
Zentrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus

Zentrifuge Avanti J-E

Beckham Coulter
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3 Methoden

3.1 Peptidsynthese

Die Synthese der SALPs wurde von unseren Kooperationspartnern am Forschungszentrum
Borstel, Borstel, Deutschland (Prof. Klaus Brandenburg, Arbeitsgruppe Biophysik und Rainer
Bartels, Arbeitsgruppe Strukturbiochemie) durchgefiihrt und erfolgte mit Hilfe der
Festphasensynthese-Technik in einem automatischen Peptid-Synthetisierer (Gutsmann et
al., 2010). Die Reinheit der Peptide wurde mittels Hochleistungs-flissigkeitschromatographie
(HPLC) Uberprift und lag bei Uber 95 %. Die Peptide wurden in ddH,O aufgenommen und
Aliquots mit Konzentrationen von 1 mg/ml oder 5 mg/ml wurden bei -80 °C gelagert. Die
Aminosauresequenz und das Molekulargewicht der in dieser Arbeit verwendeten Peptide,
PEP 19-2.5, PEP 19-4 und PEP 19-8D sowie das nicht-positiv geladene Kontrollpeptid
PEP 19-CP sind in der Tabelle (Tab. 4) dargestellt. Die Aminosauresequenzen dieser
Peptide wurden im Europaischen Patentamt unter EP2108372 im Oktober 2009 patentiert.
Zur Visualisierung des Peptids, Peptid PEP 19-2.5 wurde dieses am N-Terminus mit einem
Rhodmin (PEP 19-2.5-Rho) gekoppelt. Dieses fluoreszierende Peptid wurde anschlieend
zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an die Zelle (3.7.5), zur Bestimmung der
Bindung der SALPs an die Viruspartikel (3.7.6) sowie zur Detektion der SALPs nach i.n.
Applikation in der Maus (3.10.3) eingesetzt.

Tab. 4: Die Aminosauresequenz der SALPs, PEP 19-2.5, PEP 19-4, PEP 19-8D und PEP 19-CP

Peptid Sequenz MW [Da]
PEP 19-2.5 GCKKYRRFRWKFKGKFWFWG 2711
PEP 19-4 GKKYRRFRWKFKGKWFWFG 2750
PEP 19-8D GFWFKGKWRFKKYRGGRYKKFRWKGKFWFG 3964
PEP 19-CP SSNKSTTGSGETTTA 1427

3.2 Zellkultur-Methoden

Fur die in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente wurden A549-, HEK293T- und MDCK-
Zellen (2.5) verwendet. Auf die Kultivierung, das Einfrieren sowie das Auftauen dieser Zellen

wird in den nachsten Abschnitten (3.2.1; 3.2.2) eingegangen.
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3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die Kultivierung der Zellen fand in einem CO2-Inkubator bei 37 °C, 5 % COz2 und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 96 % statt. Zur Sicherung eines effizienten Wachstums der
Zellen wurden A549- und HEK293T-Zellen in DMEM-Medium und MDCK-Zellen in MEM-
Medium kultiviert. Beide Medien wurden mit 10 % FCS, 1 % Penicillin sowie Streptomycin
und 1 % L-Glutamin versetzt. Bei dem Erreichen einer Zelldichte von 90-100 % wurden die
eukaryotischen, immortalisierten Zelllinien in neue ZellkulturgefaRe tUberfuhrt und vereinzelt.
Zum Passagieren der Zellen wurden diese zunachst mit PBS oder Trypsin-EDTA gewaschen
und anschlieend mit Trypsin-EDTA bei 37 °C, 5 % COz2und 96 % rH inkubiert. Nach dem
Ablésen der Zellen durch das Trypsin-EDTA, wurden die Zellen in frischem Kulturmedium
aufgenommen. Dabei wird das proteolytisch aktive Trypsin durch Komponenten des im
Kulturmedium enthaltenen FCS inaktiviert. Abhangig vom Verwendungszweck wurden die

Zellen verdunnt und in neue KulturgefalRe flir das weitere Wachstum uberflhrt.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zelllinien

Zur Archivierung eukaryotischer, immortalisierter Zelllinien wurden Zellaliquots angefertigt
und in flissigem Stickstoff gelagert. Daflir wurden die Zellen wie unter (3.2.1) gewaschen,
trypsiniert und in Zellkulturmedium aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen fir 5 min
bei 1000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 4 °C kaltem
Zelleinfriermedium resuspendiert und circa 5 x 10° Zellen wurden in Kryordhrchen Uberfiihrt.
Die Zellen wurden mit 1 °C pro Minute in einem Gefriercontainer bis zum Erreichen von
-80 °C gekuhlt und anschliel3end in fliissigem Stickstoff bei -196 °C archiviert. Das erneute
Auftauen der Zellen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad und anschlieRender, schneller,
tropfenweiser Zugabe von Zellkulturmedium. Zum Entfernen des Einfriermediums fand eine
5-minltige Zentrifugation bei 1000 x g statt. Das entstandene Zellpellet wurde in frischem
Zellkulturmedium aufgenommen, in eine 25 cm? Zellkulturflasche Gberfiihrt und unter den
zuvor beschriebenen Bedingungen (3.2.1) kultiviert. Um optimale Wachstumsbedingungen
nach dem Auftauen zu schaffen, wurde das Zellkulturmedium nach 24 h gewechselt bzw. bei
dem Erreichen einer zu hohen Zelldichte wurden die Zellen in eine neue Zellkulturflasche
Uberfuhrt.
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3.3 Nukleinsauretechniken

Zur Uberprifung des neu generierten, rekombinanten und Maus-adaptierten H7N7 Virus
SC35M (3.7.1; 3.7.2) wurde die virale RNA des Virus isoliert (3.3.1), mittels spezifischer
One-Step RT-PCR Reaktion in cDNA umgewandelt (3.3.2), amplifiziert (3.3.2) und
anschlielend sequenziert (3.3.4). Dabei wurde =zur Verifizierung der spezifischen
wirtsadaptiven Signaturen des SC35M Virus nicht das gesamte Virusgenom, sondern nur
Teilabschnitte der viralen Gensegmente von HA, NA, NP und der viralen Polymerase

sequenziert.

3.3.1 Isolierung viraler RNA

Die Isolierung viraler RNA (VRNA) wurde mit Hilfe des QlAamp Viral RNA Mini Kit nach den
Angaben des Herstellers QIAGEN durchgefuhrt. Insgesamt wurde zur RNA-Isolierung ein
Volumen von 300 pl des Virusstocks eingesetzt und die Elution erfolgte mit 60 ul AVE-Puffer.
Nach der Bestimmung der vorliegenden RNA-Konzentration am Spektralphotometer
Nanodrop 1000 wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

3.3.2 One-Step RT-PCR

In der One-Step RT-PCR findet zum einen die reverse Transkription zur Herstellung der copy
DNA (cDNA) aus der vRNA und zum anderen die Amplifikation eines spezifischen Bereichs
der generierten cDNA statt. Die One-Step RT-PCR wurde mit der isolierten vRNA des H7N7
Virus (3.3.1) und den spezifischen Primern (2.10) nach den Herstellerangaben von QIAGEN
fur das OneStep RT-PCR Kit durchgeflihrt.

OneStep RT-PCR Reaktionsansatz

5x OneStep RT-PCR Puffer 10,0 pl
dNTP (10 mM) 2,0l
OneStep Enzym Mix 2,0 ul
Primer vorwarts (20 uM) 1,5 ul
Primer rickwarts (20 uM) 1,5 ul
Rnasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/pul) 1,0 ul
Template Gesamt-RNA (350 ng) 5,0 pl
RNAse- freies H,O ad 50,0 ul
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OneStep RT-PCR Programm
Reverse Transkription 50 °C 30 min
Initiale PCR-Aktivierung 95 °C 15 min
35 Zyklen
Denaturierung 94 °C 1 min
Primer-Hybridisierung (annealing) 52 °C 30s
Elongation 72 °C 3 min
Finale Elongation 72 °C 10 min
Kdhlung 4°C o

Im Anschluss an die One-Step RT-PCR wurden 40 pl der amplifizierten cDNA mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Kit nach den Angaben des Herstellers QIAGEN aufgereinigt. Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese analysiert (3.3.3) und

anschliefiend sequenziert (3.3.4).

3.3.3 DNA-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR wurden die PCR-Produkte mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt
und bezlglich ihrer Gréfe untersucht. Dazu wurde 1 % Agarose in 1x TAE-Puffer geldst,
erhitzt und nach leichter Abkihlung mit Ethidiumbromid versetzt und anschlieBend in die
Laufkammern gegossen. Die Proben wurden in 6x DNA-Ladepuffer aufgenommen und in die
Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 100-120 V durchgefiihrt und die
anschlielende Detektion erfolgte mit dem Geldokumentationssystem Gel/ Doc XR. Die
Grolie der DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des GroRenstandards MassRuler DNA Ladder
Mix bestimmt (Sambrook und Russell, 2001).

3.3.4 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden vom Dienstleister Seqglab mit 20 pmol der spezifischen

Sequenzierungsprimer (2.10) durchgeflhrt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

Zur Auftrennung und anschlieBende Detektion viraler Proteine, die in den hergestellten
Gesamtproteinextrakten eukaryotischer Zellen (3.4.1) vorlagen, wurden SDS-PAGE

Gelelektrophoresen und Western Blot Analysen (3.4.2) durchgeflihrt.
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3.4.1 Gesamtproteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Aus den im Abschnitt, Bestimmung der viralen Replikation (3.7.8), gewonnen Proben wurde
die Gesamtproteinmenge extrahiert. Dazu wurden die mittels TPCK-Trypsin von der
Kulturschale gelésten Zellen fir 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde entweder bei -20 °C gelagert oder direkt in 100 ul Lysepuffer resuspendiert
und fur 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Zelllysat fir 10 min bei 18000 x g und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 4x Laemmli-Proteinprobenpuffer versetzt, fir
5min bei 95 °C und 450 rpm im Thermomixer erhitzt und anschlieRend mittels SDS-

Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.4.2).

3.4.2 SDS-PAGE und Western Blot

Zur elektrophoretischen Auftrennung des Gesamtproteinextrakts (3.4.1) im SDS-PAGE und
anschliefiender Western Blot Analyse zur Detektion spezifischer viraler Proteine wurden die
Standardprotokolle von Sambrook und Russel verwendet (Sambrook, 2001). Die Gele,
bestehend aus einem 10 %-igen Trenngel und einem 5 %-igen Sammelgel, wurden mit
jeweils 10 pl der zu untersuchenden Probe beladen und anschliefend in den SDS-PAGE
Apparaturen elektrophoretisch bei 100-120 V aufgetrennt. Als Grolenstandard wurde der
Precision Plus Protein™ Dual Color Standard eingesetzt. Nach erfolgreicher Auftrennung der
Proteine wurden diese bei 100V mittels Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Die primaren Antikdrper Anti-H7N1 Serum, Anti-PB2 und Anti-GAPDH wurden in
SuperBlock T20 (TBS) verdinnt (2.11) und fir circa 16 h bei 4 °C mit der zuvor geblockten
Membran auf dem Rollmischer inkubiert. Im Anschluss wurden die ungebundenen Antikoérper
in drei Waschschritten von jeweils 5 min mit PBS-T entfernt. Die mit Meerrettichperoxidase
(HRP, horse radish peroxidase) gekoppelten Sekundarantikbrper wurden in der Western Blot
Blockinglésung verdiunnt. Danach wurde die Membran flr circa 1 h bei Raumtemperatur auf
einem Taumel-Wipptisch mit den Sekundarantikérpern inkubiert. AnschlieBend wurde das
Chemilumineszenzsubstrat SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate auf die
zuvor gewaschene Membran gegeben. Die daraus resultierende Chemolumineszenz
katalysiert durch das am  Sekundarantikérper konjugierte HRP wurde im
Dokumentationssystem ImageQuant LAS 4000 detektiert. Die gewonnenen Rohdaten

wurden mit Hilfe der ImageQuant Tools Ver. 3.0 Software ausgewertet und quantifiziert.

3.5 Isotherme Titrationskalorimetrie

Das Prinzip der isothermen Titrationskalorimetrie beruht auf der Anderung der Enthalpie die
bei chemischen Reaktionen, wie der Interaktion zwischen zwei Molekilen, entsteht. Mit Hilfe
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dieser Methode wurde die Bindung der SALPs an den =zelluldren Rezeptor der
Influenzaviren, N-Acetylneuraminsaure, evaluiert. Die isotherme Titrationskalorimetrie wurde
am Forschungszentrum Borstel, Borstel, Deutschland von Dr. Lena Heinbockel durchgeflhrt.
Vor dem Experimentbeginn wurde die Apparatur grindlich mit ddH,O und HEPES-Puffer
gesplult. Zusatzlich wurde vorab ein kurzer Testlauf mit HEPES-Puffer durchgefiihrt. Nach
der vollstandigen Reinigung, wurde 20 mM HEPES-Puffer mit einer Hamilton-Spritze in die
Referenzzelle gegeben. Die N-Acetylneuraminsaure wurde auf eine Konzentration von
0,05 mM mit Hilfe von 20 mM HEPES-Puffer eingestellt, kurz im Ultraschallbad gelést und
mit der Vakuumpumpe fiir circa 30 min entgast. Bevor die N-Acetylneuraminsaure-Lésung in
die Probenzelle der Apparatur gefillt wurde, fand nochmals eine kurze Homogenisierung im
Ultraschallbad statt. Die Spritze wurde mit 5 mM oder 10 mM des jeweilig gelésten und
entgasten SALPs (gelést in 20 mM HEPES-Puffer) aufgezogen. In der automatisch
ablaufenden Titration wurden je 3 ul der SALPs aller 5 min zu der N-Acetylneuraminsaure
gegeben und die Anderung der Enthalpie wurde mittels des isothermen
Titrationskalorimeters MSC isothermal titration calorimeter bestimmt. Als Kontrolle diente die
Titration mit dem Kontrollpeptid PEP 19-CP. Die Titration der Peptide wurde bei dem
Erreichen einer Sattigung der N-Acetylneuraminsaure, bei der keine Anderung der Enthalpie
detektierbar war, gestoppt. Die gewonnen Daten wurden mittels der vorliegenden Software
Origin 8 ausgewertet. Die Werte die nach einer Titration der SALPs zu HEPES-Puffer
entstanden, wurden als Hintergrundsignal von den anderen Messwerten abgezogen.
Zwischen den unterschiedlichen Titrationskalorimetrielaufen wurden Spllungen des Gerats
mit 14 % Decon, ddH,O und HEPES-Puffer durchgefihrt sowie ein Testlauf mit HEPES-

Puffer angeschlossen.

3.6 Zytotoxizitatstest

Zur Ermittlung der Zytotoxizitat der SALPs wurde ein MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)-Experiment mit Hilfe des Kits, MTT Cell Proliferation Assay,
durchgefiihrt. In diesem Test wird das MTT eingesetzt, welches durch die Dehydrogenasen
der metabolisch, aktiven Zellen reduziert und in das violett farbene Formazan umgewandelt
wird. Circa 24 h vor Experimentbeginn wurden 5 bis 8 x 10° MDCK-Zellen in eine 96-Loch-
Zellkulturmikrotiterplatte ausgesat, um eine Konfluenz von 80-90 % zum Experimentbeginn
zu erreichen. Die Zytotoxizitat der SALPs wurde in zwei unterschiedlichen Ansatzen, die eine
gewisse Vergleichbarkeit mit den in dieser Arbeit eingesetzten Untersuchungen besitzen,
ermittelt. Zum einen wurde die Zytotoxizitdt der SALPs in einem kurzen
Untersuchungszeitraum von 1 h und zum anderen in einem langen Untersuchungszeitraum

von 72 h bestimmt.
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Fir beide Ansatze wurden die Zellen zunachst mit 1x PBS gewaschen. Im ersten Ansatz
wurde das Peptid in PBS verdinnt und anschliefiend wurden 20 ug/ml oder 50 pg/ml des
jeweiligen Peptids in einem Volumen von 60 pl auf die Zellen gegeben. Es folgte eine
einstindige Inkubation bei Raumtemperatur. Im Vergleich dazu wurden im zweiten Ansatz
die beiden unterschiedlichen SALP-Konzentrationen mit 1x MEM-Medium, welches aus
2x MEM-Medium hergestellt wurde, eingestellt. Ein Volumen von 111 ul der verdinnten
Peptide wurde auf die Zellen gegeben und fur 72 h bei 37 °C, 96 % rH und 5 % CO,
inkubiert. Als Kontrollen fir beide Ansatze dienten unbehandelte oder mit dem Kontrollpeptid
PEP 19-CP behandelte Zellen. Das MTT-Experiment wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Zuerst wurde das ungebundene Peptid durch mehrmaliges
waschen mit MTT-Medium entfernt. AnschlieRend wurde ein Gemisch aus 100 pl des MTT-
Mediums und 10 pl MTT-Reagenz des Kits auf die Zellen gegeben und fiir 3 h bei 37 °C,
96 % rH und 5 % CO; inkubiert. Danach folgten die Zugabe von 100 yl des MTT-Detergenz
und eine circa dreistindige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Messung der Absorption bei
einer Wellenlange von 590 nm wurde im Mikrotiterplatten-Lesegerat Tristar LB 941 mit Hilfe
der Software Mikrowin2000-Software v.4.41 durchgefiihrt. In diesen Messungen wurden
relative Lichteinheiten (RLU, relative light units) ausschlieRlich im Bereich zwischen 0,7 bis
1,4 berucksichtigt. Die Absorption der Vertiefungen in denen sich keine Zellen befanden,

wurde als Hintergrundsignal von den anderen Messwerten abgezogen.

3.7 \Virologische Methoden

Alle in dieser Arbeit beschriebenen, virologischen Arbeiten mit dem Maus-adaptierten H7N7,
dem humanen H3N2 und dem pH1N1 Influenzavirus wurden in Laboren der biologischen
Schutzstufe 2 (BSL-2) durchgefihrt. Das Influenza A Virus A/Victoria/3/75 (H3N2) wurde im
Jahr 1975 und das A/Hamburg/NY1580/09 (pH1N1) im Juni 2009 wahrend der Pandemie
aus dem Menschen isoliert (Hoke et al., 1979; Otte und Gabriel, 2011). Fir die Experimente
dieser Arbeit wurden Virusstocks beider Viren generiert (3.7.2). Das Maus-adaptierte H7N7
Virus (SC35M) des SC35/SC35M-Adaptationsmodells wurde urspriinglich zur Identifikation
saugeradaptierter  Mutationen eines HPAIV  generiert. Dazu wurde zunachst
A/Seal/Massachussetts/1/80 (H7N7), isoliert aus einem Seehund (Phoca vitulina), 34-mal in
Huhnerembryozellen passagiert (Webster et al., 1981; Li et al., 1990). Das so entstandene,
fur Hahner hochpathogene HPAIV SC35 wurde anschliefend 11-mal in der Mauslunge
passagiert. Dadurch entstand das fiir diese Arbeit eingesetzte SC35M Virus, welches
aufgrund der erworbenen saugeradaptiver Mutationen eine hohe Pathogenitat und Letalitat
in der Maus besitzt (Scheiblauer et al., 1995; Gabriel et al., 2005). Wahrend des seriellen

Passagierens in der Mauslunge fand ein Aminosaureaustausch von insgesamt neun
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Aminosauren statt, von denen sieben im viralen RNP-Komplex, eine im HA und eine im NA
lokalisiert sind (Scheiblauer et al., 1995; Gabriel et al., 2005). Fir die experimentellen
Untersuchungen dieses bestimmten viralen Genotyps wurden rekombinante Viren mittels
reverser Genetik generiert (Scheiblauer et al., 1995; Gabriel et al., 2005). In dieser Arbeit
wurde das Maus-adaptiertes SC35M Influenza A Virus (H7N7) rekombinant hergestellt
(3.7.1) und anschlieRend auf dessen Richtigkeit mittels Genotypisierung kontrolliert (3.3). Mit
diesen drei beschriebenen Viren wurde die antivirale Aktivitdt der SALPs mit den in den

kommenden Abschnitten vorgestellten Methoden analysiert.

3.7.1 Reverse Genetik

Die Herstellung rekombinanter Influenzaviren kann mittels unterschiedlicher Methoden
erfolgen. In dieser Arbeit wurde die reverse Genetik nach der Methode von Hoffmann et al.
angewandt (Hoffmann et al., 2000; Hoffmann et al., 2001). Dabei werden die acht viralen
Genomsegmente in den pHW2000 Expressionsvektor kloniert. In diesem Vektor wird das
virale Genomsegment vom humanen Pol-I und vom Cytomegalievirus stammenden Pol-II
Promotoren flankiert und ermdéglicht dadurch die Synthese des viralen Proteins sowie der
viralen RNA aus einem Konstrukt. Durch die gleichzeitige Transfektion der acht, in den
pHW-2000-Vektoren vorliegenden Genomsegmenten in die Zellen werden neue infektiose
Viren, welche anschlieBend von den Zellen freigesetzt werden, generiert. Die reverse
Genetik bietet auflerdem die Mdoglichkeit mittels zielgerichteter Mutagenese kinstliche
Veranderungen in das virale Genom einzubringen und diese experimentell zu studieren.

Diese Untersuchungen waren jedoch nicht Bestandteil dieser Arbeit.

Aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften von Zelllinien wurden fir die Herstellung
rekombinanter SC35M Influenzaviren zwei Zelllinien eingesetzt. Dabei dienten HEK293T-
Zellen einer effizienten Transfektion von pHW2000-Vektoren und MDCK-Zellen eigneten sich

fur die anschliefiende Virusamplifikation.
Transfektion von HEK293T-Zellen zur Virusgenerierung

Die acht pHW2000-Expressionsvektoren mit den jeweiligen Genomsegmenten von SC35M
(2.9) wurden in vorherigen Arbeiten bereits generiert und fir den folgenden Versuchsteil zur
Verfligung gestellt (Gabriel et al., 2005). Fir die Transfektion wurde das Transfektionsagens
Lipofectamine 2000 nach den Angaben des Herstellers Invitrogen eingesetzt. Daflir wurde
zunachst ein Ansatz aus 8 pl Lipofectamine 2000 und 250 pl OptiMEM hergestellt. Dieser
Ansatz wurde fir die Bildung von Mizellen fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In einem
zweiten Ansatz wurden zu den acht Vektorkonstrukten (je 1 pg) mit den jeweiligen SC35M
Genomsegmenten je 250 yl Opti-MEM gegeben, so dass ein Verhaltnis von Plasmid zu
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Lipofectamine 2000 von 1:1 gegeben war. AnschlieBend wurden beide Ansatze miteinander
vereint und flr weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Transfektionsldsung tropfenweise in eine @6 cm Zellkulturschale mit circa 3 x 10° im
Transfektionsmedium suspendierten HEK293T-Zellen pipettiert. Das Transfektionsmedium
wurde nach circa 16 h durch frisches Medium ersetzt. Zur Generierung neuer infektidser
Viruspartikel wurden die Zellen fur zwei Tage bei 37 °C, 96 % rH und 5 % CO, inkubiert.
Danach erfolgte die Uberinfektion von MDCK-Zellen.

Uberinfektion von MDCK-Zellen

Zur effizienten Amplifikation der Viruspartikel wurden MDCK-Zellen 24 h vor der
Uberinfektion in @ 3,5 cm Zellkulturschalen ausgeséat, um eine Zelldichte von 80-90 % zum
Zeitpunkt der Uberinfektion zu erreichen. Fiir die Uberinfektion wurden 200 pl des infektidsen
Zellkulturiberstands der transfizierten HEK293T-Zellen abgenommen und anschlielfend
zusammen mit 2 ml Infektionsmedium als Inokulum auf die zuvor gewaschenen MDCK-
Zellen gegeben. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen bei 37 °C, 96 % rH und 5 % CO,
bis ein durch die Viren hervorgerufener zytopathischer Effekt (CPE) von 60-70 % sichtbar
wurde. Der infektise Uberstand wurde aliquotiert und bis die Plaqueaufreinigung

angeschlossen wurde, bei -80 °C archiviert.
Plaqueaufreinigung

Die Plagueaufreinigung diente der Generierung einer moglichst homogenen Viruspopulation
und wurde zweimal durchgefuhrt. Dafir wurde zunachst ein Plaquetest (3.7.4) mit den
Verdiinnungsstufen von 10 bis 10° des infektissen MDCK-Uberstands angefertigt. Im
Vergleich zu dem beschriebenen Plaquetest (3.7.4) wurde bei der Plaqueaufreinigung das
Inokulum entfernt und die MDCK-Zellen wurden mit einem Agar-haltigen Overlay-Medium
Uberschichtet. Nach einer 72-stiindigen Inkubationszeit wurden einzelne Plaques mit Hilfe
einer sterilen Pipettenspitze ausgestochen und der infektidse Agar wurde in eine Lésung,
bestehend aus 200 pl 1x PBS und 0,2 % BSA, gegeben. Eine circa 16-stiindige Inkubation
bei 4 °C ermdglichte die Diffusion infektidser Viruspartikel in die Lésung. Mit dieser Losung
wurde die zweite Plaqueaufreinigung, wie oben beschrieben, durchgefihrt. Nach
erfolgreicher Plaqueaufreinigung wurde die Viruslésung bis zur Generierung eines neuen

Virusstocks im embryonierten Hiihnerei (3.7.2), bei -80 °C gelagert.

3.7.2 Virusanzucht

Der Influenza A Virussubtyp und die mit ihm verbundene Herkunft des Virusisolats

entscheiden Uber die Art der Virusanzucht. Fir Influenzaviren die aus einem Saugetier
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stammen, wie die H1, H2 und H3-Virussubtypen, findet die Virusanzucht in Saugerzellen
statt. Dabei kdnnen hohe Virustiter in MDCK-Zellen erreicht werden. Im Gegensatz dazu
werden Influenzaviren aviaren Ursprungs, wie beispielsweise H5 oder H7 im embryonierten
Huhnerei vervielfaltigt. Die Anzahl der Viruspassagen sollte so gering wie moglich gehalten

werden, um eine Anhaufung von Mutationen zu vermeiden.
Virusanzucht im embryonierten Hiihnerei

Die Generierung eines neuen Virusstocks des Maus-adaptierten H7N7 Virus SC35M fand in
elf Tage bebruteten, embryonierten Huhnereiern statt. Um die Qualitat dieser Eier
festzustellen und die Anwesenheit eines lebenden Huhnerembryos sicherzustellen, wurden
die Eier mit einer Lampe durchleuchtet. Danach wurde die Eischale am stumpfen Ende, an
dem sich die Luftblase befindet, mit lod desinfiziert. An dieser Stelle wurde mit einem
ebenfalls desinfizierten Handbohrer die Eischale eréffnet. Durch das so entstandene, kleine
Loch wurden 200 pl einer Virusverdiinnung (10 oder 10™) mit Hilfe einer 1 ml-Spritze und
einer Einmal-Injektionskanule (25G x 1% 0,5 x 25 mm) vorsichtig in die Allantoishdhle
appliziert. Das mit Bastelkleber versiegelte Hihnerei wurde anschlieRend im COz2-Inkubator
bei 37 °C, 96 % rH und 5 % CO:2inkubiert. Nach 48-stlindiger Inkubation wurden die Eier fir
circa 16 h im Kuhlschrank gelagert, wodurch eine Kontraktion der Gefaflte und ein Absterben
des Embryos erreicht wurden. Zum Ernten der virushaltigen Allantoisflissigkeit wurde die
Eischale am stumpfen Ende mit Hilfe einer desinfizierten Pinzette gedffnet und entfernt.
Anschliel3end wurde die klare Allantoisflissigkeit mit einer 10 ml Plastikpipette abgenommen
und in ein 15 ml Reaktionsgefaf Uberfihrt. Zur Entfernung von Zell- oder Gewebetrimmern
wurde die gewonnene Allantoisflissigkeit flir 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Mit
Hilfe des Hamagglutinationstests (3.7.3) wurde der virale Titer der Hamagglutinationseinheit
(HAU-Titer, hemagglutination unit) bestimmt und Allantoisflissigkeiten von Eiern mit
ahnlichen HAU-Titern wurden vereinigt, aliquotiert und bei -80 °C archiviert. Fur die sich
anschlieBenden Experimente mit dem H7N7 Virus wurde die Anzahl der infektidsen
Viruspartikel nach einem einmaligem Einfrier- und Auftauprozess durch einen Plaquetest
ermittelt (3.7.4). Zur Kontrolle des Virusstocks wurde eine Virusgenotypisierung

angeschlossen, indem spezifische Bereiche des viralen Genoms sequenziert wurden (3.3.4).
Virusanzucht in MDCK-Zellen

Die Virusanzucht von den in dieser Arbeit verwendeten humanen H3N2 und pH1N1Viren
fand in MDCK-Zellen statt. Dafiir wurden MDCK-Zellen 24 h vor der Infektion in 75 cm?
Zellkulturflaschen ausgesat. Bei einer Zelldichte von 80-90 % wurden die Zellen mit 5 ml
Infektionsmedium gewaschen und anschlieRend mit circa 10* p.f.u. (plaque-forming units)

des jeweiligen Virusisolats inokuliert. Damit der gesamte Zellrasen von dem Inokulum
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bedeckt wurde, wurde ein Inokulumvolumen von 1,5 ml eingesetzt. Nach 30-minttiger
Inkubation bei 37 °C, 96 % rH und 5 % CO2wurde das Inokulum entfernt, durch 8 ml frisches
Infektionsmedium ersetzt und erneut inkubiert. Fir eine effiziente Virusvermehrung von
beiden Viren, welche eine monobasische Spaltstelle besitzen, wurde das Infektionsmedium
mit 1 pg/ml TPCK-Trypsin versetzt. Nach zwei bis drei Tagen lag ein durch die Viren
hervorgerufener CPE von 60-70 % vor und das Virus wurde daraufhin geerntet. Dafur wurde
der infektidse Uberstand abgenommen und fiir 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die
zelltrimmerfreie Virusldsung wurde aliquotiert und bei -80 °C archiviert. Wie bereits flr die
Anzucht im embryonierten Huhnerei beschrieben, fand auch hier eine Bestimmung der
viralen Titer mittels HA-Test (3.7.3) und Plaquetest (3.7.4) statt.

3.7.3 Hamagglutinationstest (HA-Test)

Der Hamagglutinationstest basiert auf der Eigenschaft des viralen HA terminale
N-Acetylneuraminsduren auf Glykokonjugaten der Erythrozytenoberflache zu erkennen und
zu binden. Da Influenzaviren eine Vielzahl von HA-Oberflachenmolekilen besitzen, sind sie
in der Lage Erythrozyten zu hamagglutinieren. Dadurch kbénnen L&sungen ohne
hamagglutinierende Partikel, in denen die Erythrozyten sedimentieren von denen mit
hamagglutinierenden Partikeln unterschieden werden und somit kann der HAU-Titer mit Hilfe
einer Verdunnungsreihe des Virus bestimmt werden. Der Titer der Hdmagglutinationseinheit
(HAU-Titer, hemagglutination unit) ist der reziproke Wert der Verdinnungsstufe bei der

gerade noch eine Hamagglutination der Erythrozyten erkennbar ist.

Fir den Hamagglutinationstest wurden zunachst 5 ml Huhnervollblut mit 20 ml einer
0,9 %-igen NaCl-Lésung versetzt und fur 5min bei 1000 xg und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieRend wurden das Serum und die Interphase verworfen, so dass ausschlielilich
Erythrozyten Ubrig blieben. Zur Sicherstellung einer hohen Erythrozytenqualitdt wurde der
Waschschritt circa dreimal wiederholt. Fir den anschlielenden HA-Test wurde eine 1 %-ige
Erythrozytenlésung mit einer 0,9 %-igen NaCl-Losung hergestellt. Dieser Test wurde in einer
96-Loch-Mikrotiterplatte mit v-formigem Boden durchgefiihrt. Zuerst wurden 100 ul der
unverdidnnten Virussuspension oder 1x PBS in das erste Loch der 12er Reihe auf der Platte
pipettiert. Anschlie®end wurde davon ausgehend eine zweifache Verdinnungsreihe mit
jeweils 50 ul des Virus bzw. der jeweiligen Virusverdinnung und 50 yl PBS angefertigt. Zu
dem finalen Volumen der Viruslésung von je 50 ul wurden je 50 pl der 1 %-igen
Huhnererythrozytenlésung, beginnend bei der hdchsten Verdinnungsstufe, gegeben. Die
virale Hamagglutination wurde nach 45-minitiger Inkubation auf Eis ermittelt. Diese
Inkubation auf Eis war essentiell, um die Aktivitdt des NA-Proteins, welches die Bindung
zwischen HA und der N-Acetylneuraminsauren 16st, zu inhibieren. Der HA-Test lasst keine
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Aussage Uber die Anzahl der infektidsen viralen Partikel zu, da nichtinfektiose Partikel oder

Membrantrimmer ebenfalls zu einer Hdmagglutination der Erythrozyten flhren.
Antivirale Aktivitat der SALPs im HA-Test

Der HA-Test wurde ebenfalls verwendet, um die antivirale Aktivitat der SALPs naher zu
untersuchen. Daflr wurden die zwei zuvor im HA-Test ermittelten Virusverdinnungen
eingesetzt, bei denen gerade noch eine virale Hamagglutination detektierbar war. Um die
antivirale Breite der Peptide zu bestimmen, wurden 10°-10° p.f.u. der Viren mit dem Subtyp
H7N7, H3N2 oder pH1N1 im Test eingesetzt. Die jeweiligen Virusverdiunnungen mit PBS
wurden mit 5 pyg/ml oder 10 pg/ml SALP versetzt und anschlieBend wurden 50 pl dieses
Peptid-Virus Gemischs in die Vertiefungen der 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Nach der
Zugabe von 50 pl der 1 %-igen Erythrozytenlésung erfolgte, wie bereits im HA-Test erlautert,
eine 45-mindtige Inkubation auf Eis. Als Kontrollen dienten Erythrozyten die mit Viren und
PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP inkubiert wurden. Zusatzlich wurden Erythrozyten
ausschliel3lich mit SALPs, PBS oder PEP 19-CP inkubiert. Die virale Hdmagglutination sowie

die Hemmung der viralen Hadmagglutination durch die Peptide wurden anschliefend ermittelt.

3.7.4 \Virustiterbestimmung mittels Plaquetest

Im Gegensatz zu dem zuvor beschriebenen HA-Test (3.7.3) kann mit dem Plaquetest die
Anzahl der infektidsen Viruspartikel bestimmt werden. Diese Methode wurde eingesetzt um
die Virustiter der neu generierten Virusstocks (3.7.2), der Uberstéande der Wachstumskurven
(3.7.9) und der Organhomogenate aus den Tierversuchen zu ermitteln (3.10.6). (Matrosovich
et al., 2006). Fir diesen Test wurden MDCK-Zellen 24 h vor der Infektion in 6-Loch-
Mikrotiterplatten ausgesat, um eine 80-90 %-ige Konfluenz zum Zeitpunkt der Infektion zu
erreichen. Zu Beginn des Plaquetests wurde eine 10-fach Verdiinnungsreihe der zu
testenden Viruslosung mit 1x PBS hergestellt. AnschlieRend wurden die zuvor gewaschenen
Zellen mit 333 pl der jeweiligen Virusverdinnung pro Plattenvertiefung inokuliert. Dabei
wurden je nach Probe Verdiinnungsreihen von 107-10° 102-10" oder 10°-10?
verwendet. Zur Bindung der Viren an die Zelloberflache und zur anschlieBenden Infektion
wurden die Zellen 30 min bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, inkubiert, wobei nach 15 min ein
kurzes Schwenken der Platte erfolgte. Danach wurden die inokulierten Zellen mit 3 ml Avicel-
Overlay-Medium pro Plattenvertiefung Uberschichtet und flr weitere 72 h im Inkubator
gelagert. Das Avicel-Overlay-Medium zur Bestimmung des Virustiters von Viren mit einer
monobasischen Spaltstelle im HA enthielt zusatzlich 1 pg/ml TPCK-Trypsin. Nach 72 h
wurde das Agar-Overlay-Medium abgezogen, die Zellen gewaschen, mit 4 % PFA fixiert und

abschlief3end flr circa 5 min mit Kristallviolett gefarbt. Durch Virus lysierte bzw. abgel6ste
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Zellen erschienen dabei als farblose Plaques im Kristallviolett lila gefarbten Zellrasen. Die
Bestimmung des Virustiters, angegeben in Plaque-bildenden Einheiten pro ml (p.f.u./mi;
plaque-forming units/ml), erfolgt durch die Anzahl der Plaques in der jeweiligen

Verdunnungsstufe.
Antivirale Aktivitdt der SALPs im Plaque-Reduktionstest

Auf dem Prinzip des Plaquetests aufbauend, wurde der Plaque-Reduktionstests in dieser
Arbeit etabliert. Dieser diente zur Evaluierung der antiviralen Aktivitat der SALPs auf die
viralen Titer verschiedener Influenza A Virussubtypen, wodurch eine Untersuchung der
viralen Replikation moéglich wurde. Dazu wurden die angefertigten Virusverdinnungen mit
20 pg/ml oder 50 pg/ml SALPs versetzt und anschlielend, wie bereits beschrieben, zu den
Zellen gegeben. Als Kontrollen dienten Zellen die mit Virus inokuliert und mit PBS oder dem
Kontrollpeptide PEP 19-CP behandelt wurden. Der weitere Verlauf des Experiments wurde

unter den gleichen Bedingungen wie im oben beschriebenen Plaquetest durchgeflhrt.

3.7.5 Test zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an die Zelle

Mit Hilfe des hier beschriebenen Tests wurde der Effekt der SALPs auf den ersten Schritt
des viralen Replikationszyklus, ndmlich die Bindung von Influenzaviren an die Zelloberflache,

untersucht.

Fir dieses Experiment wurden A549-Zellen 24 h vor Testbeginn in 24-Loch-Mikrotiterplatten
auf sterile @ 12 mm Deckglaser ausgesat, um eine 50-70 %-ige Konfluenz zum Zeitpunkt
des Experimentbeginns zu erreichen. In diesem Test wurden drei unterschiedliche
Applikationsansatze des Peptids untersucht. Entweder das Peptid wurde vor der
Viruszugabe appliziert (Vorbehandlungsansatz) oder das Peptid wurde gleichzeitig mit den
Viren zu den Zellen gegeben (Ko-Behandlungsansatz) oder das Peptid wurde nach der
Virusinokulation appliziert (Nachbehandlungsansatz). Im Vorbehandlungsansatz wurden
20 pg/ml des Rhodamin-konjugierten SALPs PEP 19-2.5-Rho zu den zuvor gewaschenen
Zellen gegeben und fir 20 min bei Raumtemperatur mit gelegentlichen Schwenken inkubiert.
Vor der Zugabe von 10° p.f.u. des pH1N1 Virus wurden ungebundene Peptide durch einen
Waschschritt mit 1x PBS entfernt und die Zellen auf 4 °C vorgekuhlt. Zur Bindung der Viren
an die Zelle fand eine 30-minltige Inkubation bei 4 °C statt. Anschlielend wurden
ungebundene Viren von den Zellen in einem Waschschritt mit 1x PBS entfernt und die Zellen
mit den gebundenen Peptiden sowie Viren mit 4 % PFA oder 100 % Ethanol fixiert. Im
Vergleich dazu wurde im Ko-Behandlungsansatz ein Gemisch aus 10° p.f.u. des pH1N1
Virus und 20 yg/ml PEP 19-2.5-Rho zu den gewaschenen und gekiihlten Zellen gegeben
und bei 4 °C fir 30 min inkubiert. Die Fixierung mit PFA oder 100 % Ethanol erfolgte, wie im
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Vorbehandlungsansatz nach einem Waschschritt mit 1x PBS. Alternativ wurde im
Nachbehandlungsansatz das virale Inokulum fur 30 min zu den gewaschenen und gekuhlten
Zellen gegeben. Die Peptidapplikation mit 20 ug/ml PEP 19-2.5-Rho erfolgte erst nachdem
die Viren von den Zellen gewaschen wurden. Nach einer 20-minutigen Inkubation bei 4 °C
mit den Peptiden wurden die Zellen ebenfalls mit 1x PBS gewaschen und mit 4 % PFA oder
100 % Ethanol fixiert. Als Kontrollen dienten Zellen, die ausschlieBlich mit 1x PBS oder
PEP 19-2.5-Rho behandelt wurden. Eine zusatzliche Kontrolle stellten Zellen die mit Virus
inokuliert wurden, dar. Die Visualisierung der viralen Bindung an die Zelloberflache erfolgte
mittels Fluoreszenz-Analysen, indem die fixierten Zellen mittels spezifisch bindender,

fluoreszierender Substanzen oder Antikorpern gefarbt wurden (3.8).

3.7.6 Test zur Bestimmung der Bindung von SALPs an die Viruspartikel

Zur Bestimmung und Visualisierung der Bindung von SALPs an Viruspartikeln wurde mit der
Methode der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) (3.9) gearbeitet. Dazu wurden
A549-Zellen in @35 mm Zellkulturschalen (u-Dish %™ "' Grid-500) ausgesat. Zum
Experimentbeginn lag eine Zelldichte von circa 40 % vor. Das Rhodamin-konjugierten SALP
PEP 19-2.5-Rho wurde mit Hilfe von PBS auf eine Konzentration von 20 ug/ml eingestellt
und auf die zuvor gewaschenen Zellen gegeben. Anschlielend erfolgte eine 20-minltige
Inkubation der Peptide mit gelegentlichen Schwenken bei Raumtemperatur und das
Entfernen ungebundener Peptide durch einen Waschschritt mit 1x PBS. Vor der Zugabe von
10° p.f.u. des H7N7 Virus wurden die Zellen auf 4 °C vorgekiihlt. Die Viren wurden fiir 30 min
bei 4 °C inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellen, die ausschlieRBlich mit 1x PBS oder
PEP 19-2.5-Rho behandelt wurden. Eine zusatzliche Kontrolle stellten Zellen die mit Virus
inokuliert und mit PBS behandelt wurden, dar. Fir die weitere Bearbeitung der Proben fir die
Transmissionselektronenmikroskopie (3.9) wurden die Proben fir 30 min mit 2,5%
Glutaraldehyd fixiert.

3.7.7 Test zur Bestimmung der von der Zelle internalisierten Viruspartikel

In diesem Test wurde die Menge an internalisierten, viralen NP zwei Stunden nach Infektion
in den Zellen ermittelt. Da die Virusreplikation zu einem spateren Zeitpunkt des viralen
Replikationszyklus stattfindet, war es mdglich eine Aussage Uber die von den Zellen
aufgenommenen Viruspartikel zu treffen. Dieser Test zur Bestimmung der von der Zelle
aufgenommenen Viruspartikel wurde verwendet, um die antivirale Wirkung der SALPs auf
den viralen Replikationszyklus naher zu untersuchen. Die Visualisierung der

aufgenommenen Viruspartikel erfolgte mittels Immunfluoreszenz-Analysen (3.8).
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Fir dieses Experiment wurden A549-Zellen 24 h vor Testbeginn in eine 24-Loch-
Mikrotiterplatte auf sterile @ 12 mm Deckglaser ausgesat, um zum Experimentbeginn eine
Zellzahl von 2 x 10° Zellen mit einer 80 %-igen Konfluenz pro Vertiefung zu erreichen. Der
Effekt der SALPs wurde wie unter (3.7.5) bereits beschrieben, im Vor-, Ko- und
Nachbehandlungsansatz untersucht. Dabei wurden weitestgehend die Bedingungen analog
zu denen des Test zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an die Zellen (3.7.5)
gewahlt. Im Vergleich zu diesem Test wurden jedoch 20 ug/ml des unkonjugierten Peptids
PEP 19-2.5 ohne Rhodamin verwendet. Um die Virusaufnahme in die Zellen zu studieren,
wurde eine hohe Infektionsdosis von einer Multiplizitat der Infektion (MOI, multiplicity of
infection) von 25 gewahlt. Infiziert wurde mit dem Maus-adaptierten H7N7 Virus SC35M. Im
Vor- und Ko-Behandlungsansatz wurden die Zellen nach der Virusinokulation einmal mit
1x PBS gewaschen, fir 10 min bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, inkubiert und anschlieRend
nochmals mit 1x PBS gewaschen. Im Nachbehandlungsansatz erfolgte selbige
Vorgehensweise nach der Peptidinkubation. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen und
Zellen, die mit Virus inokuliert und mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt
wurden. Zur Aufnahme der Viren in die Zellen wurden diese in 500 ul Infektionsmedium fur
weitere 2h bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, inkubiert, bevor eine Fixierung der zuvor
gewaschenen Zellen mit 4 % PFA erfolgte. Die Farbung des viralen Nukleoproteins erfolgte

mittels Immunfluoreszenz (3.8).

3.7.8 Test zur Bestimmung der viralen Replikation

Im Vergleich zu dem Test zur Bestimmung der von der Zelle internalisierten Viruspartikel,
(3.7.7) fand in diesem Versuch die Ermittlung der Menge an viralem NP und PB2 6 h nach
Infektion statt. Mit dieser Methode wurde die virale Replikation in der Zelle untersucht. Sie
diente gleichzeitigt zur Bestimmung der viralen Replikation unter SALP-Behandlung. Die
Visualisierung der viralen Proteine erfolgte mittels Immunfluoreszenz-Analyse (3.8) und
Western Blot (3.4.2).

Untersuchung des Einflusses der SALP-Behandlung auf die virale Replikation mittels

Immunfluoreszenz

Der Versuchsaufbau flr die anschlielenden Immunfluoreszenz-Analysen ahnelte dem des
Tests zur Bestimmung der von der Zelle internalisierten Viruspartikel (3.7.7). Die einzigen
Abanderungen, welche vorgenommen wurden, waren das Verwenden einer geringeren
Infektionsdosis von einer MOI von 1 des Maus-adaptierten H7N7 Virus und einer langeren
Inkubationszeit von 6 h. Zur Vorbereitung der Zellen fir die Immunfluoreszenz (3.8) wurden
diese nach einem Waschschritt mit 1x PBS, mit 4 % PFA fixiert.

63



Methoden

Untersuchung des Einflusses der SALP-Behandlung auf die virale Replikation mittels
Western Blot

Fur die Detektion der viralen Proteine mittels Western Blot wurden A549-Zellen 24 h vor
Testbeginn in eine 6-Loch-Mikrotiterplatten ausgesat, um eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro
Vertiefung zum Zeitpunkt des Experimentbeginns zu erreichen. In diesem Versuch wurden
ebenfalls die drei unterschiedlichen  Applikationsansatze, Vor-, Ko- und
Nachbehandlungsansatz, des Peptids untersucht. Im Vorbehandlungsansatz wurden
20 pg/ml SALP PEP 19-2.5 zu den zuvor gewaschenen Zellen gegeben und fur 20 min bei
Raumtemperatur mit gelegentlichen Schwenken inkubiert. Vor der Zugabe des Maus-
adaptierten H7N7 Virus wurden die ungebundenen Peptide durch einen Waschschritt mit
1x PBS entfernt. Anschlieliend wurden die Zellen mit einer MOI von 1 des H7N7 Virus fur
30 min bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, inkubiert. Danach erfolgten ein Waschschritt mit 1x PBS
und eine weitere Inkubation der Zellen in 500 pl Infektionsmedium fir 6 h bei 37 °C, 96 % rH,
5 % CO,. Im Ko-Behandlungsansatz wurde ein Gemisch aus dem H7N7 Virus (MOI 1) und
20 yg/ml PEP 19-2.5 angefertigt und auf die zuvor gewaschenen Zellen gegeben. Die
nachfolgenden Inkubations- und Waschschritte waren identisch zu denen des
Vorbehandlungsansatzes. Im Nachbehandlungsansatz wurden die gewaschenen Zellen
zuerst mit dem H7N7 Virus (MOI 1) flr 30 min bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, inkubiert.
Danach erfolgte das Entfernen des Inokululms, das Waschen der inokulierten Zellen und die
Peptidapplikation mit 20 yg/ml PEP 19-2.5 fur 20 min bei Raumtemperatur. Der
sechsstiindige Inkubationsschritt bei 37 °C, 96 % rH, 5 % CO, wurde nach einem Waschen
der Zellen mit PBS und der Zugabe von 500 pl Infektionsmedium angeschlossen. Als
Kontrollen dienten unbehandelte Zellen und Zellen, die mit Virus inokuliert und mit 1x PBS
oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden. Nach der Inkubationszeit von 6 h
wurden die Zellen je einmal mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend mit TPCK-EDTA
behandelt. Im Anschluss fand die Gesamtproteinextraktion (3.4.1) und die Western Blot

Analyse zur Detektion der viralen Proteinmenge (3.4.2) statt.

3.7.9 Analyse des viralen Wachstumsverhaltens auf A549-Zellen

Um den therapeutischen Einfluss der SALPs auf das virale Wachstum des Maus-adaptierten

H7N7 Virus zu untersuchen, wurden Wachstumskurven durchgefihrt.

Fir dieses Experiment wurden 1 x 10° A549-Zellen 24 h vor Versuchsbeginn pro Vertiefung
einer 6-Loch-Mikrotiterplatte ausgesat, um zum Experimentbeginn eine Zelldichte von 90 %
zu erreichen. Die Zellen wurden vor dem Experimentbeginn einmal mit 1x PBS gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation der Zellen mit einer MOI von 10 des H7N7 Virus fiir 1 h bei
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37°C, 96 % rH, 5 % CO,. Nicht gebundene Viren wurden anschlieRend durch einen
Waschschritt mit 1x PBS entfernt. Nach der Virusinfektion der Zellen fand die Behandlung
mit SALPs statt, indem 2 ml Infektionsmedium mit 20 pg/ml oder 50 ug/ml Peptid versetzt
und auf die Zellen gegeben wurden. Dieses Infektionsmedium wurde 24 h nach der Infektion
(post infection, p.i.) durch frisches, ebenfalls SALP-enthaltendes Infektionsmedium
ausgetauscht. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit Virus infiziert und mit PBS oder dem
Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden. Ein Volumen von 100 ul des Zellliberstandes
wurde jeweils 1 h, 24 h und 48 h p.i. abgenommen, bei -20 °C archiviert und zu einem

spateren Zeitpunkt hinsichtlich des viralen Titers mittels Plaquetest (3.7.4) untersucht.

3.8 Fluoreszenz-Analysen

Die Visualisierung bestimmter viraler oder zellularer Strukturen erfolgte durch den Einsatz
von Fluorophor-gekoppelten Substanzen die spezifisch an die Zielstruktur binden. Diese
Methode kam im Test zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an die Zelle (3.7.5),
im Test zur Bestimmung der von der Zelle internalisierter Viruspartikel (3.7.7), im Test zur
Bestimmung der viralen Replikation (3.7.8) sowie zur Detektion der SALPs nach i.n.

Applikation in der Maus (3.10.3) zum Einsatz.

Im Test zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an die Zelle (3.7.5) wurden die
N-Acetylneuraminsduren auf der Oberflache der Zellen und die an die Zellen gebundenen
pH1N1-Viren visualisiert. FUr die Farbung der zellularen N-Acetylneuraminsauren wurde das
Fluorescein Sambucus nigra Lektin verwendet, welches bevorzugt mit a2,6-verknipfte
N-Acetylneuraminsauren interagiert. Die a2,6-verknlpfte N-Acetylneuraminsauren sind die
am meisten exprimierten zellularen Influenzavirusrezeptoren auf den A549-Zellen. Die
Lektine wurden auf eine Konzentration von 5 pg/ml mit TBS-Puffer eingestellt und ein
Tropfen dieser Lektin-Lésung (circa 15 pl) wurde auf Parafilm aufgebracht. Die Deckglaser
mit den PFA-fixierten Zellen wurden mit TBS-Puffer gewaschen, aus der 24-Loch-
Mikrotiterplatte entnommen und auf den aufgebrachten Tropfen gelegt. Nach einer circa
16-stiindigen Inkubation bei 4 °C in einer dunklen, luftdicht verschlossen Box wurden
ungebundene Lektine durch mehrmalige Waschschritte mit 1x PBS entfernt. Anschlielend
wurden die pH1N1 Viren mittels Immunfluoreszenz gefarbt. Dazu wurde das Serum von
pH1N1-infizierten Mausen, welches 14 Tage p.i. entnommen und bei -80 °C archiviert wurde,
zur Verfugung gestellt. Das Vorhandensein spezifischer pH1N1-Antikbrper im Mausserum
wurde mittels Western Blot bestatigt. Das Serum, zur Detektion des an die Zelle gebundenen
Virus, wurde mit 1x PBS auf einen HAI-Titer (hemagglutination inhibition) von 1:80
eingestellt. Anschlieliend wurden 15 ul des Serums auf Parafilm aufgetragen und mit den an
dem Deckglas fixierten Zellen bedeckt. Es folgte eine zweistiindige Inkubation bei 37 °C, 5 %
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CO2 und 96 % rH in einer dunklen, luftdicht verschlossenen Box. Danach wurde das
Deckglas mit 1x PBS gewaschen und eine 20-mindtige Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und
96 % rH mit dem 1:500 in 1x PBS verdiinnten Sekundarantikdrper Anti-Maus-Alexa Fluor®
647 wurde angeschlossen. Die Eindeckelung der gefarbten und mit PBS gewaschenen
Schnitte wurde mit Mowiol durchgeflihrt. Die Aufnahme von Z-Stapeln der Zellen erfolgte am
Konfokalmikroskop C2+. Mit Hilfe des Programms Imaris 7.6.1 wurden die Bilder
anschlielend bearbeitet und eine 3D-Rekonstruktion zur besseren Darstellung der

Zelloberflache, angefertigt.

Fiar den Test zur Bestimmung der von der Zelle internalisierten Viruspartikel (3.7.7) und fur
den Test zur Bestimmung der viralen Replikation (3.7.8) wurde das virale NP mittels
Immunfluoreszenz detektiert. Dazu wurden das PFA auf den fixierten Zellen entfernt und die
Zellen wurden mit 0,3 % Triton permeabilisiert. Der Primarantikdrper Anti-NP wurde 1:750 in
SuperBlock verdinnt, 500 ul dieser Antikorperlésung wurden auf die Zellen gegeben und
anschliefend fir 2h bei Raumtemperatur auf einem Taumel-Wipptisch inkubiert. Der
ungebundene Antikorper wurde in drei Waschschritten von jeweils 5 min mit 1x PBS von den
Zellen entfernt. Als Sekundarantikérper kam der 1:1000 in 1x PBS verdinnte Anti-Maus-
Alexa Fluor® 488 zum Einsatz. Ein Volumen von 15 pl des verdiinnten Antikdrpers wurde auf
Parafilm aufgebracht und anschlieend mit dem von Zellen besetzten Deckglas bedeckt. Es
folgte eine 20-min(tige Inkubation bei 37 °C, 5 % COz2und 96 % rH in einer dunklen, luftdicht
verschlossen Box. Die Deckglaser mit den gefarbten und anschlieRend mit 1x PBS
gewaschenen Zellen wurden mit Mowiol eingedeckelt. Die Aufnahme der Zellen erfolgte am
Konfokalmikroskop C2+. Mit Hilfe des Programms Image J wurden die Bilder anschliellend
bezlglich der Farbtabellenauswahl und -modifikation (look up table, LUT) bearbeitet und

finalisiert.

In den angefertigten murinen Gewebeschnitten (3.10.6; 3.11.1; 3.11.2), des Tests zur
Bestimmung der Lokalisation der SALPs nach i.n. Applikation (3.10.3) wurde die DNA zur
besseren Visualisierung der Zellkerne mit dem fluoreszierenden Farbstoff 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gefarbt. Dazu wurde DAPI 1:5000 in 1x PBS verdunnt und fur 5 min auf
den Zellen inkubiert. Die Eindeckelung der entwasserten Schnitte erfolgte mit Mowiol. Die
Detektion des fluoreszierenden Rhodamin-konjugierten PEP 19-2.5-Rho und der DNA
erfolgte am Mikroskop ECLIPSE Ni-E und wurde von der DS-Fi2 Kamera aufgenommen. Zur
Aufnahme und anschlieBenden Bearbeitung der Bilder wurde das Programm Elements AR
4 2000 verwendet.
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3.9 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Um die Bindung der SALPs an die Viruspartikel zu untersuchen, wurde die hochauflosende
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) verwendet. Die TEM-Aufnahmen wurden von
unseren Kooperationspartnern Dr. Rudolph Reimer und Carola Schneider der
Technologieplattform Mikroskopie und Bildanalyse am Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-Institut
fur Experimentelle Virologie angefertigt. Dazu wurden die Glutaraldehyd-fixierten Proben
(3.7.6) zunachst mit 1x PBS gewaschen. Fur die Farbung der Zellen wurde diese flr 30 min
mit einer 1 %-igen Osmiumtetroxidldsung (OsQO,) inkubiert. AnschlieBend wurde diese
Loésung durch Waschschritte mit ddH,O entfernt. Die Zellen wurden mit einer
Gallussaureldésung behandelt, welche mit einer 1 %-igen Natriumsulfatidsung ebenfalls
wieder entfernt, wurde. Zum Schneiden der Proben wurden die Proben zunachst in einer
graduell aufsteigenden Ethanol-Reihe entwassert, in Eponharz eingebettet und einzelne
Sektionen der Zellkulturschale wurden mit einem Hammer und einer @ 4 mm Lochstanze
erhalten. Mit Hilfe des Mikrotoms Ultracut Micotome wurden 50 nm ultradiinne Schnitte quer
zur Zellkulturschale angefertigt. AbschlieRend wurden die Schnitte mit einer Kontrast-
Farbelésung behandelt. Die TEM-Aufnahmen entstanden durch die Veleta CCD Kamera,
welche am Transmissionselektronenmikroskop FEI Technai G 20 Twin mit einer

Beschleunigungsspannung von 80 kV angeschlossen war.

3.10 Tierexperimentelle Methoden

Das Tiermodell Maus wurde in dieser Arbeit genutzt, um die antivirale Aktivitat der SALPs
gegen Influenza A Viren in vivo zu evaluieren. Dabei stellt das Mausmodell zur
Untersuchung der Pathogenitat, Letalitat, des Gewichtsverlusts und des Organtropismus ein
sehr gutes, in der Influenza-Forschung etabliertes Modell dar (Bouvier und Lowen, 2010).
Fir alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden circa 8 Wochen alte, weibliche
sowie mannliche BALB/c Mause verwendet. Diese wurden entweder von Charles River oder
der hauseigenen SPF-Zucht des Heinrich-Pette-Instituts, Leibniz-Institut flir Experimentelle
Virologie bezogen. Die beschriebenen Experimente wurden unter Einhaltung der Richtlinien
des Deutschen Tierschutzgesetztes in den Tierversuchsbereichen des Heinrich-Pette-
Instituts unter BSL-2 Bedingungen durchgefiihrt. Der Tierversuchsantrag zur Durchflihrung
dieser Tierversuche mit der Genehmigungsnummer 29/09 wurde vom Amt flir Gesundheit

und Verbraucherschutz in Hamburg genehmigt.
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3.10.1 Narkose und Totungsmethoden

Zum Narkotisieren der Tiere wurden zwei unterschiedliche Methoden angewandt. Zum einen
wurde eine kurze Sedierung der Tiere mittels inhalativer Isofluran-Kurznarkose erreicht. Zum
anderen wurden, fir eine langere Narkose von etwa einer Stunde, 200 ul einer Ketamin-
Xylazin-Narkose intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Das Narkosemittel, bestehend aus
100 mg/kg Ketamin, 10 mg/kg Xylazin und 0,9 %-iger NaCl-Lésung wurde mit einer Einmal-
Injektionskanile (26G x 3/8%, 0,45 x 10 mm) i.p. appliziert. Die Isofluran-Narkose wurde
eingesetzt, wenn die Tiere mehrmals einmal taglich mit SALPs behandelt wurden (3.10.2;
3.10.4) und bevor eine Toétung der Tiere erfolgte. Im Vergleich dazu kam die Ketamin-
Xylazin-Narkose bei der intranasalen (i.n.) Infektion mit Influenzaviren (3.10.4) oder der
einmaligen i.n. Applikation der SALPs zum Einsatz (3.10.2). Die Tiere wurden zum
Versuchsende, vor der Organentnahme oder beim Erreichen der Abbruchkriterien durch

zervikale Dislokation mit vorangegangener Isofluran-Narkose getotet.

3.10.2 Toxizitat der SALPs in der Maus

Zur Toxizitatsbestimmung der SALPs in der Maus wurden Ketamin-Xylazin-narkotisierten
Mausen 5 ug (n=10), 20 ug (n=5), 50 ug (n=9) oder 100 ug (n=10) SALP PEP 19-2.5
verabreicht. Fir die Herstellung der jeweiligen Dosis wurden die SALPs in sterilem 1x PBS
verdinnt und anschliefend wurden 70 pl dieser SALP-L6sung den Mausen intranasal
verabreicht. Als Kontrollen dienten Mause, die mit 70 yul PBS (n=10) oder 70 pl 5 ug/ml des
Kontrollpeptids PEP 19-CP (h=10) behandelt wurden. Die Tiere wurden taglich hinsichtlich
des Aussehens sowie des Verhaltens kontrolliert und das Gewicht dieser Tiere wurde
mindestens aller zwei Tage fur einen Versuchszeitraum von 14 Tagen bestimmt. Jeweils
zwei Mause der mit 5 yg PEP 19-2.5 behandelten Gruppe, sowie je zwei Mause der beiden
Kontrollgruppen, wurden drei Tage nach der Behandlung fiir eine Organentnahme verwendet
(3.10.5).

In einem zweiten Toxizitdtsversuch wurde die mehrmalige Gabe von SALPs in vivo
untersucht. Dafur wurden funf Mause fur sieben Tage einmal taglich mit 5 yg SALP
PEP 19-2.5 i.n. behandelt. Die erste Applikation der Peptide in einem Volumen von 25 pl
erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit mit den vorherigen Untersuchungen unter Ketamin-
Xylazin-Narkose, wahrend die folgenden Behandlungen mit ebenfalls 25 uyl unter einer
kurzen Isofluran-Narkose stattfanden. Die Tiere wurden ebenfalls taglich, wie bereits oben
beschrieben, fir einen Versuchszeitraum von 14 Tagen kontrolliert und das Gewicht dieser

Tiere wurde mindestens aller zwei Tage bestimmt.
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3.10.3 Lokalisation der SALPs in der Maus nach i.n. Applikation

Zur Bestimmung der Lokalisation der SALPs im murinen Respirationstrakt nach intranasaler
Applikation, wurden die Mause (n=3) mit 5 uyg SALP PEP 19-2.5-Rho behandelt. Fir die
Herstellung der jeweiligen Dosis wurden SALPs in PBS verdiinnt und anschliefend wurden
70 yl dieser SALP-Lésung den Ketamin-Xylazin-narkotisierten Tieren i.n. verabreicht
(3.10.1). Als Kontrolle diente eine Maus, welche mit PBS behandelt wurde. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (15 min, 30 min oder 45 min) nach der Behandlung wurden

die Mause fur eine anschlielende Organentnahme euthanasiert (3.10.1).

3.10.4 Uberlebensversuche

Die Infektionsversuche in der Maus wurden mit dem rekombinanten Maus-adaptierten H7N7
Virus durchgefiihrt (3.7.1; 3.7.2). Die mittlere Maus-letale Dosis 50 (MDLsy) dieses Virus
wurde mit fiunf Mausen pro Gruppe nach der Methode von Reed und Muench Uberprift
(Reed und Muench, 1938). Dabei wurden Viruskonzentrationen von 10% p.f.u., 10° p.f.u.,
10* p.f.u. und 10° p.fu. des H7N7 Virus SC35M mit sterilem 1x PBS angefertigt. Ein
Volumen von 50 ul dieser Virusverdiinnungen wurde anschlieRend in die Nasenlocher der
Ketamin-Xylazin-narkotisierten Mause pipettiert. Als Kontrolle diente eine mit PBS
behandelte Gruppe. Uber einen Versuchszeitraum von 14 Tagen wurden die Tiere taglich
kontrolliert und das Gewicht dieser Tiere wurde dokumentiert. Die Tiere wurden vorzeitig aus
dem Versuch genommen und euthanasiert, wenn eines der im Tierversuchsantrag
beschriebenen Abbruchkriterien erflllt wurde, beispielsweise wenn ein Gewichtsverlust von
25 % in Bezug auf das Ausgangsgewicht erreicht wurde. Aus der Anzahl der verstorbenen
bzw. Uberlebenden Tiere der jeweiligen Gruppen wurde anschliefend die MLDsy nach Reed
und Muench (Reed und Muench, 1938) berechnet.

Antivirale Aktivitiat der SALPs im Ko-Behandlungsansatz

Zur Bestimmung der antiviralen Aktivitdt der SALPs im Mausmodell wurden
Uberlebensversuche unter SALP-Behandlung durchgefiihrt. In diesem Experiment wurde ein
Gemisch aus 5 ug SALP PEP 19-2.5 und 10* p.f.u. des H7N7 Virus (~15-fache MLDs)
hergestellt. Ein Volumen von 70 pl dieses Peptid-Virus Gemischs wurde anschlieliend den
Ketamin-Xylazin-narkotisierten Mause (n=17) i.n. verabreicht. Als Kontrollen dienten
infizierte und mit PBS (n=15) oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP (n=16) behandelte
Mause. Der weitere Versuchsablauf wurde identisch zu den zuvor beschriebenen
Uberlebensversuchen durchgefiihrt. Jeweils 2-3 Tiere pro Gruppe wurden fiir die

Organentnahmen am Tag 3 oder 6 p.i. (3.10.5) verwendet.
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Antivirale Aktivitat der SALPs im therapeutischen Behandlungsansatz

Die therapeutische Behandlung mit SALPs nach der Influenzavirusinfektion wurde ebenfalls
im Mausmodell untersucht. Dabei wurden neun Mause pro Gruppe mit Ketamin-Xylazin
narkotisiert und anschlieBend mit 50 pl 2,3x10° p.f.u. des H7N7 Virus (5-fache MLDsp) i.n.
infiziert. Etwa 30 min nach der Virusinfektion wurde eine i.n. Behandlung mit 5 ug
PEP 19-2.5, angesetzt in 25 ul PBS, durchgefihrt. Fur sechs weitere Tage wurde die gleiche
Menge der SALPs in einem Volumen von 25 pl i.n. appliziert. Daflir wurden die Tiere nur
kurz mittels Isofluran narkotisiert. Als Kontrolle diente eine mit PBS behandelte H7N7-
infizierte Kontrollgruppe (n=8). Zusatzlich wurde in einer weiteren Kontrollgruppe die
antivirale Wirkung von Oseltamivir auf die H7N7 Virusinfektion in der Maus evaluiert. Dazu
wurden die Tiere (n=11) wie bereits beschrieben mit H7N7 infiziert und 30 min nach der
Infektion mit 100 mg/kg Oseltamivir oral behandelt. Die tagliche Oseltamivir-Behandlung
wurde fir weitere 6 Tage fortgesetzt. Fur diese Studien wurde Oseltamivir in PBS verdinnt
und ein Volumen von 33 ul dieser Oseltamivirldsung wurden in den Oesophagus, der
fixierten und im Halsbereich Uberstreckten Mause mit der Pipette, appliziert. Die Tiere
wurden fir die Versuchsdauer von 14 Tagen taglich Uberprift und das Gewicht wurde
dokumentiert. Von drei Mausen wurden die Organe zur immunhistochemischen

Untersuchung am Tag 5 p.i. entnhommen (3.10.5).

3.10.5 Organentnahmen

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation mit vorangegangener Isofluran-Narkose
getotet. Der Thorax und der Bauchraum wurden von ventral mit einer Schere eroffnet.
AnschlieRend wurde die Lunge freiprapariert und entnommen. Die Mauslunge wurde fir
immunhistochemische Untersuchungen von GewebedUnnschnitten (3.11.4) und zur
Bestimmung der viralen Lungentiter mittels Plaquetest (3.7.4) verwendet. Die Vorbereitung
der Organe fur beide Analysen ist unter Praparation von murinen Organen fir

Folgeuntersuchungen (3.10.6) ndher erlautert.

3.10.6 Praparation von murinen Organen fiir Folgeuntersuchungen

Far immunhistochemische Analysen wurden die entnommenen Organe (3.10.5) fur 24 h in
4 % PFA fixiert. Danach wurde das PFA durch 1x PBS ersetzt und bei 4 °C bis zur
histologischen bzw. immunhistochemischen Farbung (3.11.4) gelagert. Fir Virustiter-
Bestimmungen wurden die isolierten Lungen in mit Glasperlen bestiickte Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und das Gewicht der Gewebe wurde ermittelt. Anschliefend wurde das Organ in

1 ml sterilem 1x PBS aufgenommen und fir 20 min bei 30 Hz und 4 °C in einer
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Schwingmuhle homogenisiert. Zum Entfernen groRerer Gewebetrimmer wurde die Probe
anschlieend fir 5 min bei 6000 xg und 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene, virushaltige
Uberstand wurde in ein Kryoréhrchen (berfiihrt und bis zur Durchfiihrung des Plaquetests,
zur Ermittlung des Virustiters (3.7.4), bei -80 °C archiviert.

3.11 Histologische Methoden

Aus den entnommenen Organen wurden Gewebeschnitte angefertigt (3.11.1) und
Hamatoxylin-Eosin- (HE) oder immunhistochemische Farbungen (3.11.3; 3.11.4)
durchgefiihrt. Dadurch war es moglich verschiedene Fragestellungen beziglich der Toxizitat
der SALPs in der Maus (3.10.2), der Lokalisation der SALPs nach i.n. Applikation in der
Maus (3.10.3) und der Pathogenitat zu (3.10.4) untersuchen.

3.11.1 Herstellung von FFPE-Gewebeschnitten am Mikrotom

Aus zuvor entnommenen und praparierten Organen (3.10.5; 3.10.6) wurden formalinfixierte,
paraffineingebettete (FFPE)-Gewebeschnitte flr histologische und immunhistologische
Untersuchungen hergestellt. Dazu wurden die Gewebe in einem Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomaten ASP 300 sequenziell in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
inkubiert, mit Hilfe von Xylol entwassert und anschlieRend mit Paraffin infiltriert. Dabei wurde

das folgende Programm angewandt:

Schritt Dauer Temperatur
Ethanol 70 % 1h RT
Ethanol 80 % 1h RT
Ethanol 90 % 1h RT
Ethanol 95 % 1h RT
Ethanol 100 % 1h RT
Ethanol 100 % 1,5h RT
Xylol | 1h RT
Xylol Il 1h RT
Paraffin Typ 3 1h 58 °C
Paraffin Typ 3 1h 58 °C
Paraffin Typ 3 1h 58 °C

Nach Abschluss des Programms wurden die Gewebe mittels einer Paraffingiel3station in

Paraffinbloécke eingebettet und zur Lagerung bei Raumtemperatur im Dunklen aufbewahrt.
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Zur Vorbereitung der Paraffinblocke flr das Schneiden, wurden diese auf einer Kuhlplatte fiir
circa 2 h bei -13 °C gekuhlt. Mit Hilfe des Mikrotom HM325 wurden aus den Paraffinblécken
4 uym dicke Gewebeschnitte angefertigt, welche anschlieend im 37 °C warmen Wasserbad
gestreckt und auf einem SuperFrost/Plus-Objekttrager aufgenommen wurden. Die
Trocknung erfolgte flir circa 16 h bei 37 °C in einem Umluftwarmeschrank. Die getrockneten
Schnitte wurden bei Raumtemperatur im Dunklen gelagert, bevor sie immunhistochemisch

gefarbt wurden.

3.11.2 Entparaffinierung und Rehydrierung von FFPE-Gewebeschnitten

Zur Farbung der FFPE-Gewebeschnitte missen diese entparaffiniert und rehydriert
vorliegen. Dieser Vorgang wurde manuell Uber sequentielle Inkubationsschritte in Ottix

Shaper und Ottix Plus, welche als Alkohol- oder Xylol-Ersatz dienen, durchgeflhrt.

Schritt Dauer
Ottix Plus (I) 5 min
Ottix Plus (1) 5 min
Ottix Plus (Ill) 5 min
Ottix Plus (IV) 5 min
Ottix Shaper (1) 2 min
Ottix Shaper (l) 2 min
Ottix Shaper () 2 min
Ottix Shaper (IV) 2 min
ddH,O 2 min
ddH,O 2 min

3.11.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Zur besseren lichtmikroskopischen Untersuchung der FFPE-Gewebeschnitte wurde eine HE-
Farbung durchgefiuhrt. Dabei farbt der Farbstoff Hamatoxylin saure bzw. basophile
Strukturen, wie beispielsweise den Zellkern oder das Endoplasmatische Retikulum blau an.
Im Gegensatz dazu werden Zellplasmaproteine und Mitochondrien, welche einen basischen
oder eosinophilen Charakter besitzen durch Eosin rot gefarbt. Die entparaffinierten
Gewebeschnitte wurden fur 4 min bei Raumtemperatur in Hamatoxylinldsung inkubiert und
anschlieflend unter Leitungswasser geschwenkt. Danach wurden die Schnitte fir ein paar
Sekunden in einer Losung, bestehend aus 97 % Ethanol und 3 % HCI, differenziert und unter

flieRendem Leitungswasser gebldut. Die Eosin-Farbung wurde durch eine 25-sekundige
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Inkubation mit dem Farbstoff Eosin durchgefihrt. Nach der erfolgreichen HE-Farbung

wurden die Schnitte wieder nach folgendem Protokoll entwassert:

Schritt Dauer

Ottix Shaper (1) 10x eintauchen
Ottix Shaper (1) 10x eintauchen
Ottix Shaper (1) 10x eintauchen
Ottix Shaper (1V) 5 min

Ottix Plus (1) 10x eintauchen
Ottix Plus (1) 10x eintauchen
Ottix Plus (Ill) 10x eintauchen
Ottix Plus (IV) 10x eintauchen
Xylol 10x eintauchen
Xylol 10 min

Die Eindeckelung der entwasserten Schnitte erfolgte mit Eukitt. Die Aufnahmen der HE-
gefarbten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe des Durchlichtmikroskop Axioskop 2 mit der
ProgRes C12 plus Kamera gemacht. Die Bearbeitung der Bilder fand mit der ImageAccess
Software v.5.1 sowie Adobe® Photoshop® CS4 Extended v.11.0.2 Software statt.

3.11.4 Immunhistochemische Farbung von FFPE-Gewebeschnitten (IHC-P)

Die spezifische Detektion von viralem Antigen in Lungengewebediinnschnitten erfolgte in
dieser Arbeit mittels immunhistochemischer Farbung. Diese Methode ermdglicht eine
Aussage Uber den Grad der viralen Infektion und den viralen Tropismus im primaren
Zielorgan. Um eine qualitativ hochwertige Farbung der Schnitte mit den Antikorpern zu
garantieren und die Hintergrundfarbungen zu reduzieren, wurde zunachst eine Reihe an
Blockierungsschritten durchgefuhrt. Dazu wurden die entparaffinierten und rehydrierten
Gewebeschnitte (3.11.2) fir 16 min bei 850 W und anschlieRend flr 5 min bei 450 W in
einem Citrat Plus Puffer zur Antigen-Demaskierung in der Mikrowelle aufgekocht. Nach einer
Abkuhlung der Proben fur circa 20 min erfolgte ein 5-minatiger Waschschritt mit 1x PBS. Zur
Blockierung der endogenen Peroxidase, welche zu einer starken DAB-Hintergrundfarbung
bei einer Detektion mittels HRP-Konjugat fiihren kann, wurden die Schnitte fir 15 min in
einem Peroxidase-Blocking-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Losung wurde durch
zweimaliges Waschen mit 1x PBS fir 5 min wieder entfernt. Danach erfolgte die 15-mindtige
Avidin/Biotin-Blockierung mit Hilfe des Avidin/Biotin Blocking Kit SP2001 und die
anschlielende 30-minutige Blockierung unspezifischer Bindungen mittels 10 %-igem in PBS
verdinnten Eselserum. Die Gewebeschnitte wurden mit dem Primarantikorper, Anti-H7N1
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Serum, welcher 1:2000 in 1x PBS verdlnnt wurde, flr 75 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die Schnitte mit dem biotinylierten Sekundarantikorper, Anti-Kaninchen-
Biotin fiir 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Sekundarantikérper wurde dabei 1:200
in 1x PBS, welches 2 % Eselserum enthielt, verdinnt. Die Bindung des Streptavidin-HRP-
Konjugats an den biotinylierten Sekundarantikérper wurde mit Hilfe des ZytoChemPlus
(HRP) Broad Spectrum (DAB) Kit durch eine 15-minltige Inkubation gewahrleistet. Zum
Entfernen der ungebundener Antikdrper und des ungebundenen Streptavidin-HRP-Konjugats
wurden die Schnitte zwischen den jeweiligen Inkubationsschritten mehrmals mit 0,05 %
Tween-PBS oder 1x PBS gewaschen. Die indirekte, immunhistochemische Farbung des
viralen Antigens erfolgte durch die Zugabe des HRP-Substrats, 3,3'-Diaminobenzidin (DAB).
Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Reaktion nach circa 3-5 min mit ddH20
gestoppt. Zur besseren lichtmikroskopischen Untersuchung wurde eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin (3.11.3) angeschlossen. Die Eindeckelung der Schnitte erfolgte mit Eukitt. Die
Aufnahmen der immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe des
Durchlichtmikroskops Axioskop 2 mit der ProgRes C12 plus Kamera oder dem Mikroskop
ECLIPSE Ni-E mit der DS-Fi2 Kamera gemacht. Die Bearbeitung der Bilder fand mit den
Programmen Elements AR 4_2000 und Adobe® Photoshop® CS4 Extended v.11.0.2 statt.

3.12 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung der in dieser Arbeit gewonnenen Daten erfolgte mittels der
Statistiksoftware GraphPad Prism 5 v.5.03 fur Windows (Graphpad Software, Inc.) und
GraphPad Prism (Graphpad, abgerufen am 10.12.2013). Die statistische Signifikanz lag bei
einem P-Wert von <0,01 vor und wurde in den Abbildungen durch *p<0,01 oder **p<0,001
gekennzeichnet. Die statistische Signifikanz der Uberlebensraten der infizierten und PBS-
behandelten Tiere im Vergleich zu den infizierten und SALP-behandelten Tieren wurde mit
dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Tests im GraphPad Prism 5 Programm berechnet. Der
Student's-t-Tests wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanz aller anderen Daten

eingesetzt.
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4 Ergebnisse

Die neue Gruppe synthetischer Peptide, die sogenannten SALPs, wurden gegen das LPS
von gramnegativen Bakterien designt. Die Peptide weisen jedoch nicht nur gegen
gramnegative sondern ebenfalls gegen grampositive Bakterien eine antimikrobielle Wirkung
auf (Gutsmann et al., 2010; Kaconis et al., 2011; Schuerholz et al., 2012; Heinbockel et al.,
2013). Des Weiteren besitzen sie eine antivirale Aktivitdt gegen ein breites Spektrum an
Viren, wie beispielsweise HIV, HBV, HCV und HSV (Krepstakies et al., 2012). Diese
antivirale Aktivitat wird durch die spezifische Bindung der SALPs an Heparansulfat vermittelt,
welches als zellularer Ko-Rezeptor dieser Viren zur Bindung an die Zelle genutzt wird
(Krepstakies et al., 2012). Um zu untersuchen, ob diese Peptide ein breites Spektrum von
Viren inhibieren kénnen, wurde in dieser Arbeit die antivirale Aktivitat der SALPs gegen
Influenza A Viren evaluiert. Da die bereits publizierte antivirale Aktivitat auf eine verminderte
Bindung der Viren an die Zelloberflache durch die von SALPs gebundenen Ko-Rezeptoren
zurtick zu fuhren ist, wurde zunachst eine mogliche Bindung der SALPs an den zellularen

Rezeptor der Influenza A Viren getestet.

4.1 Bindungsaffinitat der SALPs an N-Acetylneuraminsauren

Die Analyse der Bindungsaffinitat von SALPs an den Rezeptor der Influenza A Viren, der
N-Acetylneuraminsaure, fand mit Hilfe der isothermen Titrationskalorimetrie statt. Diese
Methode wurde bereits zur Ermittlung der spezifischen Bindung von SALPs an Heparansulfat
in den vorherigen Studien angewandt (Krepstakies et al., 2012). Die SALPs wurden zu der
N-Acetylneuraminsaure titriert und die Anderung der Enthalpie, die bei einer direkten
Interaktion dieser Moleklle entsteht, wurde mit Hilfe des isothermen Titrationskalorimeters

gemessen. Als Kontrolle diente das nicht-positiv geladene Kontrollpeptid PEP 19-CP.

Die in diesem Versuch eingesetzten Peptide PEP 19-2.5, PEP 19-4 und PEP 19-8D zeigten
eine starke Interaktion mit der N-Acetylneuraminsdure, welche sich durch eine exotherme
Reaktion auszeichnete (Abb. 8). Im Vergleich dazu wurde wahrend der Titration des
Kontrollpeptids PEP 19-CP zu der N-Acetylneuraminséure keine Anderung der Enthalpie
gemessen (Abb. 8A). Das bedeutet, das Kontrollpeptid PEP 19-CP zeigte keine Bindung an
die N-Acetylneuraminsdure. Die starkste exotherme Reaktion wurde mit dem Peptid
PEP 19-2.5 detektiert (Abb. 8B). Eine Sattigung der N-Acetylneuraminsaure wurde bei einem
molaren Verhaltnis von PEP 19-2.5 zu N-Acetylneuraminsdure von 5 bis 6 erhalten (Abb.
8B). Eine schwachere Reaktion fand mit den Peptiden PEP 19-8D, gefolgt von PEP 19-4
statt (Abb. 8C, D). Die Sattigung der N-Acetylneuraminsaure lag fur das PEP 19-8D und
PEP 19-4 bei einem molaren Verhaltnis von 6 bis 8 bzw. 11 bis 12 vor (Abb. 8C, D).
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Abb. 8: Bindung der SALPs an den zellularen Rezeptor der N-Acetylneuraminsaure

Fir die isotherme Titrationskalorimetrie wurde das Peptid PEP 19-2.5 (5 mM, in 20 mM HEPES-Puffer) (B),
PEP 19-4 (10 mM, in 20 mM HEPES-Puffer) (C) oder PEP 19-8D (10mM, in 20 mM HEPES-Puffer) (D) zu der
N-Acetylneuraminsaure (Sialinsadure, SS) (0,05 mM, in 20 mM HEPES-Puffer) titriert. Als Kontrolle diente das
Peptid PEP 19-CP (5 mM, in 20 mM HEPES_Puffer) (A). Die Anderung der Enthalpie wurde mit Hilfe des
isothermen Titrationskalorimeters MSC isothermal titration calorimeter bestimmt. Die Titration der Peptide wurde
nach der Sattigung der N-Acetylneuraminsdure bei einem molaren Verhaltnis von Peptid (PEP) zu
N-Acetylneuraminsaure (SS) von 6 fir PEP 19-2.5 und PEP 19-CP und von 12 fiir PEP 19-4 und PEP 19-8D
gestoppt. Die Werte, die nach einer Titration der SALPs zu HEPES-Puffer entstanden, wurden als
Hintergrundsignal von den restlichen Messwerten abgezogen. Dargestellt ist die reprasentative Anderung der
Enthalpie aus einem der zwei voneinander unabhangig durchgefiihrten Versuche.

Die Daten zeigen eine spezifische und direkte Bindung der SALPs an die
N-Acetylneuraminsdure, wobei das Peptid PEP 19-2.5 die starkste Interaktion aufweist.
Aufgrund der Erkenntnis, dass die Peptide spezifisch an den zellularen Rezeptor von
Influenza A Viren binden, wurde in den nachsten Versuchen der Einfluss der SALPs auf die

Bindung der Viren an die N-Acetylneuraminsaure auf der Zelloberflache ermittelt.

4.2 Virale Hamagglutination von Hiihnererythrozyten wahrend der SALP-

Behandlung

Zur Evaluierung der antiviralen Aktivitat der SALPs auf die virale Bindung an Erythrozyten,
welche reichlich N-Acetylneuraminsaure auf der Zelloberflache exprimieren, wurde ein

Hamagglutinationstest durchgefiihrt.
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Abb. 9: H7N7-, H3N2- und pH1N1-Hamagglutination von Hiihnererythrozyten wahrend der gleichzeitigen
SALP-Behandlung

Huhnererythrozyten wurden mit einem Gemisch bestehend aus H7N7 (1:64 oder 1:128 verdiinnt in 1x PBS),
H3N2, (1:16 oder 1:32 verdinnt in 1x PBS) oder pH1N1 Viren (1:2 oder 1:4 verdinnt in 1x PBS) und 5 ug (A)
oder 10 ug (B) des jeweiligen SALPs (PEP 19-2.5, PEP 19-4, PEP 19-8D) inkubiert. Als Kontrolle diente eine
Behandlung der Erythrozyten mit Viren und mit PBS (Kontrolle 1) oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP
(Kontrolle 2). Zusatzlich wurden Erythrozyten mit den SALPs, PBS oder PEP 19-CP inkubiert. Die virale
Hamagglutination wurde nach einer 45-minitigen Inkubation auf Eis ermittelt. Der Grad der Hamagglutination
wurde in einen prozentualen Wert umgewandelt. Eine vollstindige Hamagglutination der Huhnererythrozyten
entsprach dabei einem prozentualen Wert von 100 % und das Ausbleiben der Hamagglutination und die
Sedimentation der Erythrozyten wurde 0 % gesetzt. Dargestellt ist die reprasentative prozentuale
Hamagglutination aus einem der zwei voneinander unabhangig durchgefiihrten Versuche.

Dazu wurde ein Gemisch von Virus und Peptid zu Hihnererythrozyten gegeben und die
virale Hamagglutinationseigenschaft wurde gemessen. Die Inkubation erfolgte auf Eis um die
Neuraminidase zu inhibieren, welche sonst die Virusbindung an die Erythrozyten wieder
entfernen wirde. Um das antivirale Spektrum von SALPs zu untersuchen, wurden
verschiedene Influenza A Virussubtypen, wie z.B. das Maus-adaptierte H7N7, das humane

H3N2 und das 2009 pandemische H1N1 Virus (pH1N1) verwendet. Als Kontrolle diente die
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Behandlung mit PBS oder dem ungeladenen Kontrollpeptid PEP 19-CP. Zur weiteren
Kontrolle wurden die Erythrozyten mit den jeweiligen SALPs, PBS oder dem Kontrollpeptid,

ohne die Zugabe von Viren inkubiert.

Die SALPs zeigten eine Inhibierung der viralen Hamagglutination von allen drei
Influenzavirussubtypen (Abb. 9). Im Vergleich dazu wiesen PBS- oder Kontrollpeptid
PEP 19-CP-behandelte Proben eine durch die Bindung des Virus an die Erythrozyten
hervorgerufene Hamagglutination der Hihnererythrozyten von 100 % auf (Abb. 9). In der
Abwesenheit des Virus bei einer Inkubation der Erythrozyten mit PBS oder dem
Kontrollpeptid allein, sedimentierten die Erythrozyten und die virale Hamagglutination
entsprach 0 % (Abb. 9). Die antivirale Wirkung der SALPs auf die virale Hamagglutination
variierte abhangig vom Virussubtyp, von der Virusverdiinnung, vom jeweils eingesetzten
Peptid sowie der Menge des Peptids (Abb. 9). Dabei inhibierten die SALPs die virale
Hamagglutination von Huahnererythrozyten effizienter bei einer héheren als bei einer
niedrigeren Virusverdinnung (Abb. 9). Die Peptide PEP 19-2.5 und PEP 19-8D reduzierten
die virale Hdmagglutination bis zu 100 % und zeigten damit die starksten Effekte, verglichen
mit PEP 19-4 (Abb. 9). Ebenfalls eine starkere Inhibition der viralen Hamagglutination wurde
bei einer groReren Peptidmenge von 10 ug detektiert (Abb. 9B). Der Einsatz von 10 ug
SALPs flihrte jedoch gleichzeitig zu einem unerwinschten Nebeneffekt. Die SALPs
hamagglutinierten die Hihnererythrozyten in der Abwesenheit von Virus, wobei PEP 19-8D
die starkste Hamagglutination hervorrief (Abb. 9B). Geringer fielen diese Nebeneffekte fur
PEP 19-4 und PEP 19-2.5 aus (Abb. 9B).

Die Ergebnisse des Hamagglutinationstests zeigen, dass SALPs, speziell PEP 19-2.5 und
PEP 19-8D die virale Hamagglutination von H7, H3 und H1 Subtypen inhibieren. Diese
Wirkung der SALPs auf die virale Hamagglutination gibt ein erstes Indiz darauf, dass die
Peptide die Bindung der Viren an die Zelloberflache beeinflussen. Dieser Effekt wird

nachfolgend detaillierter untersucht.

4.3 Zytotoxizitat der SALPs

Die nachfolgenden Experimente zur Untersuchung der antiviralen Aktivitat der SALPs fanden
in der Zellkultur mit den eukaryotischen, immortalisierten Zelllinien statt. Zur Bestimmung der
nicht-toxisch wirkenden Dosis der SALPs, bei der die Zellviabilitat nicht beeintrachtigt wird,
wurde zunachst ein MTT Zellproliferationstest (MTT Cell Proliferation Assay Kit) auf MDCK-
Zellen durchgefuhrt. Die Bedingungen des Zytotoxizitatstests wurden den nachfolgenden
Experimenten fiir eine bessere Vergleichbarkeit angepasst. Dabei wurde die Zytotoxizitat der

SALPs nach einem kurzen Behandlungszeitraum, einer SALP-Inkubation von 1 h und einem
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langeren Behandlungszeitraum, einer SALP-Inkubation von 72 h, analysiert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die mit PBS- oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP-behandelt wurden.
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Abb. 10: Zytotoxizitat der SALPs auf MDCK-Zellen

MDCK-Zellen wurden mit 20 yg/ml oder 50 pyg/ml PEP 19-2.5, PEP 19-4 oder PEP 19-8D fiur einen
Behandlungszeitraum von 1 h (A) oder von 72 h (B) bei 37 °C, 5 % CO2 und 96 % rH inkubiert. Als Kontrollen
dienten Zellen, die mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden. Die Viabilitat der Zellen
wurde mittels MTT Cell Proliferation Assay Kit nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Messung der
Absorption bei einer Wellenlange von 590 nm erfolgte mit dem Mikrotiterplatten-Lesegerat und die Absorption der
PBS-behandelten Zellen wurde als Referenz gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte
der Zellviabilitdt und deren Standardabweichungen von mindestens vier voneinander unabhangig durchgefiihrten
Experimenten.

Die kurze SALP-Behandlung der Zellen zeigte abhangig vom jeweiligen Peptid und der
eingesetzten Peptidkonzentration unterschiedliche Effekte auf die Zellviabilitat (Abb. 10). Das
Peptid PEP 19-2.5 verursachte bei einer Konzentration von 20 pg/ml, verglichen mit PBS-
oder Pep 19-CP-behandelten Zellen, keine Veranderung der Zellviabilitdt (Abb. 10A). Nur
eine geringe Reduktion der Zellviabilitat von circa 10 % wurden fur die Peptide PEP 19-4 und
PEP 19-8D bei der niedrigen Peptidkonzentration detektiert (Abb. 10A). Dieser leichte
zytotoxische Effekt wurde jedoch bei dem Einsatz einer héheren Peptiddosis von 50 ug/ml,
mit einer Reduktion der Zellviabilitdt von 30-40 %, verstarkt (Abb. 10A). Im Gegensatz dazu
zeigte die 72-stlindige Inkubation der Zellen mit SALPs keine oder nur eine minimale
Veranderung der Zellviabilitat (Abb. 10B).

Mit Hilfe der in diesem Test gewonnen Daten wurde die Dosis der jeweiligen Peptide fir die
nachfolgenden Experimente in der Zellkultur bestimmt. Fir die Untersuchungen bei denen
ein kurzer Behandlungszeitraum der SALPs von einer Stunde oder kirzer gewahlt wurde,
wurden 20 ug/ml des nicht-toxischen und in den vorherigen Versuchen effizientesten Peptids
PEP 19-2.5 eingesetzt (4.1; 4.2). Fur Experimente bei denen die Peptide flir einen langeren
Zeitraum von 72 h auf den Zellen inkubiert wurden, konnten 20 ug/ml sowie 50 ug/ml der

unterschiedlichen SALPs eingesetzt werden.
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4.4 Virale Bindung an die Zelloberflache wahrend der SALP-Behandlung

Um die zuvor mit Hilfe des Hamagglutinationstests beobachtete Inhibition der viralen
Bindung an die Erythrozyten durch SALPs (4.2) =zu verifizieren, wurden

Immunfluoreszenzanalysen (3.8) durchgeflhrt.

a2,6-SS PEP 19-2.5-Rho pH1N1 Gesamt

Kontrolle 1
(PBS)

Kontrolle 2
(PEP 19-2.5-Rho)

pH1NA1

Vorbehandlung

Ko-Behandlung

INLHd

Nachbehandlung

Abb. 11: Bindung von pH1N1 Viren an die Zelloberfliche von A549-Zellen wahrend der PEP 19-2.5-
Behandlung

A549-Zellen wurden mit 10° p.f.u. des pH1N1 Virus (blau) fir 30 min bei 4 °C inokuliert. Die Behandlung mit
20 pg/ml PEP 19-2.5-Rho (rot) fand entweder vor der pH1N1 Virusinokulation (Vorbehandlung), zeitgleich mit der
Virusinokulation (Ko-Behandlung) oder nach der Virusinokulation (Nachbehandlung) statt. Als Kontrolle dienten
PBS- (Kontrolle 1) oder PEP 19-2.5-Rho- (Kontrolle 2) behandelte Zellen oder pH1N1 inokulierte Zellen (pH1N1).
Die a2,6-verkniipfte N-Acetylneuraminsaure (Sialinsdure, SS) der Zellen wurden mit dem FITC gekoppelten
Sambucus nigra Lektin (griin) gefarbt. Die an der Zelloberflache gebundenen pH1N1 Viren wurden mit Hilfe eines
Anti-pH1N1 Mausserums und dem Alexa Fluor 647 gekoppelten Anti-Maus-Antikérper detektiert. Die Aufnahmen
wurden mit Hilfe des Konfokalmikroskops C2+ gemacht. Dargestellt sind die mit dem Programm Imaris 7.6.1
erstellten reprasentativen 3D-rekonstruierten Z-Stapel aus einem der zwei voneinander unabhangig
durchgefiihrten Versuche.

Fur die detailliertere Untersuchung der SALPs auf die Bindung der Viren an die
Zelloberflache wurden pH1N1 Viren mit A549-Zellen fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Zur
Visualisierung der SALPs wurde das Rhodamin-gekoppelte PEP 19-2.5-Rho eingesetzt. Die
Wirkungsweise der SALPs wurde in drei unterschiedlichen Behandlungsansatzen
untersucht. Entweder wurde das Peptid vor der Viruszugabe appliziert

(Vorbehandlungsansatz) oder das Peptid wurde gleichzeitig mit den Viren zu den Zellen
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gegeben (Ko-Behandlungsansatz) oder aber das Peptid wurde nach der Virusinokulation
appliziert (Nachbehandlungsansatz). Als Kontrollen dienten Zellen, die ausschliel3lich mit
PBS (Kontrolle 1) oder PEP 19-2.5-Rho (Kontrolle 2) behandelt wurden. Als zusatzliche
Kontrolle wurden Zellen, die mit Virus inokuliert und nicht mit SALP-behandelt wurden,
eingesetzt. Nach der Virusinkubation wurden die a2,6-verknlpften N-Acetylneuraminsauren
und die Oberflachenantigene von pH1N1 Viren mittels Immunfluoreszenzanalyse detektiert
(3.8).

Die Kontrolle 1, der PBS-behandelten Zellen, zeigte eine gleichmalige Verteilung der
a2,6-verknipften N-Acetylneuraminsauren (grin) Gber die gesamte Zelloberflache (Abb. 11).
Eine gleichmafige Bindung uber die gesamte Zelloberfliche wurde ebenfalls fir das
PEP 19-2.5-Rho (rot) detektiert (Kontrolle 2) (Abb. 11). Die pH1N1 Viren (blau) wiesen eine
starke Bindung an die Zelloberflache auf, die durch die starken Signale der viralen
Oberflachenantigene in den pH1N1 inokulierten und PBS-behandelten Zellen, nachweisbar
sind (Abb. 11). Die SALPs inhibierten, abhangig vom Behandlungsansatz, differenziell die
virale Bindung der pH1N1 Viren an die Zelloberflache (Abb. 11). Im Vorbehandlungsansatz,
in dem die Zellen mit dem Peptid PEP 19-2.5-Rho vor der Virusinokulation behandelt wurden
und im Ko-Behandlungsansatz, in dem Virus und Peptid gleichzeitig auf die Zellen gegeben
wurde, wurde nur sehr wenig virales Antigen, verglichen mit der Kontrolle detektiert (Abb.
11). Das bedeutete, dass die Virusbindung an die Zelloberflache im Vor- und Ko-
Behandlungsansatz durch die SALPs stark inhibiert wurde (Abb. 11). Im Vergleich dazu war
die detektierte Menge von Virusantigen nur leicht reduziert, wenn das Peptid nach der
Virusinokulation appliziert wurde (Abb. 11). Somit war die Virusbindung an die Zellen im
Nachbehandlungsansatz im Vergleich zur Kontrolle kaum beeintrachtigt. Interessanterweise
wurden weniger N-Acetylneuraminsduren in dem Vorbehandlungsansatz sowie in den
uninfizierten- und PEP 19-2.5-Rho-behandelten Zellen detektiert (Abb. 11). Diese Reduktion
I&sst eine Konkurrenz zwischen den SALPs und den Lektinen um die freien Bindungsstellen
der N-Acetylneuraminsaure vermuten. Im Gegensatz dazu zeigte der Ko-Behandlungsansatz
eine reduzierte Bindung von PEP 19-2.5-Rho an die Zelloberflache, welche mit einer
intensiveren Farbung der N-Acetylneuraminsauren, aber einer ebenfalls reduzierten
Detektion von Virusantigen einherging (Abb. 11). Eine mdgliche Hypothese die sich aus
diesem Ergebnis aufstellen lasst, ist eine zusatzliche Bindung von SALPs an die
Viruspartikel, welche ebenfalls zur Reduktion der Virusbindung an die Zelloberflache

beitragen kann.

Die Aufnahmen des Vor- und Ko-Behandlungsansatzes zeigen eine starke Reduktion von
detektiertem Virusantigen. Diese Reduktion lasst auf eine starke Inhibition der viralen

Bindung an die Zelloberflache schlieRen. Sie ist durch die Bindung der SALPs an die
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Rezeptoren der Zelloberfliche und der dadurch resultierenden Unzuganglichkeit der
N-Acetylneuraminsduren fur die Influenzaviren bedingt. Zusatzlich wird eine Interaktion der
Peptide mit den Viruspartikeln vermutet, welche ebenfalls zu einer reduzierten viralen

Bindung beitragen kann. Diese Interaktion soll im Anschluss naher untersucht werden.

4.5 Bindung der SALPs an die Influenzaviruspartikel

Zur Untersuchung der aufgestellten Hypothese, dass SALPs das Potenzial besitzen an
Influenzaviren zu binden und somit zusatzlich zur Reduktion der viralen Bindung an die
Zelloberflache beitragen, wurden Bindungsstudien mit anschlieliender TEM-Analyse (3.9)
durchgefihrt.

Kontrolle 1 Kontrolle 2
PBS PEP 19-25

H7N7

T L et e

Abb. 12: Bindung von PEP 19-2.5 an H7N7 Viruspartikel

A549-Zellen wurden fir 20 min mit 20 yg/ml PEP 19-2.5-Rho inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inokulation mit
circa 10° p.fu. des H7N7 Virus fir 30 min bei 4°C. Als Kontrolle dienten PBS- (Kontrolle 1) oder
PEP 19-2.5-Rho- (Kontrolle 2) behandelte Zellen oder H7N7 inokulierte und PBS-behandelte Zellen. Die Zellen
wurden fixiert, mit 1 % OsO4 und 0,5 % Gallussaure behandelt und dehydriert. Anschlielend wurden ultradiinne
Schnitte angefertigt. Die dargestellten Aufnahmen wurden mittels TEM, FEI Technai G 20 Twin und der Kamera,
Veleta CCD, gemacht. Die weillen Pfeile markieren Aggregate des PEP 19-2.5-Rho und die roten Pfeile
markieren H7N7 Viruspartikel.
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Die Zellen wurden mit PEP 19-2.5-Rho behandelt und anschlieBend mit dem Maus-
adaptierten H7N7 Virus flr 30 min bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte die Analyse der Zellen
mittels TEM (3.9). Als Kontrollen dienten ausschlieBlich mit PBS bzw. PEP 19-2.5-Rho

behandelte Zellen sowie Zellen, die mit Virus inokuliert und mit PBS behandelt wurden.

Auf der Zelloberfliche der PEP 19-2.5-Rho behandelten, uninfizierten Zellen wurden
gebundene Aggregate des PEP 19-2.5-Rho detektiert (Kontrolle 2) (Abb. 12, obere Reihe,
rechte Aufnahme). Die Detektion einzelner Peptide war allerdings mit dieser Technik nicht
mdglich. Die mit Virus inokulierten Zellen dagegen, zeigten an die Zelloberflache gebundene
Viren (H7N7) (Abb. 12, untere Reihe). Zusatzlich wurde mittels TEM die direkte Interaktion
zwischen Viruspartikeln und Peptid-Aggregaten sichtbar (Abb. 12, untere Reihe, rechte

Aufnahme).

Die Aufnahmen zeigen die Interaktion der Peptide mit Viruspartikeln, welche méglicherweise
zusatzlich zu einer reduzierten viralen Bindung an die Zelloberflache beitragen. Im Anschluss
wurden die Auswirkungen der beschriebenen inhibierten viralen Bindung an die

Zelloberflache auf die nachfolgenden Schritte des viralen Replikationszyklus untersucht.

4.6 Internalisierung von Viruspartikeln wahrend der SALP-Behandlung

Zur Analyse der Konsequenz einer verminderten viralen Bindung an die Zelloberflache
wahrend der SALP-Behandlung, wurde die Internalisierung von Viruspartikeln in die Zelle
bestimmt. In diesem Versuch wurden A549-Zellen mit einer hohen MOI von 25 des H7N7
Virus inkubiert. Die SALP-Behandlung fand wie in den vorangegangenen Experimenten im
Vor-, Ko- und Nachbehandlungsansatz statt. Die Detektion des viralen Nukleoproteins (NP)
als Marker fur die internalisierten Viruspartikel erfolgte zwei Stunden nach Infektion. Dazu
wurden die permeabilisierten Zellen mit einem Anti-NP-Antikérper und einem grin
fluoreszierenden Sekundarantikorper behandelt (3.8). Als Kontrollen dienten unbehandelte
Zellen und Zellen die mit Virus inokuliert und mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP

behandelt wurden.

Die mit PEP 19-2.5-behandelten H7N7-infizierten Zellen wiesen im Vergleich zu den PBS-
bzw. dem Kontrollpeptid PEP 19-CP-behandelten, infizierten Zellen abhangig vom
Behandlungsansatz keine oder nur eine verminderte NP-Expression auf (Abb. 13). Die
geringsten NP-Signale im Inneren der Zellen wurden detektiert, wenn das Peptid PEP 19-2.5
vor der Virusinkubation auf die Zellen gegeben wurde (Abb. 13). Ebenfalls geringe NP-
Mengen wurden im Ko-Behandlungsansatz, bei dem das Peptid zusammen mit dem Virus zu

den Zellen gegeben wurde, ermittelt (Abb. 13). Nur leicht reduzierte Mengen von NP, im
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Vergleich zu den Kontrollen, wurden detektiert wenn das Peptid nach erfolgter Virusinfektion
appliziert wurde (Abb. 13).

H7N7

Kontrolle 1
unbehandelt (PBS)
oy RS TR

H7N7
Vorbehandlung Ko-Behandlung Nachbehandlung
Kontrolle 2 Kontrolle 2 Kontrolle 2

(PEP 19-CP) PEP19-2.5 (PEP 19-CP) PEP19-2.5 (PEP 19-CP) PEP19-2.5

Abb. 13: Aufnahme von H7N7 Viren in die Zelle wéhrend der PEP 19-2.5-Behandlung

A549-Zellen wurden mit einer MOI von 25 des H7N7 Virus fiir 30 min bei 4 °C inokuliert. Die Behandlung mit
20 yg/ml PEP 19-2.5 fand entweder vor der H7N7 Virusinokulation (Vorbehandlung), zeitgleich mit der
Virusinokulation (Ko-Behandlung) oder nach der Virusinokulation (Nachbehandlung) statt. Als Kontrollen dienten
unbehandelte Zellen bzw. H7N7 inokulierte und mit PBS- (Kontrolle 1) oder PEP 19-CP- (Kontrolle 2) behandelte
Zellen. Die von den Zellen internalisierten H7N7 Viren wurden 2 h p.i. analysiert. Dazu wurden die PFA-fixierten
und permeabilisierten Zellen mittels des Anti-NP- und des sekundaren Anti-Maus-Alexa Fluor® 488 Antikodrpers
gefarbt. Dargestellt sind die Durchlichtaufnahmen (obere Reihe), die Fluoreszenzaufnahmen (mittlere Reihe)
sowie die Ubereinandergelegten Aufnahmen (untere Reihe) des Konfokalmikroskops C2+. Dabei sind
reprasentative Aufnahmen von einem der zwei voneinander unabhangig durchgefiihrten Versuche dargestellt.
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Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass durch die SALP-Behandlung die Bindung des Virus

an die Zelloberflache gehemmt wird, welche wiederum die Infektiésitat des Virus reduziert.

4.7 Virale Replikation wahrend der SALP-Behandlung

Des Weiteren wurde der Einfluss der durch SALP verminderten viralen Bindung an die
Zelloberflache auf die Virusreplikation untersucht. Dazu wurden A549-Zellen mit einer MOI
von 1 des H7N7 Virus inkubiert. Die SALP-Behandlung fand wie in den vorangegangenen
Experimenten im Vor-, Ko- und Nachbehandlungsansatz statt. Die Detektion der viralen
Polymeraseuntereinheiten NP und PB2 erfolgte sechs Stunden nach Infektion mittels
spezifischer Antikorper in einer Immunfluoreszenz- (3.8) bzw. einer Western Blot Analyse
(3.4.2). Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen bzw. Zellen, die mit Virus inokuliert und
mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden.

Die mit PBS- oder dem Kontrollpeptid (PEP 19-CP)-behandelten H7N7-infizierten Zellen
zeigten starke NP-Signale in der Immunfluoreszenz, d.h. groRe Mengen neu synthetisierter
viraler NP-Proteine waren sowohl im Zellkern als auch im Zytoplamsa der Zellen sichtbar
(Abb. 14). Im Vergleich dazu war in PEP 19-2.5-behandelten und infizierten Zellen die
Anzahl der NP-positiven Zellen stark reduziert (Abb. 14). Die starkste Reduktion der
Virusreplikation wurde im Vorbehandlungsansatz, bei dem die Zellen vor der Virusinokulation
mit Peptid behandelt wurden sowie im Ko-Behandlungsansatz, bei dem Zellen gleichzeitig
mit Peptid und Virus inokuliert wurden, detektiert (Abb. 14). In diesen beiden Ansatzen lagen
nur vereinzelte Zellen mit neu synthetisiertem viralen NP vor (Abb. 14). Des Weiteren waren
die Nukleoproteine im Zellkern akkumuliert (Abb. 14). Dies deutete auf eine leicht verzogerte
Virusreplikation hin. Im Vergleich zu den Kontrollen wurde in Zellen, die zuerst mit Virus
inokuliert und anschlieffend mit PEP 19-2.5 behandelt wurden (Nachbehandlungsansatz),
nur eine geringfugig reduzierte Anzahl an NP-positiven Zellen mit einem leicht reduzierten
NP-Signal ermittelt (Abb. 14).
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H7N7
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Vorbehandlung Ko-Behandlung Nachbehandlung
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Abb. 14: Detektion der Virusreplikation von H7N7 Viren wahrend der PEP 19-2.5-Behandlung mittels
Immunfluoreszenz

A549-Zellen wurden mit einer MOI von 1 des H7N7 Virus fir 30 min bei 4 °C inokuliert. Die Behandlung mit
20 pg/ml PEP 19-2.5 fand entweder vor der H7N7 Virusinokulation (Vorbehandlung), zeitgleich mit der
Virusinokulation (Ko-Behandlung) oder nach der Virusinokulation (Nachbehandlung) statt. Als Kontrollen dienten
unbehandelte Zellen bzw. H7N7 inokulierte und mit PBS- (Kontrolle 1) oder PEP 19-CP- (Kontrolle 2) behandelte
Zellen. Die virale Replikation wurde 6 h p.i. analysiert. Dazu wurden die PFA-fixierten und permeabilisierten
Zellen mittels des Anti-NP- und des sekundaren Anti-Maus-Alexa Fluor® 488 Antikorpers gefarbt. Dargestellt sind
die Durchlichtaufnahmen (obere Reihe), die Fluoreszenzaufnahmen (mittlere Reihe) sowie die
Ubereinandergelegten Aufnahmen (untere Reihe) des Konfokalmikroskops C2+. Dabei sind reprasentative
Aufnahmen von einem der zwei voneinander unabhangig durchgefiihrten Versuche dargestellt.

86



Ergebnisse

A
- - L . e - NP
A__A| - — I— I P
—H — - - || - R | owe e GAFDH
un- Kontrolle 1 Kontrolle 2 PEP19-25 Kontrolle 2 PEP19-25 Kontrolle 2 PEP19-2.5
behandelt  (PBS) (PEP 19-CP) (PEP 19-CP) (PEP 19-CP)
Vorbehandlung Ko-Behandlung Nachbehandlung
B
200 —

= 150 —
)
% |
I
g_ T —L
2 100 — —
5
e .
a
i [ ] ]
g 50 —
~ T ==

1 N N [] H E &

o — ——r
Kenfrolle 1 Kentrolle2 PEP19-25  Kontrolle 2 PEP102 5 Keontrolle 2 PEP10.25
(PBS) (PEP 19-CP) (PEP 19-CP) (PEP 19-CP)
Vorbehandlung Ko-Behandlung Nachbehandlung

Abb. 15: Detektion der Virusreplikation von H7N7 Viren wahrend der PEP 19-2.5-Behandlung mittels
Western Blot

A549-Zellen wurden mit einer MOI von 1 des H7N7 Virus fir 30 min bei 4 °C inokuliert. Die Behandlung mit
20 pyg/ml PEP 19-2.5 fand entweder vor der H7N7 Virusinokulation (Vorbehandlung), zeitgleich mit der
Virusinokulation (Ko-Behandlung) oder nach der Virusinokulation (Nachbehandlung) statt. Als Kontrollen dienten
unbehandelte Zellen bzw. H7N7 inokulierte und mit PBS (Kontrolle 1) oder PEP 19-CP (Kontrolle 2) behandelte
Zellen. Die Zellen wurden nach 6 h p.i. geerntet und lysiert. Die Proteine des Zelllysats wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot auf eine Membran transferiert. Die viralen Proteine PB2 und NP
wurden mit spezifischen Antikdrpern im Western Blot detektiert (A). Die Quantifizierung der viralen Proteinlevel
erfolgte mit Hilfe des Dokumentationssystems ImageQuant LAS 4000 und der Auswertungssoftware ImageQuant
Tools. Die Hintergrundsignale der uninfizierten Zellen wurden von den Ubrigen Signalen abgezogen und die virale
Proteinmenge wurde gegen das interne Standardprotein GAPDH normalisiert. Die Signale der viralen Proteine
der infizierten und mit PBS-behandelten Zellen (Kontrolle 1) wurden 100 % gesetzt (B). Dargestellt sind die
Mittelwerte der relativen viralen Proteinmengen und deren Standardabweichungen (SD) von mindestens drei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Des Weiteren wurden die Proteinmengen der neu synthetisierten Polymeraseuntereinheit
PB2 sowie NP von H7N7-infizierten Zellen mittels Western Blot Analysen bestimmt. Die
Zellen, welche infiziert und mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden,
zeigten eine starke Virusreplikation mit intensiven PB2- und NP-Signalen im Western Blot
(Abb. 15). Im Vergleich dazu wiesen mit PEP 19-2.5-behandelte und H7N7-infizierte Zellen
abhangig vom Behandlungsansatz unterschiedliche Mengen an viralem NP bzw. PB2 auf
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(Abb. 15). Im Vorbehandlungsansatz, in dem die Zellen mit PEP 19-2.5 vor der Virusinfektion
behandelt wurden, war die Virusreplikation am starksten beeintrachtigt (Abb. 15). Es wurde
keine Bande fir das virale PB2 im Western Blot detektiert (Abb. 15A). Auch die NP-Bande
dieser Probe war vergleichbar mit der Hintergrundbande der unbehandelten und uninfizierten
Zellen (Abb. 15). Zellen, bei denen das Virus und das Peptid gleichzeitig appliziert wurden
(Ko-Behandlungsansatz), wiesen ebenfalls eine starke Reduktion der viralen Replikation auf,
mit Banden, die am Detektionslimit der Western Blot Analysen lagen (Abb. 15). Die geringste
antivirale Aktivitat besalt das PEP 19-2.5 wie bereits in den vorangegangenen Studien im
Nachbehandlungsansatz, bei dem Zellen zuerst inokuliert und anschlielend mit PEP 19-2.5
behandelt wurden (Abb. 15). In diesem Behandlungsansatz waren die Mengen von PB2 und
NP, im Vergleich zu infizierten und mit PBS-behandelten Zellen um 60-70 % reduziert (Abb.
15).

Diese Daten zeigen, dass eine verringerte virale Bindung an die Zelloberflache zu einer
reduzierten Virusreplikation fuhrt. Diese Virusreplikation ist besonders reduziert, wenn das

Peptid vor oder wahrend der Virusinokulation appliziert wird.

4.8 Bestimmung der viralen Titer nach einer Ko-Behandlung mit SALPs

Zur Evaluierung der antiviralen Aktivitat der SALPs auf die Virusreplikation wurden zusatzlich
die viralen Titer verschiedener Influenzavirussubtypen nach der SALP-Behandlung ermittelt,
um den Einfluss der SALP Behandlung auf das Entstehen von infektiésen Viruspartikeln zu
bestimmen. Fir dieses Experiment wurden MDCK-Zellen gleichzeitig mit H7N7, H3N2 oder
pH1N1 und den unterschiedlichen SALPs im Ko-Behandlungsansatz infiziert und der virale
Titer wurde mittels Plaquetest ermittelt (3.7.4). Als Kontrollen dienten Zellen, die mit Virus
infiziert und mit PBS oder dem Kontrollpeptide PEP 19-CP behandelt wurden.

Die Virusreplikation von H7N7, H3N2 und pH1N1 wurde, verglichen mit den eingesetzten
Kontrollen, aufgrund der SALP-Behandlung stark beeintrachtigt (Abb. 16). Die Peptide
PEP 19-2.5 und PEP 19-8D reduzierten bei einer Konzentration von 20 ug/ml die viralen
Titer um 1 bis 4 Logstufen (Abb. 16A, C, E). Die Behandlung mit PEP 19-4 flihrte ebenfalls
zu einer signifikanten Reduktion der viralen Titer der unterschiedlichen Subtypen, jedoch in
einem geringeren MalRe als die Behandlung mit den beiden anderen SALPs (Abb. 16A,
C, E). Die inhibitorische Wirkung der SALPs wurde bei dem Einsatz einer hoheren
Peptidkonzentration von 50 pg/ml leicht verstarkt (Abb. 16B, D, F). Die SALPs wiesen eine
unterschiedliche Inhibition der Virussubtypen auf, wobei die starksten inhibitorischen Effekte
der SALPs gegen das H7N7 Virus vorlagen (Abb. 16A, B). Etwas geringere Inhibitionen
wurden mit den SALPs gegen das pH1N1 Virus (Abb. 16E, F), gefolgt vom H3N2 Virus (Abb.
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16C, D), erzielt. Die Virustiter von infizierten und mit Kontrollpeptid PEP 19-CP-beandelten

Zellen waren vergleichbar mit denen der infizierten und PBS-behandelten Zellen (Abb. 16).
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Abb. 16: Bestimmung der Virustiter von H7N7, H3N2 und pH1N1 Viren wahrend der SALP-Behandlung

MDCK-Zellen wurden mit einer 1:10 Verdiinnungsreihe der H7N7 (A und B), H3N2 (C und D) oder pH1N1 Viren
(E und F) infiziert. Die Behandlung mit 20 ug/ml (A, C und E) oder 50 pug/ml SALPs (B, D und F) erfolgte zeitglich
mit der Virusinfektion (Ko-Behandlungsansatz). Als Kontrollen dienten Zellen die mit Virus infiziert und mit PBS
(Kontrolle 1) oder dem Kontrollpeptide PEP 19-CP (Kontrolle 2) behandelt wurden. Die Virustiter wurden im
Plaquetest bestimmt und der Virustiter der infizierten und PBS-behandelten Zellen (Kontrolle 1) wurden 100 %
gesetzt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte der Virustiter und deren Standardabweichungen aus
mindestens vier unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mit
dem Student’s-t-Test ermittelt (*p<0,01, **p>0,001).

Diese Daten zeigen, dass die Gruppe der SALPs die Influenzavirusreplikation von
unterschiedlichen Subtypen, H7, H3 und H1, dosisabhangig inhibieren. Dabei erzielen die
Peptide PEP 19-2.5 und PEP 19-8D die starksten antiviralen Effekte.
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4.9 Bestimmung der viralen Titer nach therapeutischer SALP-Behandlung

Zusatzlich wurde der Einfluss der SALP Nachbehandlung auf die Virusreplikation von H7N7
Viren in A549-Zellen ermittelt. Dafiir wurden die Zellen mit einer MOI von 10* des H7N7
Virus infiziert und anschlieRend mit 20 ug/ml PEP 19-2.5 therapeutisch behandelt. Das virale
Wachstum der Viren wurde Uber einen Zeitraum von 48 h mittels der im Plaquetest
gewonnen Virustiter bestimmt (3.7.4). Dadurch wurde die antivirale Aktivitat der SALPs in
mehreren Virusreplikationszyklen evaluiert. Als Kontrollen dienten Zellen die mit Virus
infiziert und mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden.

Die therapeutische Behandlung mit dem Peptid PEP 19-2.5 flihrte, verglichen mit den
Kontrollen, zu einer signifikant geringeren H7N7 Virusreplikation (Abb. 17). Das virale
Wachstum wurde durch die SALP-Behandlung bei einer Konzentration von 20 ug/ml bis zu
80 % (Abb. 17A) und bei einer Konzentration von 50 pg/ml bis zu 95 % (Abb. 17B) reduziert.
Dabei wurde eine starkere Inhibition nach einem langeren Untersuchungszeitraum von 48 h
detektiert. Der Einsatz einer hoéheren PEP 19-2.5 Konzentration von 50 ug/ml flihrte
ebenfalls zu einer starkeren Reduktion des viralen Wachstums (Abb. 17B). Durch die
Behandlung mit dem Kontrollpeptid PEP 19-CP wurden keine Veranderungen im viralen Titer
im Vergleich zu den H7N7-infizierten und mit PBS-behandelten Zellen detektiert (Abb. 17).
Der Uberstand der infizierten Zellen enthielt nach einer Stunde (1 h p.i.) wie erwartet keine
Virustiter (Abb. 17).
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Abb. 17: Wachstumsverhalten von H7N7 Viren in A549-Zellen wahrend der therapeutischen PEP 19-2.5
Behandlung

A549-Zellen wurden mit einer MOI von 10™ des H7N7 Virus fiir 1 h inokuliert und anschliefend gewaschen. Die
therapeutische Behandlung mit 20 pg/ml (A) oder 50 pg/ml (B) PEP 19-2.5 fand 1 h bzw. 24 h p.i. statt. Als
Kontrollen dienten H7N7 infizierte und mit PBS- (Kontrolle 1) oder PEP 19-CP- (Kontrolle 2) behandelte Zellen.
Die viralen Titer wurden 1 h, 24 h oder 48 h p.i. mittels Plaquetest bestimmt. Die Virustiter der H7N7 infizierten
und mit PBS behandelten Zellen wurde 100 % gesetzt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte der Virustiter
und deren Standardabweichungen (SD) von einem der zwei voneinander unabhangig durchgefiihrten Duplikate.
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s-t-Test ermittelt (*p<0,01, **p>0,001).
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Die Ergebnisse zeigen, dass PEP 19-2.5 die Virusreplikation und das Entstehen von

infektidsen Viruspartikeln in A549-Zellen signifikant reduziert.

4.10 Toxizitat der SALPs nach intranasaler Applikation im Mausmodell

Zur Evaluierung der antiviralen Aktivitat der SALPs im Mausmodell wurde das Peptid
PEP 19-2.5, welches die starkste inhibitorische Wirkung gegen Influenzaviren und die
geringste Zytotoxizitat in den vorangegangenen Experimenten in vitro aufwies, eingesetzt
(4.1 - 4.9). Um die nicht-toxisch wirkende Dosis des Peptids in vivo zu ermitteln, wurden
zuerst Toxizitatstests in der Maus durchgefiihrt. Dabei wurde, flir die anschlieRenden
Infektionsversuche, die Toxizitat des PEP 19-2.5 nach einmaliger Gabe sowie mehrmaliger,
einmal taglicher Gabe untersucht. Zur Gewabhrleistung einer schnellen und effizienten
Bereitstellung der Peptide im Zielorgan der Influenzaviren, der Lunge, wurden die Peptide

i.n. appliziert.

Zur Ermittlung der Toxizitdt nach der einmaligen Gabe der SALPs in BALB/c-Mausen,
wurden diese mit 5 ug, 20 pg, 50 pg oder 100 ug PEP 19-2.5 intranasal behandelt und der
Gewichtsverlust wurde als Indikator fiir die Toxizitat iber einen Untersuchungszeitraum von
14 Tagen bestimmt. Des Weiteren wurden Veranderungen im Aussehen sowie im Verhalten
der Tiere dokumentiert. Als Kontrolle dienten BALB/c-Mause die ausschlief3lich eine

intranasale PBS-Applikation erhielten.

Die einmalige, intranasale Applikation der unterschiedlichen Mengen an PEP 19-2.5 flhrte
zu einer unterschiedlich stark ausgepragten Toxizitdt der Mause (Abb. 18A). Die Mause,
welche mit 5ug bzw. 20 ug PEP 19-2.5 behandelt wurden, wiesen den gleichen
Gewichtsverlauf wie PBS-behandelte Mause auf (Abb. 18A). Aullerdem wurden keine
Veranderungen des Verhaltens oder des Aussehens, z.B. der Fellbeschaffenheit,
festgestellt. Im Gegensatz dazu fuhrte die i.n. Applikation mit 50 uyg PEP 19-2.5 am ersten
Tag nach der Behandlung zu einem Gewichtsverlust von circa 5 %, welcher sich erst zwei
Tage spater wieder normalisierte (Abb. 18A). Wenn eine hoéhere Dosis von 100 ug
PEP 19-2.5 verabreicht wurde, wurde dieser Effekt mit einem Gewichtsverlust von circa
10 % und einer Erholungsphase von circa 6 Tagen, zusatzlich verstarkt (Abb. 18A). Die
Fellbeschaffenheit der Mause, die mit einer hdheren Dosis von 50 oder 100 pg behandelt
wurden, war ebenfalls verandert und deutete auf eine schlechtere Vertraglichkeit des Peptids
hin.
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Abb. 18: Toxizitat der SALPs nach einmaliger intranasaler Gabe im BALB/c-Mausmodell

BALB/c-Mause wurden einmalig mit 5 ug (n=8; A, B), 20 ug (n=5; A), 50 ug (n=9; A) oder 100 ug (n=8; A)
PEP 19-2.5 nach einer Ketamin-Xylazin-Narkose intranasal behandelt. Als Kontrollen dienten Mause, die mit PBS
(n=8) oder 5 ug PEP 19-CP (n=8) behandelt wurden (A, B). Das Gewicht der Mause wurde mindestens jeden
zweiten Tag fur einen Untersuchungszeitraum von 14 Tagen ermittelt. Dargestellt sind die prozentualen
Mittelwerte des Gewichts und deren Standardabweichungen (SD; A, B). Am Tag 3 nach Behandlung wurden zwei
zusatzliche Mause pro Gruppe euthanasiert und die Lungen wurden zur Anfertigung von HE-geféarbten
histologischen Schnitten entnommen (C). Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des Mikroskops Axioplan 2 mit der
ProgRes C12 Kamera gemacht.

Fur die im Gewichtsverlauf nicht-toxisch wirkende Dosis von 5 ug wurden detaillierte Studien
hinsichtlich der Toxizitat durchgefihrt (Abb. 18A). Als Kontrolle dienten wieder Mause, die
mit PBS behandelt wurden. Zusatzlich wurde die Behandlung mit dem Kontrollpeptid
PEP 19-CP hinsichtlich der Toxizitat, im Gewichtsverlauf untersucht. AuRerdem wurden die
Lungen von zwei Tieren pro Gruppe drei Tage nach der Behandlung entnommen, um FFPE-
Gewebedlinnschnitte anzufertigen (3.11.1), mit HE zu farben (3.11.3) und anschlieRend

bezlglich pathologischer Veranderungen im Lungengewebe zu untersuchen.

Der Gewichtsverlauf der Mause, die intranasal mit 5 ug Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt
wurden, verlief unauffallig und zeigte keine Anzeichen einer Toxizitat (Abb. 18B). Die drei
Tage nach der Behandlung gewonnen HE-gefarbten histologischen Lungenschnitte der
PEP 19-2.5-behandelten Mause wiesen ebenfalls keine Auffalligkeiten im Vergleich zu den
Lungenschnitten der Kontrollmause auf (Abb. 18C). Das Alveolar- und Bronchialgewebe war
intakt und es waren keine Anzeichen von Infiltrationen von Immunzellen erkennbar (Abb.
18C).
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Abb. 19: Toxizitat der SALPs nach mehrmaliger intranasaler Gabe im BALB/c-Mausmodell

BALB/c- Mause wurden einmal taglich fir 7 Tage mit 5 ug (n=5) PEP 19-2.5 intranasal behandelt. Das Gewicht
der Mause wurde mindestens jeden zweiten Tag fir einen Untersuchungszeitraum von 14 Tagen ermittelt.
Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte des Gewichts und deren Standardabweichungen (SD).

Im Anschluss wurde die mehrmalige intranasale Gabe des PEP 19-2.5 hinsichtlich der
Toxizitat untersucht. Dazu wurden 5 ug des PEP 19-2.5 einmal taglich fir einen Zeitraum
von sieben Tagen intranasal verabreicht und das Gewicht wurde flir einen
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen ermittelt. Auch in diesem Experiment konnte keine
Toxizitat des Peptids PEP 19-2.5 festgestellt werden (Abb. 19).

Die aus den Toxizitatsstudien gewonnen Daten zeigen, dass eine Dosis von 20 ug
PEP 19-2.5 oder niedriger fir die einmalige, intranasale Applikation geeignet ist. Dadurch
wurde in den im Anschluss durchgefiihrten Infektionsversuchen mit einmaliger SALP-
Behandlung eine Dosis von 5 ug PEP 19-2.5 eingesetzt. Das Kontrollpeptid PEP 19-CP,
welches bei einer Dosis von 5 ug keine Anzeichen einer Toxizitat aufweist, diente in den
Mausstudien weiterhin als Kontrolle. Im Gegensatz dazu ist die intranasale Behandlung mit
einer Peptiddosis von 50 ug oder hoher, aufgrund einer im Gewichtsverlauf deutlich
erkennbaren Toxizitat, ungeeignet. Das Verabreichen von 5 ug PEP 19-2.5 einmal taglich fur
sieben Tage ist ebenfalls nicht toxisch fur die Mause und kann somit in den nachfolgenden

Infektionsstudien Anwendung finden.

4.11 Verteilung der SALPs im Respirationstrakt nach intranasaler Applikation

im Mausmodell

Nachdem die nicht-toxisch wirkende Dosis des Peptids PEP 19-2.5 ermittelt wurde, wurde im
Anschluss die Verteilung der SALPs im Respirationstrakt nach intranasaler Applikation im
Mausmodell analysiert. Die Mause wurden dafir mit 5 ug des Rhodamin-gekoppelten
PEP 19-2.5-Rho intranasal behandelt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Behandlung wurden die Lunge und die Trachea der Mause zur Anfertigung von DAPI

gefarbten histologischen Schnitten entnommen (3.10.5; 3.11.1; 3.8). Diese dienten zur

93



Ergebnisse

Analyse der Verteilung der fluoreszierenden Peptide in der Trachea und in der Lunge, dem
primdren Zielorgan der Influenzaviren. Als Kontrolle dienten BALB/c-Mause, die

ausschliefYlich eine i.n. PBS-Applikation erhielten.

Das Peptid PEP 19-2.5-Rho war nach der intranasalen Applikation auf den murinen
Epithelzellen der Lunge und der Trachea detektierbar (Abb. 20). Die Peptide befanden sich
bereits nach einem kurzen Zeitraum von 15 min in der Trachea sowie im Bronchialgewebe
der Lunge (Abb. 20). Zu spateren Zeitpunkten, 30 min oder 45 min, nach der Behandlung

breitete sich das Peptid auch in das umliegende Alveolargewebe der Lunge aus (Abb. 20).

PBS PEP 19-2.5-Rho

15 min 30 min 45 min

O
(=2]
c
=]
—

Trachea

Abb. 20: Verteilung der SALPs im Respirationstrakt nach intranasaler Gabe im BALB/c-Mausmodell

BALB/c-Mause wurden einmalig mit 5 ug (n=3) 19-2.5-Rho nach einer Ketamin-Xylazin-Narkose intranasal
behandelt. Als Kontrolle diente eine Maus, die mit PBS (n=1) behandelt wurde. Die Mause wurden 15, 30 oder
45 min nach der Behandlung euthanasiert. Die Lunge und die Trachea der Mause wurden zur Anfertigung von
DAPI gefarbten, histologischen Schnitten entnommen. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops ECLIPSE Ni-E mit der DS-Fi2 Kamera gemacht.

Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen die Verteilung des Peptids PEP 19-2.5 im gesamten
Respirationstrakt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Peptide die Zielzellen der
Influenzaviren erreichen und bieten die Voraussetzung, zu einer in der Zellkultur zuvor

evaluierten Inhibition der Virusadsorption und Virusaufnahme in der Maus.

4.12 Einfluss der SALP Ko- und Nachbehandlung auf die H7N7 Influenzavirus

Pathogenitat in der Maus

Zur Ermittlung der antiviralen Aktivitat der SALPs wahrend der Influenza A Virusinfektion im
Mausmodell wurde mit der geringsten zuvor ermittelten, nicht toxisch wirkenden Dosis von
5 ug PEP 19-2.5 gearbeitet. Hierfur wurde das an die Maus-adaptierte und letal verlaufende
H7N7 Virus eingesetzt. Die mittlere letale Dosis 50 (MLDs;) der neu generierten
rekombinanten H7N7 Viren (SC35M) wurde daflr zundchst im BALB/c-Mausmodell
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bestimmt. Zur Untersuchung der antiviralen Aktivitdt der SALPs wurden zwei
unterschiedliche Behandlungsansatze, der Ko- und der Nachbehandlungsansatz untersucht.
Im Ko-Behandlungsansatz wurde das H7N7 Virus mit einer circa 15-fachen MLDs, und 5 ug
PEP 19-2.5 gleichzeitig i.n. appliziert. Als Kontrollen dienten infizierte Mause, die mit PBS
oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP behandelt wurden. Die Pathogenitat wurde durch die
Bestimmung des Gewichts und der Uberlebensrate der Mause Uber einen Versuchszeitraum
von 14 Tagen ermittelt. Zusatzlich wurden die Mauslungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Infektion entnommen und hinsichtlich der viralen Titer mittels Plaquetest (3.7.4)

untersucht.

Die Behandlung mit dem Peptid PEP 19-2.5 im Ko-Behandlungsansatz schuitzte vor einer
letal verlaufenden Influenzavirusinfektion in BALB/c-Mausen (Abb. 21). Die Mause, die mit
dem H7N7 Virus infiziert und gleichzeitig mit PBS oder dem Kontrollpeptid PEP 19-CP
behandelt wurden, zeigten innerhalb weniger Tage einen starken Gewichtsverlust und
unterlagen der Influenzaviruserkrankung innerhalb der ersten 7 bzw. 8 Tage p.i. (Abb.
21A, B). Im Vergleich dazu zeigten Mause, die mit PEP 19-2.5 behandelt wurden keine
Reduktion ihres Gewichts und alle Mause Uberlebten die Influenzavirusinfektion (Abb.
21A, B). Diese Daten wurden zusatzlich durch die Analyse der Virustiter der Lungen am Tag
3 und 6 p.i. verifiziert (Abb. 21C). Die Kontrolltiere wiesen hohe H7N7 Virustiter in der Lunge
an beiden Untersuchungstagen auf (Abb. 21C). Im Vergleich dazu wurden keine viralen Titer
des H7N7 Virus am Tag 3 p.i. in der Lunge der infizierten und PEP 19-2.5 behandelten
Mause detektiert (Abb. 21C). Am Tag 6 p.i. wurde nur in einer der drei Mause ein Virustiter
gemessen, dieser war jedoch verglichen mit den Kontrollgruppen um drei Logstufen reduziert
(Abb. 21C).
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Abb. 21: Uberlebensrate, Gewichtsverlust und virale Lungentiter von H7N7-infizierten BALB/c-Miusen
wihrend der PEP 19-2.5 Ko-Behandlung

BALB/c-Mause wurden zeitgleich mit 10* p.f.u. des H7N7 Virus (circa 15-fache MLDso) und 5 pg PEP 19-2.5
(n=17) nach einer Ketamin-Xylazin-Narkose intranasal inokuliert (Ko-Behandlungsansatz). Als Kontrollen dienten
infizierte Mause, die mit PBS (Kontrolle 1, n=15) oder 5 pg PEP 19-CP (Kontrolle 2, n=16) behandelt wurden. Das
Uberleben (A) und das Gewicht (B) der Mause wurden iber einen Untersuchungszeitraum von 14 Tagen
ermittelt. Am Tag 3 und 6 p.i. wurden jeweils 2-3 Mause pro Gruppe euthanasiert und die Lungen wurden zur
Bestimmung der Virustiter mittels Plaquetest entnommen. Gezeigt sind die logarithmisch dargestellten viralen
Lungentiter der einzelnen Mause (C). Die statistische Signifikanz der Uberlebensraten wurde mit dem Gehan-
Breslow-Wilcoxon Test und die viralen Lungentiter mit dem Student’s-t-Test ermittelt (*p<0,01, **p>0,001).

Im Nachbehandlungsansatz wurde die therapeutische i.n. Behandlung mit 5 uyg PEP 19-2.5
30 min nach der H7N7 Virusinokulation (5-fache MLDsy) durchgefiihrt. Diese Behandlung
wurde einmal taglich fir sechs weitere Tage fortgesetzt. Zusatzlich wurde die Wirkung von
oral verabreichtem Oseltamivir im Nachbehandlungsansatz als weitere Kontrolle evaluiert.
Dabei fand die erste Behandlung 30 min p.i. statt und wurde einmal taglich fir sechs Tage
weitergefuhrt. Die Pathogenitat wurde durch die Bestimmung des Gewichts und der
Uberlebensrate der Mause Uber einen Versuchszeitraum von 14 Tagen ermittelt. Zusatzlich
wurden die Mauslungen am Tag 5 p.i. enthommen und bezuglich der Anwesenheit viraler

Antigene und moglicher Immunzellinfiltrationen immunhistochemisch untersucht (3.11.4).
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Abb. 22: Uberlebensrate, Gewichtsverlust und immunhistochemische Firbung der Lunge von H7N7-
infizierten BALB/c-Mausen wahrend der therapeutischen PEP 19-2.5 Behandlung

BALB/c-Mause (n=9) wurden mit 2,3 p.fu. des H7N7 Virus (5-fachen MLDso) intranasal inokuliert. Die
therapeutische Behandlung mit 5 ug PEP 19-2.5 fand 30 min nach der Virusinokulation statt und wurde fiir 6 Tage
einmal taglich weitergefiihrt. Als Kontrollen dienten infizierte Mause, die i.n. mit PBS (Kontrolle 1, n=8) oder oral
mit 100 ug/kg Oseltamivir (n=11) behandelt wurden. Das Uberleben (A) und das Gewicht (B) der Mause wurden
Uber einen Untersuchungszeitraum von 14 Tagen ermittelt. Am Tag 5 p.i. wurden jeweils 3 Tiere pro Gruppe
euthanasiert und die Lungen wurden entnommen. In immunhistochemischen Lungenschnitten wurde das virale
Antigen (NP) detektiert und eine Gegenfarbung mit Hdmatoxylin angeschlossen. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe
des Durchlichtmikroskops ECLIPSE Ni-E mit der DS-Fi2 Kamera gemacht. Die statistische Signifikanz der
Uberlebensraten wurde mit dem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test ermittelt (*p<0,01, **p>0,001).

Die therapeutische Behandlung mit dem Peptid PEP 19-2.5 hatte keinen Einfluss auf die
Gewichtsabnahme oder das Uberleben der Tiere (Abb. 22). Die PEP 19-2.5- als auch die
PBS-behandelten H7N7-infizierten Mause, zeigten die gleiche starke Gewichtsabnahme und
das Versterben der Tiere bis Tag 7 p.i. (Abb. 22A, B). Im Vergleich dazu wiesen die
immunhistochemischen Schnitte eine verminderte Anzahl an infizierten Zellen und eine
geringere Infiltration von Immunzellen in PEP 19-2.5-behandelten Lungen auf (Abb. 22C).
Die orale Einnahme von Oseltamivir rief eine leichte Reduktion der Virulenz, die mit einer
verzdgerten und reduzierten Gewichtsabnahme und einem Uberleben der Tiere von 20 %
einherging, hervor (Abb. 22A, B). Diese Ergebnisse wurden durch die Lungenschnitte, in
denen die geringste Anzahl an infizierten, Virusantigen-positiven Zellen und infiltrierten

Immunzellen im Vergleich zu den anderen Gruppen vorlag, verifiziert (Abb. 22C).
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Diese gewonnen Ergebnisse zeigen, dass insbesondere bei der gleichzeitigen Applikation
von Virus und Peptid ein Schutz vor der Influenzavirusinfektion besteht. Dieser Schutz ist bei
der Peptid-Behandlung nach erfolgter Virusinfektion nicht gegeben. Diese Daten bestatigen
die in vitro gewonnenen Ergebnisse. Auch hier zeigt die Peptidbehandlung vor der
Virusinokulation sowie die gleichzeige Applikation von Peptid und Virus einen staken
antiviralen Effekt der SALPs. Diese antivirale Wirkung ist dagegen stark reduziert, wenn das

Peptid nach der Virusinfektion appliziert wird.
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5 Diskussion

5.1 SALPs inhibieren die virale Bindung an den zellularen Rezeptor durch

kompetitive Hemmung

Die Entwicklung neuer antiviraler Strategien ist von besonderer medizinischer, sozialer und
Okonomischer Bedeutung. In den Fallen, bei denen keine Immunisierung durch Vakzine
stattfinden kann, beispielsweise beim Ausbruch einer neuen Pandemie, ist der Einsatz
effizienter Medikamente von groflem Interesse. Dieser tragt zur Minderung der Infektion und
zur Eingrenzung der Virusausbreitung bei. Die verordneten Medikamente sollten dabei eine
gute Vertraglichkeit und eine hohe Wirksamkeit besitzen. Des Weiteren sollten sie nicht zur
Ausbildung von Resistenzen fiihren. Die heute hauptsachlich eingesetzten NA-Inhibitoren
weisen eine malige Wirksamkeit auf und verursachten in der Vergangenheit durch

Mutationen im NA-Genomsegment bei manchen Influenzavirussubtypen eine Resistenz.

Die SALPs sind multifunktionelle Peptide fir die bereits antimikrobielle, antiinflammatorische
und antivirale Aktivitdten beschrieben wurden (Gutsmann et al., 2010; Krepstakies et al.,
2012; Heinbockel et al., 2013). In vorherigen Studien wurde die Bindung der SALPs an den
Ko-Rezeptor Heparansulfat, welcher von einer Vielzahl von Viren genutzt wird, gezeigt.
Aufgrund dieser Bindung waren umhiillte Viren wie HIV, HBV, HCV und HSV nicht mehr in
der Lage an die Zelloberflache zu binden. Diese Inhibition der ersten Phase des viralen
Replikationszyklus, welche bereits die Infektion der Zellen verhindert, ist ebenfalls flr
Influenzaviren interessant. Der zellulare Rezeptor der Influenza A Viren ist jedoch nicht das

Heparansulfat, sondern die N-Acetylneuraminsaure (Palese und Shaw, 2007).

Zur Evaluierung der antiviralen Aktivitat der SALPs gegen Influenza A Viren wurde zuerst die
Interaktion der SALPs mit der N-Acetylneuraminsaure mittels isothermer
Titrationskalorimetrie untersucht. Die eingesetzten SALPs PEP 19-2.5, PEP 19-4 und
PEP 19-8D zeigten eine spezifische Bindung an die N-Acetylneuraminsaure, wodurch die
Voraussetzung einer kompetitiven Hemmung gegeben war. Dabei interagierte das

PEP 19-2.5 am starksten mit dem zellularen Rezeptor.

Die Interaktion von SALPs mit Heparansulfat wurde ebenfalls mit Hilfe der isothermen
Titrationskalorimetrie ermittelt (Krepstakies et al., 2012). Bei der stark exotherm verlaufenden
Reaktion wurde eine Anderung der Enthalpie von 40 kJ/mol detektiert. Bereits bei einem
molaren Verhaltnis von Peptid zu Heparansulfat von 1 wurde eine Sattigung des
Heparansulfats erzielt. Im direkten Vergleich zu den Daten dieser Arbeit wird Heparansulfat

somit schneller als die N-Acetylneuraminsaure gesattigt. Die Bindung der Peptide an
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Heparansulfat wird aufgrund der unterschiedlichen Ladungen vermutet. Die SALPs sind
positiv geladen und koénnten dadurch eine Interaktion mit dem negativ geladenen
Heparansulfat eingehen und dieses dadurch neutralisieren. Die N-Acetylneuraminsaure
besitzt ebenfalls eine negative Ladung, wodurch der gleiche Mechanismus der Bindung
vermutet werden kann. Dabei scheint die allgemeine positive Ladung und die gleichmaRige
Verteilung der positiv geladenen Aminosauren mehr Einfluss auf den antiviralen Effekt zu
besitzen, als die eigentliche Aminosauresequenz und der amphiphile Charakter der Peptide
(Krepstakies et al., 2012). Diese Hypothese wird durch die Daten dieser Arbeit unterstitzt,
da das nicht-positiv geladene Kontrollpeptid PEP 19-CP keine Bindung mit der
N-Acetylneuraminsaure eingeht. Die Daten dieser und der vorangegangenen Arbeit zeigen
somit, dass die positive Ladung der SALPs wahrscheinlich entscheidend fiir die Bindung und
Neutralisierung zellularer Rezeptoren ist. Weshalb das PEP 19-2.5 die starkste Interaktion
zur N-Acetylneuraminsaure aufweist, ist bislang noch ungeklart. Das SALPs das Potenzial
besitzen eine Vielzahl unterschiedlicher Oberflachenstrukturen, wie beispielsweise LPS, die
Zellmembrankomponenten Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin sowie die negativ
geladene Oberflache der grampositiven und gramnegativen Bakterien zu binden, wurde in
unterschiedlichen Publikationen gezeigt (Gutsmann et al., 2010; Kaconis et al., 2011;
Heinbockel et al., 2013). Aufgrund einer Bindung der SALPs an den zelluldren Rezeptor
N-Acetylneuraminsaure ist hypothetisch die Bindung des viralen Hamagglutinins nicht mehr
moglich, wodurch die Anzahl der an der Zelloberflache gebundenen Viruspartikel reduziert
sein musste. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden Experimente zur Bindung der

Viruspartikel an die Zelloberflache wahrend der SALP-Behandlung durchgefuhrt.

Vor diesen Experimenten wurde zunachst die Zytotoxizitdt der SALPs mittels MTT-Test
analysiert. Die Behandlung der Zellen mit 20 yg/ml SALP zeigte keine Veranderung der
Zellviabilitat und somit keine Toxizitat. Eine héhere Konzentration von 50 ug/ml beeinflusste
die Zellviabilitdt je nach Behandlungsdauer unterschiedlich. Mit Hilfe dieser Daten konnten
die nachfolgenden Untersuchungen mit nicht-toxisch wirkenden SALP-Dosen in der
Zellkultur stattfinden. Fur zuklnftige Versuche waren detailliertere Toxizitatsbestimmungen
mit mehreren Zelllinien, primaren Zellen und unterschiedlichen Applikationsschemata
wichtig. AuRBerdem sollten unterschiedliche Zytotoxizitatstests eingesetzt werden. Dabei
sollten jedoch die Daten der bereits durchgefiihrten Toxizitatstests, die die Daten des MTT-
Experiments dieser Arbeit unterstiitzen mit in Betracht gezogen werden (Gutsmann et al.,
2010; Kaconis et al., 2011; Krepstakies et al., 2012). Die Zytotoxizitat der SALPs wurde unter
anderem auf Hela Zellen (humane Zervixepithelzelllinie), Vero Zellen (griine Meerkatze-
Nierenzelllinie), Jurkat T Zellen (human T-Zelllinie), HepG2 Zellen (humane
Leberepithelzelllinie), hPBMCs (human periphere mononukleare Zellen) und humanen

Makrophagen mit dem AlamarBlue Viabilitdtsassay, dem MTT Viabilitatstest und
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toxikologischen Untersuchungen mittels des Bionas Systems bestimmt (Gutsmann et al.,
2010; Kaconis et al., 2011; Krepstakies et al., 2012). Fir immortalisierte Zellen zeigten die
SALPs bis zu einer Konzentration von 20 pg/ml keine Toxizitat. Hohere Konzentrationen
fuhrten je nach Zelllinie und Zytotoxizitatstest zu unterschiedlichen Effekten. Flr primare
Zellen war bereits der Einsatz niedrigerer Dosen toxisch. Weshalb eine starkere Toxizitat der
SALPs nach einem kiirzeren Behandlungszeitraum von einer Stunde sichtbar wurde, wurde
nicht weiter evaluiert. Eine mogliche Erklarung ware jedoch eine bis jetzt unzureichend
untersuchte geringe Stabilitat der Peptide. Aufgrund einer verminderten Halbwertszeit der
Peptide ware bei einem langeren Behandlungszeitraum eine Regeneration der Zellen
denkbar. Da die Toxizitdt und die Stabilitdt von Inhibitoren bei der Entwicklung eines
Medikaments eine entscheidende Rolle besitzt, soll im Abschnitt 5.4 noch einmal gesondert

darauf eingegangen werden.

Der Einfluss der SALPs auf die Bindung der Viruspartikel an die Zelloberflache wurde mit
drei unterschiedlichen Influenza A Virussubtypen in zwei methodisch unterschiedlichen
Experimenten untersucht. Dabei kamen der HA-Test mit Hihnererythrozyten und die
Fluoreszenzanalyse zur Bestimmung der Bindung von Viruspartikeln an A549-Zellen zum
Einsatz. Beide Zelltypen exprimieren den Rezeptor N-Acetylneuraminsaure auf der
Oberflache. Die SALP-Behandlung reduzierte in beiden Untersuchungen die Bindung der
Viruspartikel an die Zelloberflache. Diese Inhibition wurde vermutlich durch eine kompetitive
Hemmung ausgeldst. Aufgrund der beschriebenen Bindung der SALPs an die
N-Acetylneuraminsaure ist wahrscheinlich keine Bindung des viralen HA-Proteins mehr
moglich. Die Reduktion der viralen Hdmagglutination, welche mit den drei unterschiedlichen
Influenzavirussubtypen dem Maus-adaptierten H7N7 Virus, dem humanen H3N2 Virus und
dem pH1N1 Virus detektiert wurde, zeigte, dass die SALPs ein breites Spektrum der
Influenzaviren inhibieren. Die starksten inhibitorischen Effekte wurden mit PEP 19-2.5 und
PEP 19-8D detektiert. Bereits der Einsatz einer niedrigen SALP-Konzentration verringerte
die virale Hamagglutination. Eine hbéhere SALP-Konzentration verstarkte nur leicht den
inhibitorischen Effekt, was auf eine ausreichende Blockierung des zellularen Rezeptors
bereits bei niedrigen Konzentrationen deutet. Bei der hdheren Peptidkonzentration wurde
zusatzlich eine Hamagglutination der Hihnererythrozyten detektiert. Diese Hamagglutination
lasst das Vorhandensein mehrerer Bindungsstellen der SALPs vermuten, welche
anschlielend mit Hilfe der TEM-Analyse untersucht wurden. Eine Lyse der Erythrozyten
kann aufgrund der durchgeflihrten Hamolysetests vorangegangenen  Studien
ausgeschlossen werden (Gutsmann et al., 2010; Kaconis et al., 2011). Im HA-Test wurde
lediglich der Ko-Behandlungsansatz, bei dem die Peptide und das Virus zusammen zu den
Erythrozyten gegeben wurden, untersucht. Zur Analyse der antiviralen Funktion der SALPs

wurden im  Bindungsversuch auf A549-Zellen drei unterschiedliche SALP-
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Applikationsansatze betrachtet. Dabei zeigten der Vorbehandlungsansatz, bei dem die
Zellen vor der Virusinokulation mit PEP 19-2.5 behandelt wurden, und der Ko-
Behandlungsansatz, bei dem das Virus und das Peptid gleichzeitig zu den Zellen gegeben
wurden, die starkste Inhibition der viralen Zellbindung. Im Gegensatz dazu wurden nur
leichte inhibitorische Effekte im Nachbehandlungsansatz, in dem die Zellen zuerst mit Virus
inokuliert und anschlieRend mit Peptid behandelt wurden, erzielt. Eine mogliche Erklarung fir
diese Beobachtung ware, dass sobald das Virus erfolgreich an den Rezeptor der Wirtszelle
gebunden hat, die SALPs keine inhibitorische Wirkung mehr besitzen. Die Ergebnisse der
untersuchten Applikationsansatze verifizieren die Hypothese der kompetitiven Hemmung.
Somit werden mit Influenza A Viren ahnliche inhibitorische Effekte wie mit anderen umhdillten
Viren erzielt (Krepstakies et al., 2012). Die spezifischen Bindungsversuche zeigten im
Vorbehandlungsansatz eine Reduktion der HIV-Bindung an die Zelloberflache von 80-90 %.
Ebenfalls inhibierten die SALPs effizient die virale Zellbindung von HSV. Mittels der Heparin-
Affinitatschromatographie wurde gezeigt, dass die SALP-Behandlung zu einer deutlich
reduzierten Bindung von HBV an Heparin fuhrt. Dabei wurde eine gleich starke Inhibition im
Vor- und Ko-Behandlungsansatz gezeigt. Fur die antiviralen Studien wurden ebenfalls die
SALPs PEP 19-2.5 und PEP 19-4 verwendet, wobei PEP 19-2.5 minimal besser die Bindung

der Viren an die Zellen inhibierte.

Zusatzlich zur Bindung der SALPs an den zellularen Rezeptor wurde die Interaktion der
SALPs mit den Viruspartikeln selbst untersucht. Diese Interaktion kann ebenfalls zur
verminderten viralen Bindung an die Wirtszelle beitragen. Die TEM-Aufnahmen zeigten die
Interaktion zwischen SALPs, welche Aggregate bildeten, und den Viruspartikeln. Die Bildung
von SALP-Aggregaten lasst mehr als eine Bindungsstelle der SALPs, welche die Interaktion
zwischen SALPs ermdglicht, vermuten. Diese Hypothese kdnnte eine mdgliche Erklarung fur
die bei der hoheren SALP-Konzentration detektierte  Hamagglutination der
Huhnererythrozyten geben. Damit wurde die bereits in einer Studie gezeigte Bindung der
SALPs an die Zelloberflache sowie die Bildung von Peptidaggregaten, welche mit
Fluoreszenz- und TEM-Analysen untersucht wurden, bestatigt (Krepstakies et al., 2012). Die
gewonnenen Daten der isothermen Titrationskalorimetrie, des HA-Tests, der Fluoreszenz-
und der TEM-Analyse deuten auf die Reduktion der viralen Bindung an die Zelloberflache
aufgrund zwei unterschiedlicher Mechanismen hin. Zum einen interagieren SALPs mit dem
zellularen Rezeptor der N-Acetylneuraminsaure und scheinen dadurch eine effiziente
Bindung des viralen Hamagglutinins an diesen zellularen Rezeptor zu blockieren. Zum
anderen binden SALPs an die Viruspartikel, wodurch ebenfalls die virale Bindung an die
Zelloberflache gehemmt werden koénnte. Welcher der beiden Mechanismen starker zur
Inhibition beitragt, muss in zukilnftigen Experimenten noch detailierter analysiert werden.

Unklar ist auch, ob die SALPs mit den viralen Oberflaichenmolekilen HA oder NA
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interagieren oder eine direkte Interaktion mit der viralen Lipidhllle, welche von der
Lipiddoppelschicht der Wirtszelle stammt, besteht. Um diesen Sachverhalt naher zu
untersuchen sind weitere Studien notwendig. Mit dem jetzigen Wissensstand kénnen nur
Spekulationen Uber die SALP-Virus-Interaktion stattfinden. Dabei ist eine Bindung der SALPs
an die negativ geladenen Komponenten der viralen Lipidhille, wie beispielsweise
Heparansulfat, N-Acetylneuraminsdure und Phosphatidylcholin wahrscheinlicher, als eine
Bindung an positiv geladene, komplex glykosylierte virale Oberflachenproteine (Kaconis et
al., 2011; Krepstakies et al., 2012). Des Weiteren ist aufgrund der Bindung der SALPs an die
Viruspartikel eine unterschiedliche inhibitorische Wirkung flr die Influenzavirussubtypen
denkbar. Eine Bindung der SALPs an andere umhiillten Viren, wie z.B. die bereits
untersuchten Viren HIV, HSV, HBV und HCV ware ebenfalls hypothetisch mdglich, wurde bis

jetzt jedoch noch nicht ausreichend untersucht.

5.2 SALPs reduzieren die Internalisierung von Viruspartikeln sowie die

Virusreplikation

Zur Untersuchung der Konsequenzen einer verminderten Bindung der Viren an die
Zelloberflache wurden die von der Zelle internalisierten Viruspartikel detektiert. Aul3erdem
wurde die virale Replikation mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen, Western Blot
Analysen, Plaque-Reduktionstests und Wachstumskurven bestimmt. Dabei wurden ebenfalls
die unterschiedlichen SALP-Applikationsansatze des Vor-, Ko- und

Nachbehandlungsansatzes analysiert.

Aufgrund der SALP-Behandlung wurde eine verringerte virale Zellbindung hervorgerufen,
wodurch weniger Zellen infiziert wurden. Dadurch war die zellulére Internalisierung der
Viruspartikel stark reduziert. Dabei war die Virusaufnahme besonders im Vor- und Ko-
Behandlungsansatz beeintrachtigt, bei denen die Zellen entweder vor oder wahrend der
Virusinokulation mit den SALPs behandelt wurden. Nur geringflgige Effekte wurden im
Nachbehandlungsansatz erzielt, bei dem die Zellen zuerst mit Virus inokuliert und
anschliefend mit Peptid behandelt wurden. Bei dieser Analyse der internalisierten
Viruspartikel war der Einsatz einer sehr hohen, in der Natur ausgeschlossenen
Infektionsdosis erforderlich. Diese war jedoch fiir die gewahlte Methode notwendig um
oberhalb des Detektionslimits des Fluoreszenzsignals zu liegen und die aufgenommenen
Viruspartikeln detektieren zu kdénnen. Vergleichbare Tests zur Internalisierung von
Viruspartikeln wurden auch mit HSV und HBV Viren durchgefihrt (Krepstakies et al., 2012).
Die Vorbehandlung der Zellen mit SALPs fiir eine bzw. 24 Stunden fiihrte zu einer starken

Reduktion der von der Zelle internalisierten HSV bzw. HBV Viren.
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Die Analyse der Virusreplikation der Influenzaviren wahrend der SALP-Behandlung zeigte,
dass die SALPs die Virusreplikation aufgrund einer verminderten viralen Zellbindung
reduzierten. Dies wurde mit einer Vielzahl unterschiedlicher Methoden nachgewiesen. Die
Inhibition war besonders ausgepragt, wenn das Peptid vor oder wahrend der Virusinokulation
appliziert wurde. Nur minimale Effekte wurden erneut im Nachbehandlungsansatz erzielt.
Diese verminderte Wirksamkeit der SALPs im Nachbehandlungsansatz konnte, wie bereits
beschrieben, durch eine sehr stark eingeschrankte Funktionsfahigkeit der SALPs bei bereits
an die Wirtzelle gebundenen Viruspartikeln erklart werden. Da initial weniger Zellen im Vor-
und Ko-Behandlungsansatz infiziert wurden, wurden ebenfalls weniger exprimierte virale
Proteine in der Immunfluoreszenz- und Western Blot Analyse detektiert. Aufgrund der
unterschiedlichen, zellularen Verteilung der neu synthetisierten Nukleoproteine zwischen
SALP-behandelten und nicht-behandelten Zellen, scheint die Virusreplikation zusatzlich
leicht verzdgert zu sein. Des Weiteren wurde im Ko-Behandlungsansatz der Virustiter von
allen drei eingesetzten Subtypen H7, H3 und H1 signifikant bis zu vier Logstufen inhibiert.
Dabei sind die inhibitorischen Effekte, die mit dem H7N7 Virus erzielt wurden, von
besonderem Interesse, da diese Viren hohe Replikationsraten und eine hohe Virulenz in der
Maus besitzen. Die therapeutische Applikation von PEP 19-2.5 reduzierte ebenfalls
signifikant das Wachstum der H7N7 Viren. Eine gesteigerte therapeutische Aktivitat der
SALPs in diesem Versuch konnte durch eine Verbesserung der Halbwertszeit dieser

Peptide, auf die im Abschnitt 5.4 detaillierter eingegangen wird, geschaffen werden.

Die SALPs zeigten eine unterschiedlich starke antivirale Aktivitdt gegen humane
Influenzavirussubtypen H3N2 und pH1N1 und den aviaren Influenzavirussubtyp H7N7. Zur
Untersuchung dieses Effekts wurde der Zusammenhang zwischen der Inhibition humaner
und aviarer Influenzaviren und der 02,3- und 02,6-Spezifitdt genauer betrachtet. Das
Hamagglutinin  avidrer Influenzaviren interagiert praferentiell mit «a2,3-verknipften
N-Acetylneuraminsduren, welche auf den Epithelzellen der Trachea und des Darms von
Végeln exprimiert werden (Connor et al., 1994; Bouvier und Palese, 2008). Humane
Influenzaviren bevorzugen die Bindung an a2,6-verknupfte N-Acetylneuraminsauren, welche
hauptsachlich auf Epithelzellen des humanen Respirationstrakts lokalisiert sind. Im HA-Test
zur Bestimmung der antiviralen Aktivitdt der SALPs wurden Hlhnererythrozyten eingesetzt.
Die Mehrheit der Rezeptoren auf der Oberflache von Huihnererythrozyten sind die
a2,3-verknipften N-Acetylneuraminsauren, welche wie beschrieben, von avidren
Influenzaviren gebunden werden (Medeiros et al., 2001). Die SALPs inhibierten die aviare
H7N7 Hamagglutination genauso stark, wie die durch die humanen H3N2 Viren
hervorgerufene Hamagglutination. Geringere inhibitorische Effekte wurden in diesem Test
gegen das humane pH1N1 Virus erzielt. Ebenfalls starke inhibitorische Effekte der SALPs

wurden gegen das aviare H7N7 Virus und das pH1N1 Virus in den Studien zur Bindung der
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Viruspartikel an die Zelloberflache, zur Bestimmung internalisierter Viruspartikel und zur
Bestimmung der Virusreplikation festgestellt. Diese Experimente wurden mit humanen
Lungenepithelzelllinien, welche vorrangig a2,6-verknupfte N-Acetylneuraminsauren
exprimieren, durchgefihrt (Kumari et al., 2007; Sieben et al., 2012). Es scheint daher keinen
Zusammenhang zwischen der SALP-Bindung zu 02,3- oder a2,6-verknipften
N-Acetylneuraminsduren und der Inhibition aviarer oder humaner Influenza A Viren zu
geben. Die virale Rezeptorbindung ist sehr komplex und die alleinige Betrachtung der a2,3-
oder a2,6-Spezifitat ist wahrscheinlich nicht ausreichend. Zusatzliche Studien sind
notwendig, um die SALP-Bindung an den zelluldaren Rezeptor zu charakterisieren. Dabei
kénnen z.B. Polysaccharidarrays, welche eine Vielzahl modifizierter N-Acetylneuraminsauren
besitzen, eingesetzt werden (Stevens et al., 2006). Die unterschiedliche Aktivitat der SALPs
gegen humane und aviare Influenzaviren ware auch aufgrund des zweiten Mechanismus,
der Bindung der SALPs an die Viruspartikel, moglich. Ob und wie die Inhibition aufgrund der
Interaktion der SALPs mit Viruspartikeln unterschiedlicher Subtypen beeinflusst wird, ist wie

bereits beschrieben, Inhalt weiterfihrender Arbeiten.

Die Untersuchung der Auswirkungen der reduzierten Virusbindung an die Zelloberflache auf
die weiteren Phasen des viralen Replikationszyklus war auch Bestandteil der Arbeit von
Krepstakies et al. (Krepstakies et al., 2012). Die erfolgreiche Integration des HIV Genoms mit
anschlieltender Expression der viralen Proteine, die Env-vermittelte Zell-Zellfusion sowie die
HIV Virusreplikation, gemessen an den p24 Antigenleveln wurden durch die SALP-
Behandlung inhibiert. SALPs reduzierten im Vorbehandlungsansatz die Virusreplikation von
HSV, HCV und HBV, gemessen an der ICPO- bzw. VP5-Proteinmenge im Fall von HSV-1
bzw. HSV-2. Bei HCV wurde die Inhibition mit Hilfe eines Luciferase Reporter Assay und bei
HBV durch die Ermittlung der Menge des extrazellularen HBV Kernantigens (HBeAG) oder
des HBV Oberflachenantigens (HBsAG) bestimmt. In den Analysen mit den HBV Viren
wurde parallel zum Vorbehandlungsansatz auch der Nachbehandlungsansatz untersucht, bei
dem keine Virusinhibition gezeigt werden konnte. Das bedeutet, die Daten dieser Publikation
bestatigen diejenigen in dieser Arbeit. Die Vor- und Ko-Behandlung mit SALPs inhibierte die
virale Bindung an die Zelloberflache, worauf die Infektion der Zellen und alle weiteren

Phasen des viralen Replikationszyklus inhibiert wurden.

5.3 SALPs bieten einen differenziellen Schutz vor einer letalen H7N7

Influenzavirusinfektion in der Maus

Fir die Infektionsversuche im Mausmodell wurde zunachst in vivo die nicht-toxisch wirkende
Dosis ermittelt und die Applikationsroute fir die Zustellung der Peptide im Zielorgan wurde
bestimmt. Die Versuche im Mausmodell wurden mit dem Peptid PEP 19-2.5 durchgefihrt,
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welches die starksten inhibitorischen Effekte und die geringsten zytotoxischen Effekte in den
vorangegangenen Experimenten zeigte. Die intranasale Applikation von 5 ug fuhrte auch bei
der mehrfachen Gabe zu keinem Gewichtsverlust oder anderen toxischen Anzeichen, wie
beispielsweise Veranderungen im Lungengewebe. Hoéhere Dosen ab 50 ug waren
ungeeignet fur die intranasale Applikationsroute, da sie toxische Nebeneffekte hervorriefen.
Neben der Toxizitdt wurde untersucht, ob die SALPs die Lunge erreichen. Dies wurde mit
Hilfe des Rhodamin-gekoppelten PEP 19 2.5-Rho analysiert. Die Peptide wurden bereits
nach einem kurzen Behandlungszeitraum auf der Oberflache der Epithelzellen des
Respirationstrakts nachgewiesen und das Erreichen der Zielzellen war somit gegeben.
Aufgrund der Verknlpfung von Peptiden mit einem Farbstoff kann es zu Veranderungen der
Peptide kommen, welche Auswirkung auf die Lokalisierung dieser haben kénnte. Durch die
Bestimmung der nicht-toxisch wirkenden Dosis und der Zustellung des Inhibitors zu den
Zielzellen waren die Voraussetzungen flr die anschlielenden Mausversuche in BALB/c-

Mausen gegeben.

Es wurden jedoch auch schon andere Applikationsrouten der SALPs im Mausmodell
getestet. Zur Bestimmung der schitzenden Funktion der SALPs gegen eine letale
Endotoxamie in BALB/c und C57BL/6 Mausen, wurden die SALPs intraperitoneal (i.p.)
verabreicht (Gutsmann et al., 2010; Kaconis et al., 2011; Martinez de Tejada et al., 2012;
Heinbockel et al., 2013). Dabei wurden je nach Fragestellung Dosen bis zu 400 ug
verabreicht. Eine mehrfache Applikation der Peptide wurde nur in einer Versuchsgruppe
durch das Verabreichen von 150 uyg PEP 19-2.5 zu Beginn des Experiments und von 400 ug
sechs Stunden nach der ersten Gabe, durchgeflhrt. Diese Dosen scheinen keine Toxizitat
im Tier verursacht zu haben. In Vorversuchen dieser Arbeit wurde die intraperitoneale
Applikation der Peptide ebenfalls getestet (Daten nicht gezeigt). Dabei wurde bei der Gabe
von 250 pg kein Gewichtsverlust der Mause gemessen. Jedoch fiihrte die i.p. Applikation von
500 ug pro Maus zu einer leichten Toxizitat, detektiert an einer minimalen
Gewichtsabnahme. Die intravendse Behandlung mit SALP PEP 19-2.5 wurde ebenfalls in
vorangegangenen Studien durchgefihrt (Schuerholz et al, 2013). Dabei wurde ein
intravendser (i.v.) Katheter mit einer Pumpleistung von 100 ul/h gelegt, bei denen die Tiere
2 ug/h des Peptids verabreicht bekamen. Uber die Toxizitdt der SALPs mit dieser
Applikationsroute kann mit den veroffentlichten Daten keine Aussage getroffen werden, da
die alleinige i.v. Behandlung nicht untersucht wurde. Jedoch zeigten die behandelten Tiere in
einem polymikrobiellen Sepsismodell eine signifikante Reduktion der induzierten Zytokine. Je
nach Fragestellung besitzen die jeweiligen Applikationsrouten Vor- und Nachteile. FUr die
Influenzavirusinfektion ist die intranasale Applikationsroute vorteilhaft, da die Peptide
theoretisch schnell zu den jeweiligen Zielzellen gelangen. Eine systemische Applikation der

Peptide ware ebenfalls denkbar und insbesondere bei einer schwer verlaufenden,
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systemischen Infektion von Interesse. Jedoch mussten dazu erst umfangreiche Studien
bezlglich der maximal einsetzbaren, nicht-toxischen Menge und der Zustellung der Peptide
in der Lunge durchgefuhrt werden. In dem bereits erwahnten Vorversuch konnte nach der
i.p. Applikation von PEP 19-2.5-Rho kein Fluoreszenzsignal in der Lunge detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Die intravendse Applikation ist kritisch zu betrachten, da die Versuche
dieser Arbeit eine Hamagglutination von Erythrozyten bei einer hdheren SALP-Konzentration
zeigten. In der Publikation von Krepstakies et al. wurde die antivirale Aktivitdt der SALPs
gegen HIV, HSV, HCV und HBV ausschlielich im Zellkultursystem evaluiert (Krepstakies et
al., 2012). Bei der Entwicklung von neuen Medikamenten spielt neben der Toxizitat und der
Zustellung auch die Stabilitat der Inhibitoren eine entscheidende Rolle, weshalb im

Abschnitt 5.4 nochmals gesondert auf diese Punkte eingegangen wird.

Zur Bestimmung der antiviralen Aktivitat der SALPs gegen Influenza A Viren im Mausmodell
wurden zwei unterschiedliche Behandlungsstrategien verfolgt. Zum einen wurde den Mausen
ein Peptid-Virus Mix im Ko-Behandlungsansatz verabreicht. Zum anderen wurde die
therapeutische Anwendung durch die mehrmalige Gabe der Peptide, beginnend ab 30 min
p.i., analysiert. Die gleichzeitige Applikation von Virus und Peptid schitzte die Mause vor
einer letal verlaufenden H7N7 Virusinfektion. Es wurde kein Gewichtsverlust beobachtet und
die meisten PEP 19-2.5-behandelten Mause wiesen keine viralen Lungentiter auf. Der
vollstandige Schutz im Vorbehandlungsansatz unterstiitzt die gewonnenen Daten Uber die
Verteilung der SALPs nach der i.n. Applikation. Die Detektion der SALPs auf den
Epithelzellen des murinen Respirationstrakts steht in direktem Zusammenhang mit dem
Schutz vor einer Influenzavirusinfektion. Die effiziente Zustellung der SALPs in der Lunge
scheint damit notwendig, um die Virusreplikation in der Lunge zu inhibieren. Der Schutz war
bei der therapeutischen Behandlung nicht gegeben. Lediglich die Infiltration von Immunzellen
und die Zerstérung der Lunge waren in Peptid-behandelten Mausen weniger stark
ausgepragt. Die in vivo Daten spiegelten damit die in vitro Daten wider. Generell lag ein
antiviraler Effekt im Vor- und Ko-Behandlungsansatz vor. Ein stark reduzierter Effekt war im
therapeutischen Nachbehandlungsansatz erkennbar. Die SALPs besalRen keinen Einfluss
auf die Virusreplikation, wenn Viruspartikel bereits an der Wirtszelle gebunden waren. SALPs
kénnen theoretisch nach der Freilassung neuer Virionen durch eine kompetitive Hemmung
des zellularen Rezeptors oder aufgrund der direkten SALP-Virus-Bindung die erneute
Infektion inhibieren. Eine reduzierte Inhibition mehrerer Replikationszyklen ware aufgrund

einer verminderten Halbwertszeit der Peptide, naher beschrieben im Abschnitt 5.4, denkbar.

Wie bereits beschrieben, wurde die antivirale Aktivitdt der SALPs gegenlber anderen
umhdllten Viren in den Zellkulturexperimenten ebenfalls hauptsachlich im Vor- und Ko-

Behandlungsansatz detektiert (Krepstakies et al., 2012). Die SALP-Behandlung zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten einer LPS-induzierten Sepsis im Mausmodell zeigte die
starksten inhibitorischen Effekte der SALPs bei der gleichzeitigen Gabe von LPS und SALPs,
gefolgt von der SALP-Applikation 30 Minuten nach der LPS Gabe (Heinbockel et al., 2013).
Minimale bzw. keine Effekte riefen die Vorbehandlung und die nach 60 Minuten stattfindende
therapeutische Behandlung hervor. Eine zusatzliche inhibitorische Steigerung gegen eine
LPS induzierte Sepsis wurde erzielt, wenn eine Kombinationstherapie aus SALP und
Antibiotika verabreicht wurde. Die Kombination der SALPs mit anderen antiviralen Inhibitoren

kdnnte ebenfalls zur Reduktion der Influenzavirusinfektion beitragen.

Die therapeutische Oseltamivir-Behandlung erhéhte die Uberlebensrate der Mause auf 20 %.
Die unterschiedliche antivirale Wirksamkeit von Oseltamivir gegenlber den
Influenzavirussubtypen wurde bereits im Mausmodell untersucht. Dabei ist Oseltamivir
gegeniber HPAIV  weniger effizient als gegen niedrig pathogene humane
Influenzavirussubtypen (Smee et al., 2010; Takano et al., 2013). Das in den Mausversuchen
dieser Arbeit verwendete H7N7 Virus weist keine der in der Literatur beschriebenen
resistenzvermittelten Mutationen, H274Y, R292K oder N294S im NA-Genomsegment auf
(Moscona, 2009; Baranovich et al., 2011). Die reduzierte Wirksamkeit des NA-Inhibitors,
konnte auch auf einer geringeren Funktionalitat gegentiber dem N7-Subtyp im Vergleich zu

den N1- oder N2-Subtypen beruhen.

5.4 SALPs kdonnen zur Entwicklung zukiinftiger antiviraler Strategien dienen

Die SALPs sind kleine Peptide und stellen exzellente Kandidaten zur Entwicklung zukunftiger
antiviraler Strategien dar. Die Vorteile von Peptiden in der antiviralen Verwendung liegen bei
der kleinen GroRe, der hohen Spezifitdt, der Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen,
einer geringeren Akkumulation im Gewebe und einer geringeren Zytotoxizitat (Huther und
Dietrich, 2007; Tan et al., 2012; Galdiero et al., 2013). Des Weiteren kdnnen Peptide schnell
und in groRen Mengen synthetisiert werden. Peptide besitzen jedoch auch einige Nachteile,
wie z.B. die meist reduzierte Mdglichkeit Membranen zu passieren, eine kurze Halbwertszeit,
eine potenziell immunogene Aktivitdt, eine geringere orale Adsorption, hohen
Produktionskosten und eine limitierte Stabilitat bei der Lagerung (Edwards et al., 1999; Tan
et al., 2012; Galdiero et al., 2013). An der Optimierung von Peptiden wurde in den letzten
Jahren gearbeitet und durch den Einsatz neuer Technologien konnten Peptide insbesondere
bezlglich ihrer Stabilitdt und ihrer Zustellung verbessert werden. Der erste Peptid-basierte
Inhibitor Enfuvirtide wurde 2003 von der Food and Drug Administration (FDA) genehmigt
(Kilby et al., 1998; Matthews et al., 2004; Tan et al., 2012). Enfuvirtide besteht aus 36
Aminosauren und basiert auf der HR2 Sequenz des Transmembranproteins gp41 von HIV-1.
Dieser Inhibitor blockiert die Aufnahme von HIV in die Zelle. Weitere auf Peptiden
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basierende Inhibitoren wurden zur Inhibition der Virusreplikation von Enteroviren, HCV, HBV,
HSV und Influenzaviren designt (Fox, 2007; Cheng et al., 2008; Kim et al., 2008; Rajik et al.,
2009; Jones et al., 2011; Wunderlich et al., 2011; ElSawy et al., 2012; Tan et al., 2012;
Galdiero et al., 2013). Der Angriffspunkt flr viele Peptide scheint die virale Adsorption und
die Endozytose sowie die Virushille selbst zu sein, wobei ein amphiphiler Charakter der
Peptide vermutlich entscheidend zu der Inhibition beitragt (Robinson et al., 1998; Belaid et
al., 2002; Galdiero et al., 2013). Aulierdem wurden Peptide fir die Entwicklung von Vakzinen
verwendet (Bianchi et al., 2005; Wu et al., 2009a; Wu et al., 2009b; Wang et al., 2010a;
Wang et al., 2010b; Kang et al., 2011; Miller et al., 2011). Der Vorteil von Peptid-basierten
Vakzinen ist, verglichen zur konventionellen Produktion von Vakzinen, die glnstige und
schnelle Herstellung. Die Peptide basieren auf der hochkonservierten, extramembranen
Doméane des HA- oder M2-Proteins und rufen eine Immunantwort gegen unterschiedliche
Influenzavirussubtypen hervor. Die Vakzinierung mit diesen Peptiden zeigt bis zum jetzigen
Zeitpunkt jedoch nur eine bedingte Wirksamkeit. Der Einsatz dieser Peptide kdnnte jedoch

auch eine Mdéglichkeit zur Verbesserung der aktuellen Vakzine bieten.

Die antivirale Aktivitat der SALPs zielt ebenfalls, wie bereits flr einige antiviral wirkende
Peptide beschrieben, auf die effiziente Inhibition der Virusbindung an die Zelloberflache ab.
Betrachtet man die einzelnen Aspekte der Medikamentenentwicklung so besitzen die SALPs
bereits die ersten Voraussetzungen flr ein Antiviralia. Dabei gelten die Patentierung der
Peptide und die hohe Reinheit der synthetisieten SALPs bereits zur praklinischen
Entwicklungsphase. Um eine verbesserte antivirale Wirksamkeit der Peptide in der
therapeutischen Anwendung zu erzielen, mussen diese jedoch in Zukunft noch weiter
optimiert werden. Im Mittelpunkt der Optimierung antiviraler Substanzen in der Forschungs-
und préaklinischen Phase stehen unter anderem die Verbesserung der Spezifitat, die
Zustellung der Inhibitoren zu den Zielzellen, die Stabilitat sowie die Reduktion der Toxizitat.
Dabei beeinflussen sich die vier Faktoren gegenseitig. Eine Verbesserung der Spezifitat und
der Bindungsaffinitdt zum zelluldren Rezeptor der N-Acetylneuraminsdure koénnte die
Wirksamkeit der Peptide weiter steigern und die einzusetzende Dosis senken. Die Stabilitat
koénnte beispielsweise durch die Einfihrung von D-Aminosauren erhéht werden (Galdiero et
al., 2013). Da Proteasen hauptsachlich L-konfigurierte Peptide abbauen, besitzen die
D-Aminosauren eine langere Halbwertszeit. Eine modifizierte Variante von PEP 19-2.5
enthalt Aminosauren in einer D-Konfiguration (Schuerholz et al., 2012). Dieses Peptid zeigte
bereits eine gute inhibitorische Aktivitat gegen die LPS-induzierte TNF-a Induktion in
mononuklearen Zellen. Der Einsatz dieses Peptids kdonnte zu einer Steigerung der in vitro
und in vivo Wirksamkeit filhren und insbesondere die therapeutische Inhibition verbessern.
Zur Steigerung der Zustellung der Inhibitoren und einer damit verbundenen Senkung der

SALP-Dosis konnte die Verabreichung von SALP-Aerosolen darstellen. Zur Verabreichung
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dieser Aerosole werden besondere Inhalatoren mit Feintropfchenverneblern verwendet
(Droebner et al.). Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Entwicklung von Medikamenten gegen
Influenzaviren ist die Resistenzentwicklung der Viren bezlglich des eingesetzten Inhibitors.
Experimente, die zur Adressierung dieser Fragestellung geeignet waren, sind beispielsweise
Versuche bei denen die Viren in der Zellkultur oder im Mausmodell wahrend der SALP-
Behandlung passagiert werden (Furuta et al, 2002; Ives et al., 2002). Die
resistenzspezifischen Signaturen, die beim Eintreten der Resistenz auftreten, kdnnten im
Anschluss mittels Sequenzierungstechniken spezifiziert werden. Inhibitoren kénnen bezogen
auf ihr Angriffsziel in zwei Kategorien aufgeteilt werden (Govorkova und McCullers, 2013).
Es werden Inhibitoren, die die viralen Proteine hemmen von denen, die die Interaktionen
zwischen viralen und zellularen Faktoren blockieren, unterschieden. Aufgrund der Antiviralia
die gegen virale Proteine gerichtet sind, entsteht ein groRer Selektionsdruck fiir die Viren der
zur schnellen Anpassung und somit einer Resistenzausbildung fiihrt kann. Im Gegensatz
dazu ist die Anpassung der Viren gegen Inhibitoren, die zellulare Zielstrukturen adressieren
schwieriger und die Chance einer Resistenzentwicklung geringer. Dadurch sind Inhibitoren
die virale Faktoren adressieren resistenzanfalliger als Inhibitoren, die zellulare Faktoren als
Angriffsziel besitzen. Inhibitoren, die zellulare Faktoren adressieren, weisen jedoch auch

Nachteile insbesondere beziiglich ihrer Toxizitat, auf.

Die breite Wirksamkeit der SALPs gegen gramnegative und grampositive Bakterien sowie
eine Vielzahl umhdiliter Viren machen die SALPs zu einem interessanten, breit einsetzbaren
Inhibitor. Da sehr viele der schwer verlaufenden Influenza A Virusinfektionen mit einer
bakteriellen Ko-Infektion assoziiert sind, kdnnte der Einsatz der SALPs allein ausreichen, um
die virale als auch die bakterielle Infektion zu hemmen. Die Bakterienstamme Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes und Staphylococcus aureus fihren am haufigsten zu
einer bakteriellen Ko-Infektion (Wright et al., 2007; Chertow und Memoli, 2013). Dabei wurde
die antimikrobielle und antiinflammatorische Aktivitdt der SALPs gegen Staphylococcus
aureus bereits gezeigt (Gutsmann et al., 2010; Heinbockel et al., 2013). Diese Daten stellen
die erste Voraussetzung zur Inhibition einer Influenzavirus und Staphylococcus aureus

Ko-Infektion dar.

Da Influenza B Viren genauso wie Influenza A Viren an die N-Acetylneuraminsaure binden,
liegt die Vermutung nahe, dass SALPs ebenfalls ein antivirales Potenzial gegen Influenza B
Viren besitzen kénnen (Palese und Shaw, 2007). Diese Hypothese musste in zukinftigen

Studien untersucht werden.

Ein weiterer interessanter Ansatz ware die Nutzung einer Peptid-Virus-Vermengung als
potenzielle Vakzine. Im Ko-Behandlungsansatz zeigten die Mause keinen Gewichtsverlust

und die SALPs schitzen vor einer letal verlaufenden Virusinfektion. Aufgrund dessen
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konnten theoretisch bei der gleichzeitigen Applikation von Virus und Peptid im Wirt
Antikdrper gegen die antigenischen Bereiche der viralen Oberflachenglykoproteinen gebildet
werden. Dadurch ware, wie bei einem attenuierten Lebendimpfstoff ein Schutz gegen eine
erneute Infektion gegeben. Um diese Hypothese experimentell zu prifen, muss die

Ausbildung von spezifischen Antikérpern in den Mausen untersucht werden.

>1 Mio. Substanzen
10000 Substanzen

20 Substanzen

Praklinische
Phase

Klinische Phase Verkauf

DN

Abb. 23: Der Werdegang eines Medikaments

In der Forschungs- und praklinischen Phase wird die Wirksamkeit des Inhibitors in der Zellkultur sowie im
Mausmodell untersucht (Interpharma, abgerufen am 06.02.2014). Des Weiteren werden in diesen Systemen
toxikologische Untersuchen durchgefihrt. Die klinische Phase wird nochmal in mehrere Phasen untergliedert.
Nach dem erfolgreichen Durchlaufen dieser Phasen kann das Praparat auf dem Markt zugelassen und verkauft
werden.

In dieser Arbeit wurde die inhibitorische Aktivitat von antimikrobiell, antiinflammatorisch und
antiviral wirkenden SALPs gegen Influenza A Viren analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass
SALPs in der Lage sind mit dem zelluldren Rezeptor der Influenzaviren der
N-Acetylneuraminsaure zu interagieren und somit die Bindung der Viren an die
Zelloberflache zu inhibieren. Zusatzlich wurde die Interaktion der SALPs mit den
Viruspartikeln gezeigt, wodurch ebenfalls die Bindung an die Wirtszelle reduziert werden
kann. Aufgrund der verringerten viralen Zellbindung waren die Infektion der Zellen und alle
nachfolgenden viralen Replikationsschritte reduziert. Die starksten Effekte wurden im Vor-
und im Ko-Behandlungsansatz erzielt. Die antivirale Aktivitat der SALPs wurde neben den
Zellkulturexperimenten auch im Mausmodell untersucht. Insbesondere im Ko-

Behandlungsansatz wurde ein Schutz gegen eine in der Maus letal verlaufende Influenza A
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Virusinfektion erhalten. Um diese SALPs zukinftig als Inhibitoren gegen Influenzaviren
einsetzen zu kdénnen, missen noch weitere Optimierungen, welche im Diskussionsabschnitt
dargestellt wurden, stattfinden. Von der hier gezeigten antiviralen Aktivitat der SALPs gegen
Influenzaviren bis zur Genehmigung eines Medikaments durch die FDA ist es ein langer und

aufwendiger Prozess (Abb. 23).

Der Vorteil der in dieser Studie untersuchten SALPs liegt in der inhibitorischen Aktivitat die
sie gegen eine Vielzahl humanpathogener Viren besitzen. Des Weiteren weisen SALPs, die
insbesondere zelluldre Angriffsziele besitzen, vermutlich eine geringere Resistenzanfalligkeit
auf. Sie stellen aufgrund ihrer Fahigkeit neben Viren auch Bakterien zu inhibieren eine

vielversprechende zukinftige Strategie dar, um bakterielle Ko-Infektionen zu adressieren.
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6 Zusammenfassung

Influenza A Viren stellen durch ihre Fahigkeit Pandemien, Epidemien sowie
Interspeziestransmissionen auszuldsen ein stetiges Risiko flr die menschliche Gesundheit
dar. Die primare Strategie zur Pravention von Influenzavirusinfektionen ist die Vakzinierung.
Im Falle einer Pandemie wird ein Zeitraum von mindestens zwanzig Wochen bendétigt, um
einen neuen angepassten Impfstoff zu produzieren. In diesem Zeitraum vom Ausbruch der
Pandemie bis zur Verflgbarkeit des neuen Impfstoffs werden Antiviralia zur Minderung der
Infektion und Eingrenzung der Virusausbreitung dringend bendétigt. Die heute eingesetzten
Medikamente besitzen nur eine maRige Wirksamkeit, welche durch das stetige Auftreten
resistenter Viren maflgeblich reduziert wird. Die Entwicklung neuer antiviraler Strategien ist

dadurch von besonderem Interesse.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat der synthetischen

Anti-Lipopolysaccharid Peptide (SALP) gegen Influenza A Viren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SALPs, insbesondere PEP 19-2.5 eine starke
Bindungsaffinitat zur N-Acetylneuraminsdure, dem zelluldren Rezeptor der Influenzaviren,
besitzen. Zusatzlich kbnnen SALPs direkt mit Influenzaviruspartikeln interagieren. Bedingt
durch diese Interaktionen kommt es zu einer reduzierten Virusbindung an die Zielzelle und
damit zur Reduktion der internalisierten Viruspartikel. Als Konsequenz der initialen Inhibition
der Virusadsorption wird die Replikation von unterschiedlichen Influenzavirussubtypen
(H7N7, H3N2 und pH1N1) signifikant inhibiert. Zudem konnte gezeigt werden, dass SALP
PEP 19-2.5 im Ko-Behandlungsansatz gegen eine sonst zu 100 % letal verlaufende H7N7

Influenza A Virusinfektion in der Maus vollstandig schiitzt.

Damit bieten die SALPs eine gute Basis fur die Entwicklung zuklnftiger antiviraler Strategien
gegen Influenzaviren. Insbesondere stellt das breite Spektrum der SALPs sowohl Bakterien
als auch Viren zu inhibieren eine besonders vielversprechende zuklinftige

Therapiemdglichkeit dar, um Ko-Infektionen zu adressieren.
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7 Summary

Influenza A viruses are a continuous threat to human health as illustrated by pandemics,
epidemics as well as interspecies transmissions. The primary strategy to prevent influenza
virus infection is vaccination. In case of a pandemic the production of new adjusted vaccines
requires a certain time period of at least twenty weeks. Consequently, especially in the
beginning of an influenza pandemic antiviral drugs are essential to control illness and
transmission until an adequate vaccine becomes available. However, the emergence of
resistant strains has limited the clinical use of many currently available antivirals. Therefore,

the development of novel antiviral strategies is urgently needed.

The aim of this study was to investigate the inhibitory activity of synthetic anti-

lipopolysaccharide peptides (SALPs) against influenza A viruses.

In this study, SALPs, particularly PEP 19-2.5 show high binding affinities for the cellular
influenza virus receptor molecule, N-Acetylneuraminic acid. Furthermore, SALPs interact
with the influenza virus particles. These interactions lead to impaired viral attachment and
cellular entry. As a result of impaired viral attachment, replication of several influenza virus
subtypes (H7N7, H3N2 and pH1N1) is significantly reduced. Additionally, SALP PEP 19-2.5
is able to fully protect against an otherwise 100 % lethal H7N7 influenza virus infection in

mice in a co-treatment approach.

Thus, SALPs provide an excellent basis for future drug development against lethal influenza
virus infections. Especially, the broad-spectrum of SALPs to inhibit bacteria as well as

viruses might provide a promising future strategy to combat viral and bacterial co-infections.
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