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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das schwere akute respiratorische Syndrom

SARS steht fiir das schwere akute respiratorische Syndrom, eine Erkrankung der Atemwege,
die erstmals im November 2002 in der chinesischen Provinz Guandong auftrat.® Im Mérz
2003 wurde das bis dahin unbekannte Krankheitsbild von der WHO als schweres akutes
respiratorisches Syndrom (severe acute respiratory syndrome, SARS) bezeichnet. Als
Krankheitserreger konnte in SARS-infizierten Patienten ein neuartiges Coronavirus
identifiziert werden, welches SARS-assoziiertes Coronavirus genannt wurde.>® Weltweit
infizierten sich im Rahmen dieser Pandemie mehr als 8000 Menschen mit SARS, wobei etwa
10% der Krankheitsverlaufe todlich endeten (Abbildung 1). Bis auf einen deutlich
schwéacheren Ausbruch im Winter 2003/04 ist bis heute kein weiterer Fall eines SARS-

Ausbruchs bekannt. Allerdings kann man wegen eines Reservoirs des Virus in Wildtieren,

wie z. B. Flederméusen und Schleichkatzen, nicht ausschlieflen, dass es zu einem erneuten
9-11

Krankheitsausbruch kommen kann.

Republic of Korea (3)

Taiwan, China (665)

China, Hong Kong SAR (1755)
China, Macao SAR (1)

) X Phcijippines ((134)

Malaysia (5) c
[e]

Singapore (238)

Indonesia (2)

Australia (6)
. Qutbreaks

[] imported cases b 2

Abbildung 1: Globale Anzahl von SARS-Infektionen wahrend der Pandemie 2003. Die Lander, in denen der
Virus ausgebrochen ist, sind Grun markiert. Ladnder mit SARS-Erkrankten, die sich im Ausland infiziert haben,
sind Grau markiert."
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EINLEITUNG

1.2 Das SARS-assoziierte Coronavirus

Das SARS-assoziierte Coronavirus gehort zur Gruppe der Coronaviren, die im Jahre 1965 als
Erreger von Erkaltungskrankheiten entdeckt wurden.> Auf ihrer Oberfliche befinden sich
keulenformige  Glycoproteine, die fur die Namensgebung verantwortlich sind

(corona, lat. Kranz). Der Aufbau eines Coronavirus ist in Abbildung 2 schematisch

r

S-Protein
: ’ HE-Protein
S O

dargestellt.

D e Y

V

\l Eidad ) & = Membran-
Z S " Protein
- A ) h s
AT =

Membranhtille

N-Protein

RNA

Abbildung 2: Aufbau eines Coronaviruspartikels. Im Innern des Partikels befindet sich das mit N-Proteinen
komplexierte RNA-Genom als helikales Nucleocapsid. Es ist von einer Membranhulle umgeben, in welcher die
Glycoproteine S-, E- und HE- sowie das nicht glycosylierte Membran-Protein eingelagert sind.*

Der Durchmesser von Coronaviren liegt zwischen 80 und 160 nm. Sie sind von einer
Membranhille umgeben, in der sich Membran- und Glycoproteine befinden. Die
keulenférmigen Glycoproteine auf der Virusoberflache werden als spike-Proteine (S-Proteine)
bezeichnet. Sie liegen als Di- oder Trimere vor und ragen etwa 20 nm aus der Membranhlle
heraus. Neben den S-Proteinen sind die Glycoproteine hermagglutinin-acetylesterase-Protein
(HE-Protein) und small-envelope-Protein (E-Protein) in die Membran eingelagert. Innerhalb
des Virus befindet sich das einzelstrdngige RNA-Genom in Plusstrangorientierung, welches
mit Nucleocapsid-Phosphoproteinen (N-Proteinen) assoziiert als helikales Nucleocapsid
vorliegt. Das RNA-Genom ist infektios und mit einer Lange von etwa 30000 Basen das

groRte  Genom aller bekannten RNA-haltigen Viren. Durch Protein-Protein-

17



EINLEITUNG

Wechselwirkungen zwischen Aminosduren der N-Proteine mit der carboxyterminalen
Doméne der Membranproteine ist das Nucleocapsid an der Innenseite der Membranhiille

fixiert. 1>

Bis zum Auftreten des SARS-CoV waren nur zwei humane Coronaviren bekannt,
HCoV-229E und HCoV-OC43, die beide harmlose Erkaltungsinfektionen verursachen. 2 1¢%
Nach der Entdeckung des SARS-CoV wurden noch zwei weitere humane Coronaviren
identifiziert. Das HCoV-NL63 verursacht schwere Atemwegserkrankungen bei Kindern und
alteren Menschen.””” Das humane Coronavirus HKU1 infiziert ebenfalls den

respiratorischen Trakt.?*?

Coronaviren infizieren humane Zellen, indem sie mit Rezeptoren auf den Zelloberflachen
wechselwirken. Ein schematischer Uberblick tiber die Infektion der humanen Zelle durch das
SARS-CoV und mdégliche Angriffspunkte fiir Wirkstoffe gegen das Virus sind in Abbildung 3
dargestellt.

18



EINLEITUNG

Capping 3. RNA Processing

nhibitors .{ vy
>
4. Protein Maturation ‘<,
Polymerase & Helicase
Inhibitors = Inhibitors ~

; Proteinase
Inhibitors

Abbildung 3: Replikationszyklus des SARS-CoV.?® (1) Zunichst findet die Rezeptorbindung durch
Wechselwirkung der S1-Doméne des S-Proteins mit Zellrezeptoren statt. (2) Anschlielend erfolgt die Fusion des
Virus mit der Zellmembran. (3) Die virale RNA wird durch die RNA-abhédngige RNA-Polymerase vermehrt.
(4) AbschlieRend erfolgt durch Proteinmaturation die virale Vermehrung. Alle Schritte des Replikationszyklus
stellen Angriffspunkt fir potentielle SARS-Wirkstoffe dar.

Zunéchst findet eine Bindung der Viren Uber die S1-Doméne des S-Glycoproteins an die
Oberflachenrezeptoren der humanen Zelle statt. Als humaner Zellrezeptor konnte das
Glycoprotein ACE2 identifiziert werden.”” Neben dem ACE2 ist auch das Lektin L-SIGN als
alternativer Rezeptor fir das SARS-CoV postuliert worden.?® AnschlieRend erfolgt die fir
eine Infektion noétige Zellverschmelzung des Viruspartikels mit der humanen Wirtszelle. Die
Fusion wird von der S2-Domaéne des S-Proteins induziert. Durch die RNA-abhéngige RNA-
Polymerase findet eine Vermehrung der virale RNA statt. Es kommt es zur Bildung der
viralen Proteine Uber die zelleigene Biosynthese und zur Proteinmaturation. Durch die
abschlieBende Knospung neuer Viruspartikel werden Viren aus der Zelle freigesetzt.> *° Alle
Schritte des Replikationszyklus bieten Angriffspunkte fir die Entwicklung von Wirkstoffen
gegen das SARS-CoV.?* % Im Rahmen dieser Arbeit soll die Bindung des viralen S-Proteins

an die Zellrezeptoren untersucht werden. Kenntnisse ber die Wechselwirkung zwischen

19



EINLEITUNG

Virus und Rezeptor sind notwendig, um diese beispielsweise mit einem entry-Inhibitor zu

blockieren.®!

Das S-Protein ist ein 1255 Aminosaduren langes Glycoprotein, welches mit 23 N-Glycanen des
hochmannosidischen Typs glycosyliert ist. Es gehort zur Klasse der viralen Typ-1-
Fusionsproteine, welche sich in eine S1- und S2-Doméne unterteilen lassen. Uber die
S1-Domdne bindet das Virus an den humanen Zellrezeptor, um anschlieend durch die
S2-Doméne induziert, mit der Zellmembran zu verschmelzen. Die S2-Doméne des S-Proteins
enthalt zwei charakteristische Regionen, die so genannten heptad repeat regions (HR-N und
HR-C), die im nativen Protein in einer coiled-coil Struktur vorliegen. Durch die Bindung des
S-Proteins an den Rezeptor der Wirtszelle kann es in den HR-C und HR-N zu einer
Konformationsédnderung kommen, die zur Ausbildung eines 6-Helix-Bindels (Trimer von
Dimeren) fiihrt. Durch dieses Bundel wird die Fusion zwischen Virus und Rezeptor

vermittelt. >33

1.3 Humane Zellrezeptoren fur das SARS-CoV

Als funktionaler Zellrezeptor wurde sowohl fur das SARS-CoV als auch fur das HCoV-NL63
das Glycoprotein angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) identifiziert.?" 3** Es konnte
gezeigt werden, dass die S-Proteine des SARS-assoziierten Coronavirus und des humanen
Coronavirus NL63 an iiberlappende Regionen des humanen Zellrezeptors ACE2 binden.
Neben dem ACE2 ist fir das SARS-CoV noch das C-Typ Lektin L-SIGN als alternativer

Rezeptor vorgeschlagen worden.?®

1.3.1 Angiotensin converting enzyme 2

Die Proteine angiotensin converting enzyme (ACE) und angiotensin converting enzyme 2
(ACE?2), sind flr die humane Blutdruckregulierung tiber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) von Bedeutung.*’*® ACE2 liegt tiberwiegend im Endothel von Herz und
Nieren sowie zu einem geringen Anteil in den Lungen und im Margen-Darm-Trakt vor.*® Es
handelt sich sowohl bei ACE als auch ACE2 um Typ-1-Transmembranproteine, die als Zink-
Metalloproteasen fungieren. Obwohl die Aminoséduresegeuenzen in der katalytischen Domane
zu 42% identisch sind, zeigen ACE und ACE2 unterschiedliche Substratspezifitaten. Wahrend
ACE an der Produktion des gefalRverengenden Angiotensin Il beteiligt ist, fordert ACE2 die

vermehrte Bildung von anderen Angiotensinen, die u.a. als blutdrucksenkenden Mediatoren
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EINLEITUNG

im Renin-Angiotensin-System auftreten. Darum gilt ACE2 neben ACE als wichtiger

Regulator des Herz-Kreislauf-Systems.” 4

Im November 2003 zeigten Li et al., dass ACE2 als funktioneller Rezeptor flr das
SARS-CoV fungiert. Das Virus bindet dabei spezifisch an ACE2, eine Assoziation an das
homologe Protein ACE konnte nicht nachgewiesen werden. Die Bindung des Virus an den
ACE2-Rezeptor findet auBerhalb der katalytischen Region statt. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Mutation in der zinkkoordinierenden Region des Proteins keinen Einfluss auf die

Virus-Rezeptor-Wechselwirkungen hat. ’

Da sich die Bindungsdomane flr das SARS-CoV fernab der katalytischen Peptidasedoméne
des ACE2 befindet, wiirde eine Inhibition des Rezeptors vermutlich wenig Nebenwirkung auf
die Enzymaktivitat zeigen und stellt daher ein erfolgversprechendes Ziel fir Wirkstoffe gegen
das SARS-CoV dar.**

1.3.2 DC-SIGN und L-SIGN

Das dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin (DC-SIGN, CD209) und das
liver/lymph node-specific ICAM-3 grabbing non-integrin (L-SIGN, DC-SIGNR, CD209L)
gehoren zur Familie der calciumabhéngigen, transmembranstandigen (C-Typ)-Lektine.***
DC-SIGN und L-SIGN sind verwandte Rezeptoren, die auf Makrophagen und dendritischen
Zellen vorkommen und eine Homologie von 77% aufweisen. Sie erkennen spezifisch
Pathogene und spielen somit eine Rolle in der Immunabwehr. lhre Struktur kann in eine
intrazelluldre, eine transmembrane und eine extrazellulare Domane unterteilt werden. Die
extrazellulare Domane besteht aus einer neck region und einer kohlenhydraterkennenden
Doméne (carbohydrate recognition domain, CRD). Wéhrend die neck region des DC-SIGN
aus einer konstanten Anzahl aus tandem repeats besteht, kann die neck region des L-SIGN
unterschiedlich lang sein.***> Uber ihre calciumabhingige CRD binden beide Rezeptoren
spezifisch an hochmannosidische N-Glycane (MangGIcNAC;,).*° Bei der Bindung der Glycane
findet beim L-SIGN Uber die neck region eine Homooligomerisation statt, wodurch die
Bindungsaffinitat zu Kohlenhydratliganden erhoht wird.*”*® Die CRDs der Lektine besitzen
eine Homologie von 84% und verfigen beide Uber ein hochkonserviertes EPN-Motiv,
welches eine Rolle bei der Erkennung von mannosehaltigen Strukturen spielt.® Dieses Motiv
liegt fur das DC-SIGN bei **’EPN**® und fiir das L-SIGN bei ***EPN®* %

Obwohl das DC-SIGN und das L-SIGN eine Rolle bei der Erkennung von Pathogenen und
somit im humanen Immunsystem haben, wurde auch eine Erh6hung der Infektion von Zellen
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in Anwesenheit dieser Rezeptoren beobachtet. Bereits zu Beginn der 90er Jahre wurde
publiziert, dass C-Typ-Lektine an das gp120-Glycoprotein des HI-Virus binden und somit
eine Rolle bei der viralen Infektion von humanen Zellen spielen.>**? Nach Identifizierung des
DC-SIGN und des L-SIGN konnte eine Bindung an das gp120 des HIV-1 nachgewiesen
werden.*> % % Aych bei anderen viralen Infektionen, wie beispielsweise durch das
Hepatitis-C-Virus, ist eine Interaktion mit viralen Glycoproteinen und somit eine Beteiligung

an der Infektion nachgewiesen worden.>*°

Der Einfluss der beiden Rezeptoren DC-SIGN und L-SIGN auf den Infektionsverlauf von
humanen Zellen durch das SARS-CoV ist bis heute nicht genau geklart.

1.4 Interaktionen zwischen dem S-Protein und den humanen
Wirtsrezeptoren

Durch die Forschung verschiedener Arbeitsgruppen, die sich mit der Interaktion zwischen
dem SARS-CoV und dem humanen Wirtsrezeptor ACE2 befassen, konnte eine
Rezeptorbindungsdoméane (RBD) innerhalb des S-Proteins ermittelt werden.>”*® Durch
Arbeiten der Gruppe von Farzan, die auch ACE2 als Rezeptor fur das SARS-CoV
identifizieren konnten, wurden die Aminoséuren 318 bis 510 des S-Proteins als RBD
lokalisiert.>® Eine Fusion dieser Aminosauren mit einem humanen IgG-Antikérper zeigt eine
hohere Affinitdt gegeniiber ACE2 als das in voller Lange an den Antikorper gebundene
S-Protein. Es gelang ihnen ebenfalls die Kristallisation der RBD des S-Proteins im Komplex
mit dem ACE2-Rezeptor.®® In dieser Réntgenkristallstruktur befindet sich die RBD zwischen

den Aminosauren 306 und 527.

Eine detaillierte Analyse der Rontgenkristallstruktur zeigt, dass innerhalb der RBD eine
Schleife zwischen den Aminosauren 424 und 494 den gesamten Kontakt zum ACE2
ausmacht. Diese Aminosauresequenz wird daher als Rezeptorbindungsmotiv (RBM)
bezeichnet. Innerhalb des RBM befinden sich 14 Aminosduren im direkten Kontakt mit dem
Rezeptor. Unter diesen 14 Aminoséuren sind sechs Tyrosine an der Wechselwirkung zum
ACE?2 beteiligt.*

Das S-Protein des SARS-CoV bindet an eine N-terminale Region des ACE2. Han et al.
konnten mittels Alanin-Mutationsstudien zeigen, dass die Region zwischen den Aminoséduren
22 und 57 auf dem ACE2 entscheidend fur die Bindung zum S-Protein ist. Dabei sind
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14 Aminosauren wichtig (E22, E23, K26, D30, K31, H34, E35, E37, D38, E56 und E57),
wobei K26 und D30 die groRte Rolle spielen.”

Yi et al. konnten demonstrieren, dass die Aminosaurepunktmutation R441A in
SARS-Pseudoviren den viralen Eintritt in humane Zellen verhindert.’? Dieselbe Mutation
(R441A) in einem Fusionsprotein aus der RBD und einem humanen IgG-Antikorper fihrt
zum Verlust der Bindungsaffinitdt gegentiber ACE2 und das Protein kann somit eine
Infektion humaner Zellen durch SARS-Pseudoviren nicht mehr blockieren.®® Diese Studien
zeigen, dass die Aminoséure R441 des viralen S-Proteins eine wichtige Rolle bei der Bindung

an den humanen ACE2-Rezeptor spielt.

Die Interaktion der RBD des S-Proteins mit dem Wirtsrezeptor ACE2 wurde von M. Axmann
im Rahmen seiner Dissertation untersucht.®* Dabei gelang es mittels SPR-screening einer
Peptidbibliothek ein minimales Bindungsmotiv der RBD zu identifizieren. Das Hexapeptid 1
BYKYRYL*®, was den Aminosauren Y438 bis L443 entspricht, zeigt mit einer
Dissoziationskonstanten von Kp = 46 pM eine hohe Bindungsaffinitait zum ACE2. Die
Ergebnisse von M. Axmann dienen als Grundlage flr diese Arbeit und fur eine dieser Arbeit
vorausgehende Diplomarbeit.®® Die biologische Aktivitdt von 1 gegeniber dem SARS-
Coronavirus wurde im Rahmen der vorausgehenden Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Ch. Drosten am Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin mittels eines
real-time RT-PCR Reduktionsassay getestet.®* In diesen Studien wurden VeroE6-Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen von Peptid 1 versetzt und anschliefend mit dem SARS-Virus
infiziert. Es zeigt sich dabei eine konzentrationsabhéngige Inhibition des Virus. Nach zwei
Tagen Inkubationszeit wurde die Vermehrung der viralen RNA bei einer Peptidkonzentration
von 7. mM um einen Faktor von 100 gegentiber einer peptidfreien Vergleichsprobe reduziert.
Ein zytotoxischer Effekt konnte wahrend des Assays nicht festgestellt werden. Peptid 1 eignet

sich daher als Leitstruktur zum Design von Inhibitoren gegen das SARS-CoV.

Um Bindungsmotive von Proteinen zu identifizieren, gehort das screening von
Peptidbibliotheken zu den Standardmethoden. Daher haben auch andere Forschungsgruppen
diesen Ansatz gewéhlt, um die Bindung zwischen dem S-Protein und den humanen
ACE2-Rezeptor zu untersuchen. Dabei wurden sowohl Peptide aus der S1-Domane
(N-Terminus bis Aminosdure 667) als auch aus der S2-Domane (Aminoséure 668 bis
C-Terminus) des S-Proteins gewahlt.
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Peptide aus der S1-Doméne wurden von Hu et al., Guo et al. und Ho et al. untersucht. "%

Hu et al. konnten zeigen, dass das 22er Peptid A471-L503 aus der RBD des S-Proteins die
virale Vermehrung in Verozellen verhindert und somit als potentieller entry-Inhibitor dienen
kann.®” Die Arbeiten von Guo et al. liefern ein Peptid, das den Aminosauren K217-1234 des
S-Proteins entspricht und den viralen Eintritt von Pseudoviren in Zellen inhibiert.?® Ho et al.
konnten mit Hilfe eines Immunofluoreszenzassays zeigen, dass die Peptide G192-1203,
F483-Y494 und Y660-Y683 aus der S1-Domane den viralen Eintritt blockieren.®® Zheng et
al. haben sowohl Peptide aus der S1-Doméne als auch aus der S2-Domaéne auf ihre antivirale
Aktivitat in Zellen untersucht.”® Neben zwei Peptiden aus der S2-Doméne zeigten die
S1-Peptide P259-C278 und Y598-617Y antivirale Aktivitdt gegen das SARS-CoV. In der
S2-Doméne konnten durch Arbeiten von Sainz et al. und Yuan et al. verschiedene

Peptidmotive als potentielle Inhibitoren lokalisiert werden. ™"

Da in den Studien mit Peptiden aus der S1- und S2-Domanen des S-Proteins verschiedene
Methoden verwendet wurden, ist ein quantitativer Vergleich untereinander und mit den

Ergebnissen von M. Axmann nur schwer méglich.

Wie in 1.3.2 beschrieben, wurde auch der Einfluss der C-Typ-Lektine DC-SIGN und L-SIGN
auf die SARS-Infektion untersucht. Marzi et al. konnten zeigen, dass sich durch die
Anwesenheit von DC-SIGN bzw. L-SIGN in Zellassays die SARS-Infektion erh6ht.”* Sie
schlieBen beide Lektine als funktionalen Rezeptor allerdings aus. Jeffers et al. postulieren
L-SIGN als funktionellen Rezeptor fiir das SARS-CoV.?® Es konnte gezeigt werden, dass
VeroE6-Zellen, die nur den L-SIGN-Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren, mit dem
SARS-CoV infiziert werden konnen. Diese Ergebnisse fiihren zu der Annahme, dass auch
L-SIGN eine Fusion des Virus mit der Zellmembran induzieren kann. Yang et al. konnten
eine Erhdhung des Virustiters der SARS-Infektion durch DC-SIGN zeigen, schlieBen eine
Infektion der Zellen (iber den DC-SIGN Rezeptor jedoch aus.” Im Gegensatz dazu stehen
Arbeiten von Chan et al.. Diese zeigen, dass Zellen, die homozygot fiir L-SIGN sind, vor
einer SARS-Infektion geschiitzt sind und der Virustiter reduziert wird.” Da im Rahmen
dieser Arbeit mit der CRD des L-SIGN gearbeitet wurde, ist der Fokus in dem betreffenden
Abschnitt auf den L-SIGN-Rezeptor gelegt.

Die CRD des L-SIGN bindet spezifisch an mannosehaltige Strukturen. Im Jahre 2001 gelang
es Feinberget al. die CRD des L-SIGN mit verschiedenen Oligosacchariden (Mans und
ManGIcNAc;) und aus der hochmannosidischen Struktur einer N-Glycosylierung zu

kristallisieren.*® Mitchell et al. konnten in einem Bindungsassay zeigen, dass die CRD des
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L-SIGN 17-mal starker an das hochmannosidische Oligosaccharid MangGIcNAC; bindet als
an Mannose.”” Guo et al. untersuchten in einem Glycanarray die Bindungsaffinitat von
L-SIGN und DC-SIGN gegeniiber verschiedenen Glycanstrukturen.”” Auch hier wurde die
starkste Bindung an das hochmannosidische Glycan beobachtet. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass L-SIGN im Gegensatz zu seinem Homologen DC-SIGN nicht an
Blutgruppenantigene bindet.

Die bisher beschriebenen Analysen der Bindung von L-SIGN an Kohlenhydrate legen die
Vermutung nahe, dass eine Wechselwirkung zwischen dem Rezeptor und dem S-Protein des
SARS-CoV Uuber eine Interaktion der hochmannosidischen N-Glycane des S-Proteins mit der
CRD des L-SIGN zustande kommt. Han et al. haben daher den Einfluss der einzelnen
Glycosylierungsstellen des S-Proteins auf die Bindung an das L-SIGN und das DC-SIGN
untersucht.”® Es konnten durch sukzessives Austauschen der glycosylierten Asparagine gegen
Glutamine zwoIf Glycosylierungsstellen, die kritisch fir den durch L-SIGN verursachte
viralen Eintritt sind, identifiziert werden. Diese Glycosylierungen sind in Abbildung 4
dargestellt. Einen besonderen Einfluss an der Bindung besitzen die Glycoside an den
Asparaginen N109, N118, N119, N158, N227, N589 und N699. Wenn diese mutiert werden
und somit die Glycosylierung fehlt, kommt es zur Aufhebung der Bindung zwischen dem
S-Protein und dem L-SIGN-Rezeptor.
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Abbildung 4 Wichtige N-Glycosylierungsstellen im S-Protein des SARS-CoV fur die Bindung zum L-SIGN. Die
RBD, das RBM, die heptad repeat region (HR1 und HR2) und die transmembrane Domane (TM) sind in der
Sequenz gekennzeichnet.”

Diese hier vorgestellten Studien sowie weitere Kristallstrukturen, die Feinberg et al. in den
letzten Jahren publizierten, liefern Grundlagen, um den L-SIGN-Rezeptor als Angriffsstelle
fur Wirkstoffe gegen das SARS-CoV zu nutzen.*®% 7
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2 Methoden

2.1 Molecular Modelling

Die Bezeichnung molecular modelling fasst in silico Methoden zur Darstellung, Berechnung
und Analyse von dreidimensionalen Molekdlstrukturen zusammen. Die Strukturen, auf denen
das molecular modelling aufbaut, konnen beispielweise durch NMR oder
rontgenkristallographische Daten erhalten werden oder per Computer neu erzeugt werden.
Durch den Einsatz von Hochleistungsrechnern ist heutzutage sogar die Modellierung sehr
komplexer Systeme wie Protein-Protein-Wechselwirkungen méglich. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde das molecular modelling zur Erstellung von molecular dynamic
(MD)-Simulationen genutzt. Bevor diese durchgefiihrt werden konnten, wurden alle Systeme

einer Minimierung unterzogen.

Energieminimierungen werden durchgefiihrt, um Molekulstrukturen zu optimieren, indem
deren Energien minimiert werden. Dabei wird die Geometrie des Molekils kontinuierlich
verdandert, bis ein Energieminimum erreicht ist. Im Idealfall wird hierbei die Struktur so
modifiziert, dass sich korrekte Bindungswinkel und Atomabstédnde ergeben und sich das
gesamte System an Ende der Minimierung in einem energetisch gunstigeren Zustand befindet.
Nach der Minimierung kdnnen dann weitere Prozesse wie beispielsweise MD-Simulationen

folgen.

Durch MD-Simulationen wird das dynamische Verhalten von Molekilen (ber einen
bestimmten Zeitraum simuliert. Dabei handelt es sich um eine auf einem Kraftfeld basierende
Rechenmethode, die sich auch zur Simulation von Ligand-Protein-Systemen eignet. Bei einer
MD-Simulation wird der dreidimensionale Raum nach optimalen Konformationen abgesucht.
Es konnen beispielsweise konformationelle Anderungen eines Proteins oder molekulare
Fluktuation observiert werden. MD-Simulationen mit Ligand-Rezeptor-Komplexen kénnen
Auskunft Gber die Struktur-Funktions-Beziehung, die Bindungsaffinitat und die Mobilitat des
Liganden geben.

AuBerdem finden MD-Simulationen eine Anwendung in der Strukturaufklarung von
Proteinen. In Kombination mit Daten aus NMR-Studien kénnen beispielsweise 3D Strukturen
von kleinen Proteinen erhalten werden, deren Strukturen durch rontgenkristallographische

Verfahren nicht gewonnen werden kann.®*
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Beim molecular modelling ist es notwendig moglichst reale Bedingungen zu erzeugen. Da
sich Proteine in der Regel in gepufferten Systemen befinden, sollten bei
Energieminimierungen und MD-Simulationen auch die Lésungsmittelmolekdile bertcksichtigt
werden. Dazu kann beispielsweise eine Wasserbox mit Salzmolekilen um das

Protein-Ligand-System simuliert werden.

2.2 Festphasenpeptidsynthese

Peptide spielen in der Wirkstoffforschung eine groRe Rolle.? Sie lassen sich sowohl
chemisch, biochemisch als auch enzymatisch darstellen.*® Mit der von Merrifield
entwickelten Peptidsynthese an einer festen Phase lassen sich Peptide im Labormafstab
synthetisieren.?* Dabei wird der C-Terminus des Peptids {iber einen Linker an ein Polystyrol-
Harz gekuppelt. Die Vorteile gegeniiber der Synthese in Losung sind, dass aufwendige
Reinigungsschritte zwischen einzelnen Kupplungsschritten entfallen, da Uberschissige
Reagenzien ber Waschschritte einfach und ohne Verlust des Produkts entfernt werden
konnen. Die Syntheserichtung an der festen Phase findet entgegengesetzt zur Biosynthese

vom C- zum N-Terminus statt.

Bei Aminosduren handelt es sich um multifunktionale Verbindungen. Um eine selektive
Amidbindung zwischen zwei Aminosauren zu gewahrleisten, muss mit einer orthogonalen
Schutzgruppenstrategie gearbeitet werden. Bei der Peptidsynthese nach Merrifield wird der
N-Terminus blockiert und der C-Terminus aktiviert. Um Reaktionen mit funktionellen
Gruppen in den Seitenketten der Aminosduren zu vermeiden, missen diese ebenfalls mit
Schutzgruppen versehen werden. Eine schematische Darstellung der einzelnen Schritte der
Festphasenpeptidsynthese ist in Abbildung 5 zu sehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Polystyrol-Harze als feste Phase verwendet, die einen Rink-Amid-Linker auf ihrer Oberflache
tragen. Als Aminosdurederivate wurde Aminosauren eingesetzt, die eine freie
a-Carboxylfunktion tragen und deren a-Aminofunktion mit einer Fmoc-Schutzgruppe

versehen ist. &
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht der Festphasenpeptidsynthese mit A: Kupplung der ersten Aminosaure an
die feste Phase, B: Fmoc-Abspaltung, C: Kupplung der Aminosauren, D: capping und E: Abspaltung vom Harz

Im ersten Schritt (A) wird die «-Carboxylgruppe der C-terminalen Aminosdure als
Carbonsédureamid an die Aminofunktion des Linkers gebunden. Als Reagenzien zur
Aktivierung der Carboxylfunktionen stehen eine Reihe von Aktivatoren zur Verfligung. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mit TBTU als Aktivierungsreagenz und der Base DIPEA
gearbeitet.*®® Es kommt zur Bildung eines Aktivesters, der mit der Aminofunktion der ersten
Aminosaure zur Amidbindung reagiert. * Um nun weitere Aminosauren zu kuppeln, wird
zundchst die Fmoc-Schutzgruppe der ersten Aminosaure mit der schwachen Base Piperidin
abgespalten (B). ' °®°' AnschlieRend konnen weitere Aminosauren an die wachsende
Peptidkette angefiigt werden (C). Nicht umgesetzte Aminofunktionen, die zu
Deletionspeptiden fiihren, werden nach jedem Kupplungsschritt mit Essigsdureanhydrid
acetyliert (D). Die Schritte B-D werden durchgefiihrt, bis das Peptid die gewiinschte Sequenz
und Lange erreicht hat. Nach vollstandiger Synthese wird das Peptid sauer mit
Trifluoressigsdure und TIPS von der festen Phase abgespalten. In diesem Schritt werden

parallel die saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen entfernt.”
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Durch die Entwicklung von Peptidsynthesizern ist die automatisierte Peptidsynthese maoglich.
Dabei hat sich gezeigt, dass durch den Einsatz von Mikrowellenstrahlung eine Erh6hung der

Ausbeuten und Verkiirzung der Kupplungszeiten erreicht werden kann.**%

Eine Erweiterung der Peptidsynthese stellt die Synthese von Glycopeptiden dar. Diese kénnen
zwar biochemisch gewonnen werden, allerdings ist so eine einheitliche Glycosylierung
schwer zu erreichen.  Daher hat sich die Synthese von Glycopeptiden mit chemischen
Methoden als Mittel der Wahl durchgesetzt.””®® Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Glycopeptide dargestellt, deren Asparaginseitenkette mit einem N-Acetylglucosamin
(GIcNACc) verknupft ist. Die Synthese solcher Glycobausteine wurde von Likhosherstov et al.
publiziert.®*% Dabei wird N-Acetylglucosamin zunachst durch Aminierung des anomeren
Zentrums in das S-Amin Gberflhrt. Der Glycobaustein wird anschlieBend durch Amidbildung

zwischen der Aminofunktion des Kohlenhydrats mit der Seitenkettencarboxylgruppe erhalten.

2.3 Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie

Mit der Oberflachenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR)-Spektroskopie
kann man Bindungsereignisse zwischen Biomolekiilen in Echtzeit detektieren.'®* Dabei wird
ein Bindungspartner auf einem Chip mit einer Goldoberflache immobilisiert und der andere
Bindungspartner in Losung tber den Chip geleitet.

Die physikalische Grundlage dieses Verfahren beruht auf der Interaktion von total

102-103 Bel der

reflektiertem Licht mit den Oberflichenplasmonen eines Metallfilms.
Totalreflektion eines planar polarisierten Lichtstrahls an der Grenzflache zwischen einem
optischen dichteren (hier die Goldoberflaiche des SPR-Chips) und einem optisch diinneren
Medium (hier die Flusszelle) wird ein evaneszierendes Feld erzeugt, welches durch
wellenmechanische Effekte beschrieben werden kann.!®® Bei einem bestimmten
Einstrahlungswinkel, welcher von den Brechungsindizes jenseits der Reflexionsebene
abhangt, kommt es zur Resonanz mit den Oberflachenplasmonen des Metallfilms, welche zu

einer Verstarkung der evaneszierenden Welle flhrt.

Durch diese Resonanz wird die Intensitat des reflektierten Lichts reduziert und somit der
Winkel des reflektierten Lichts. Diese Anderung ist proportional zum Brechungsindex des
optischen diinneren Mediums, welcher detektiert werden kann. Das von der Firma Biacore™

(jetzt: GE Healthcare) entwickelte SPR-Sensorchipsystem ist in Abbildung 6 schematisch
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105-106

dargestellt. Die Anderung des Brechungsindex wird hier in sogenannten

response units (RU) wiedergegeben.

Optische
Detektions-

einheit Intensitat

Lichtquelle

p-polarisiertes
Licht

Prisma

Resonanz
Signal

Zeit

Sensorgram
FluRzelle 9

Pufferflu —»

Ligand Immobilisiertes

Molekiil (z.B. ein Protein)

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer SPR-Sensorchipsystems.'®

Kommt es zu einer Interaktion zwischen dem immobilisierten und mobilen Bindungspartnern,
kommt es zu einer Massenzunahme an der Grenzschicht und dadurch zu einer Anderung des
Brechungsindex des optisch diinneren Mediums. Daraus resultiert eine Anderung der
RU-Antwort. Eine Zunahme um ein 1 RU entspricht dabei einer Massenzunahme von 1 pg
auf der Chipoberflache. Damit unspezifische Wechselwirkungen zwischen den mobilen
Bindungspartnern und der Chipoberflache nicht zu einer Verfalschung der Messung flhren,
werden parallel die RU-Antworten von einer Messzelle und einer Referenzzelle gemessen.
Auf der Oberflache der Referenzzelle sind entweder keine Molekiile oder Molekiile, die keine
spezifische Bindung eingehen, immobilisiert. Das eigentliche SPR-Sensorgramm stellt die
Differenz aus Messzelle und Referenzelle dar. Ein idealisiertes SPR-Sensorgramm ist in
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Idealisiertes Sensorgramm einer SPR-Messung.*®

Wenn die mobilen Bindungspartner an die immobilisierten Molekile binden, kommt es zu
einer Massenzunahme auf der Oberflache und somit zu einem Anstieg des RU-Signals
(Assoziation). Die SPR-Kurve steigt an, bis alle Bindungsstellen des immobilisierten
Bindungspartners besetzt sind. Dann geht das System in einen Gleichgewichtszustand Uber,
bei denen keine Netto-Assoziation mehr stattfindet. Es sind also immer die gleiche Anzahl
von Bindungsstellen besetzt. Dieser steady state verursacht ein Plateau im Sensorgramm.
Nach beendeter Injektion l6sen sich die Liganden durch die Strdmung wieder vom
immobilisierten Bindungspartner. Es kommt zur Dissoziation und die SPR-Kurve fallt ab. Bei
manchen Bindungsereignissen wird noch eine abschlieBende Regeneration benotigt, um alle
Liganden von der Chipoberflache zu I6sen und somit die SPR-Kurve wieder auf die Basislinie

zurick zu bringen.

Aus SPR-Messkurven lassen sich sowohl die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation
(kon) und Dissoziation (kox) als auch die thermodynamische Dissoziationskonstante (Kp) des

Bindungsereignisses bestimmen(Gleichung 2-1).
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Kp=—5—= Kon 2-1

Kinetische Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky mit [A] = Konzentration der immobilisierten
Verbindung, [B] = Konzentration der gel6sten Verbindung und [AB] = Konzentration des gebundenen Zustands,
kot = Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation, k,, = Geschwindigkeitskonstante der Assoziation.

Im Fall einer spezifischen Wechselwirkung zwischen den Bindungspartnern wird ein
Gleichgewichtszustand (steady state) erreicht, in dem alle Bindungsstellen des
immobilisierten Molekils besetzt sind. Bei Molekilen, die nur eine Bindungsstelle besitzen,
kann bei einer angenommenen 1:1-Bindung das one-site-binding-Modell angewandt werden.
Dazu wird der jeweilige RU-Wert im steady state gegen die Ligandkonzentration aufgetragen
(Gleichung 2-2). Bei dieser thermodynamischen Analyse entspricht die Konzentration bei

RUnmax/2 der Dissoziationskonstante Kp.

RU C
RU = max L 2
Kp + ¢

One-side-binding-Modell mit RUp. = extrapolierter Gleichgewichts-RU-Wert bei unendlich hoher
Konzentration der geldsten Verbindung c,.

2.4 Immobilisierungsmethoden fir Proteine

Um einen Protein auf einem SPR-Chip zu immobilisieren, stehen verschiedene Techniken
und Oberflachen zur Verfligung. In der Regel wird der kovalente Bindungspartner an
Carboxylgruppen einer Dextranmatrix gebunden. Diese carboxylierten Dextranmatrizes
stehen in verschiedenen Kettenldéngen und Belegungsdichten zur Verfligung. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden SPR-Chips der Firma GE Healthcare mit einer CM5-Oberflache
verwendet. Neben den Standardchips mit Carboxylgruppen auf der Oberflache sind noch
weitere  funktionalisierte  Oberflaichen wie beispielsweise  Streptavidin-Oberflachen

erhltlich, 1010

2.4.1 Kovalente Immobilisierung

Die Standardimmobilisierungsmethode fiir Proteine stellt die Amid-Kupplung dar. Bei dieser
werden die Proteine Uber eine Amidbindung der Aminogruppen ihrer Lysinseitenketten mit
den Carboxylgruppen der Dextranmatrix verknipft. VVor der Bildung der Amidbindung muss
die Chipoberflaiche mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N"-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) aktiviert werden. Dadurch bilden sich aus den
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Carboxylgruppen Aktivester, die mit den Aminofunktionen des Proteins reagieren. Nicht
umgesetzte Carboxylgruppen werden anschlieRend mit Ethanolamin verestert.

Eine wesentliche Rolle bei der Immobilisierung nach der Standard-Amid-Methode spielt der
Effekt der Vorkonzentrierung des zu immobilisierenden Proteins auf der Chipoberflache. Bei
einem pH-Wert zwischen dem isoelektrischen Punkt des Proteins und 3.5 kommt es zu
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Oberflache und den
positiv geladenen zu immobilisierenden Bindungspartnern. Dadurch kann die

Immobilisierungsreaktion schneller und effizienter ablaufen.

Ein Problem bei der Standard-Amid-Methode stellen Lysine in der Bindungsregion des
Proteins dar. Falls das Protein tber solch ein Lysin auf der Chipoberflache verankert wird,
konnen Liganden nicht mehr mit der Bindungsregion wechselwirken und das
SPR-Experiment kann nicht durchgefuhrt werden. Um diesem Problem entgegen zu wirken,
kann das Protein in Anwesenheit eines Liganden immobilisiert werden. Der Ligand bindet an
die Bindungsregion des Proteins und macht diese damit fir eine Immobilisierung
unzugéanglich.

Neben der Standard-Amid-Methode kdnnen Proteine auch uber Thiol- und Aldehydgruppen

kovalent mit den Carboxylgruppen der Dextranmatrix verknipft werden. %"’

2.4.2 Antibody-based-capture-Methode

Eine weitere Immobilisierungsmethode fir Proteine stellt die antibody-based-
capture-Methode dar. Voraussetzung um einen Bindungspartner mittels dieser Methode auf
die Chipoberflache zu bringen ist das Vorhandensein eines entsprechenden Antikorpers, der
an einen Teil des Proteins bindet. Uber die Wechselwirkung zwischen dem Antikérper und
dem passenden Antigen kann der Bindungspartner auf den Chip gebracht werden. Dazu wird
der Antikorper zundchst nach der Standard-Amid-Methode auf der Dextranmatrix
immobilisiert. AnschlieBend wird das Protein Uber die Messzelle geleitet. Durch die starke
Interaktion zwischen dem Antigen und dem Antikorper bleibt das Protein auf dem Chip. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderen die Wechselwirkung zwischen einem Glutathion-

S-Transferase-(GST)-tag und einem Anti-GST-Antikorper zur Immobilisierung genutzt.*%>

2.4.3 Weitere Immobilisierungsmethoden
Wie oben erwahnt, stehen neben den carboxylierten Oberflachen weitere funktionalisierte

Chipoberflachen zur Verfugung. Biotinylierte Proteine konnen beispielsweise auf
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Streptavidin-Oberflachen tiber die Wechselwirkung mit einem Kp von 10™ M immobilisiert
werden (Streptavidin-biotin-capture). Des Weiteren stehen Chips mit Ni**-Oberflachen zur

Verfiigung auf die Proteine mit einem His-tag gebracht werden kénnen, %>

2.5 STD-NMR-Spektroskopie

Durch die STD-NMR-Spektroskopie kann die Bindung zwischen Molekilen auf atomarer
Ebene aufgeklért werden. Durch dieses Experiment lassen sich sowohl die thermodynamische
Dissoziationskonstante Kp als auch das Bindungsepitop des Liganden bestimmen.!%®1% Dije
Grundlage fur die STD-NMR-Spektroskopie ist die selektive Séttigung eines Makromolekls
wie beispielsweise eines Proteins. Bei Molekilen, die eine Masse grofer als 10 kDa besitzen,
tritt wegen der kurzen T,-Relaxationszeit und der daraus resultierenden grof3en Linienbreite
im NMR-Spektrum auch auBerhalb des spektralen Bereichs eines kleinen Liganden
Signalintensitat auf. Durch das Einstrahlen einer selektiven Pulskaskade in diesem Bereich,
typischerweise bei negativen ppm, erfolgt eine selektive Séattigung, welche aufgrund der

Spindiffusion Uber das gesamte Makromolekdl verteilt wird.

Kommt es zur Bindung eines Liganden an das Makromolekil, wird die S&ttigung mittels
Kreuzrelaxation auf die Ligandprotonen tbertragen (Abbildung 8). Durch Dissoziation liegen
geséttigte Liganden in der Lésung vor und kdnnen durch verminderte Signalintensitat im
on-resonance-Spektrum detektiert werden. Neben dem on-resonance-Spektrum wird ein
off-resonance-Spektrum aufgenommen, in dem die Pulskaskade auBerhalb des
Resonanzbereichs von Liganden und Protein eingestrahlt wird. Es findet im off-resonance-
Spektrum also keine Sattigung der Proteinresonanzen statt. Das eigentliche STD-Spektrum ist
die Differenz zwischen on- und off-resonance-Spektrum. In diesem Spektrum sind nur die

Signale der bindenden Ligandprotonen zu sehen.

34



METHODEN

nichtbindende Ligand Komplex aus
Molekule 'gan Rezeptor und Ligand

selektive
Sattigung

off-resonance Spektrum

on-resonance Spektrum

e

'H

Differenzspektrum (STD)

Abbildung 8: Prinzip des STD-NMR-Experiments. Das Makromolekil (hier: Rezeptor) wird selektiv geséttigt.
Diese Sattigung wird auf bindende Ligandprotonen Ubertragen, was durch reduzierte Signalintensitt im
on-resonance-Spektrum detektiert wird. Die Differenz aus on- und off-resonance-Spektrum ergibt das
STD-Spektrum.

Die Intensitat der STD-Signale hangt mit der 1/r®-Abhangigkeit der Kreuzrelaxationsrate vom
Bindungsabstand zwischen Ligandprotonen und Protein ab. Protonen, die sich in raumlicher
Né&he zum Protein befinden, werden starker gesattigt als andere und weisen somit stérkere
Intensitaten im STD-Spektrum auf. Aufgrund der Intensitaten der einzelnen Ligandprotonen
kann das Bindungsepitop des Liganden an das Protein aufgestellt werden. Fir die
STD-Messung ist es dabei entscheidend, wie viele Molekiile des Liganden die Bindungsstelle
des Proteins erreichen und anschlieBend in die Losung diffundieren. Eine zu kleine off-rate
flhrt zu einer geringen Diffusion der gesattigten Liganden in die Losung. Zu groRe off-rates
kdénnen wiederum bewirken, dass die Verweilzeit des Liganden an der Bindungsstelle nicht

fur einen Sattigungstransfer ausreicht.'®

Die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp kann zum einen durch die Kinetik des
Bindungsprozesses (Gleichung 2-1, Seite 32) als auch durch eine sogenannte STD-Titration
mit verschiedenen Ligandkonzentrationen bestimmt werden. Aus den jeweiligen
STD-Effekten und dem Ligandiberschuss kann nach  Gleichung 2-3  der
STD-Amplifikationsfaktor bestimmt werden.
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IO - Isat

STD — Amplifikationsfaktor = - Ligandiiberschuss 2-3

0

Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors mit 1, = Signalintensitdt im off-resonance-Spektrum und
Iso = Signalintensitét im on-resonance-Spektrum.

Der erhaltene STD-Amplifikationsfaktor wird als Funktion der Ligandkonzentration
aufgetragen. Zur Bestimmung des Kp-Werts kann analog zur SPR-Analyse das one-site-

binding-Modell angewandt werden.**°

Bei der Durchfuhrung des STD-Experiments kann es beispielsweise durch Sattigung von
Ligandresonanzen zum Auftreten von Artefakten kommen. Um diese zu beriicksichtigen,
wird ein STD-Experiment durchgefihrt in dem kein Protein, sondern lediglich der Ligand
vorliegt. Kann im STD-Artefakt-Spektrum Signalintensitit beobachtet werden, dann werden
die STD-Effekte der eigentlichen STD-Messungen durch die Artefakt-Signale korrigiert.

STD-NMR-Messungen mit Protein-Ligand-Systemen werden in der Regel in wassrigen,
deuterierten Puffersystemen durchgefihrt. Durch einen Restbestandteil von nichtdeuterierten
Wasser kommt es zu einem HDO-LGsungsmittelsignal bei etwa 4.7 ppm im
'H-NMR-Spektrum. Um Ligandprotonen in der Nahe dieses Signals zu detektierten, muss das

Wassersignal unterdriickt werden.**

Eine Variante bietet die excitation-sculpting-
Pulssequenz.™? Bei dieser wird die Wasserresonanz durch eine doppelte Spin-Echo-Sequenz
mit einem selektiven Rechteckpuls unterdrickt. Da bei der Anwendung dieser
Wasserunterdriickung im Rahmen dieser Arbeit verstarkt Artefakten auftraten, wurde neben
der excitation-sculpting-Pulssequenz auch eine WATERGATE-Pulssequenz verwendet.'*®
Alle WATERGATE-Sequenzen haben eine einfache Spin-Echo Sequenz gemein. Bei der hier
verwendeten WATERGATE -Sequenz wird die Wasserresonanz durch eine frequenzselektive

Pulsabfolge selektiert und dadurch unterdriickt.***

Neben der Bestimmung des Kp-Werts und des Bindungsepitops kann tiber die Anwendung
eines STD-Kompetitiv-Experiments detektiert werden, ob Liganden an dieselbe Region eines
Proteins binden.'® Dazu filhrt man zunachst ein STD-Experiment mit dem Liganden durch,
der eine schwachere Bindungsaffinitdt besitzt. Anschliefend gibt man einen weiteren
Liganden wie beispielsweise einen nativen Liganden, in die Probe, der eine hohere
Bindungsaffinitdt zum Rezeptorprotein aufweist. Wenn dieser Ligand nun an dieselbe

Bindungsdomane wie der erste Ligand bindet, dann verdrangt er diesen aus der
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Bindungsregion. Dies kann durch Abnahme der Signale vom ersten Liganden im
STD-Spektrum detektiert werden.

2.6 Virusamplifikationsassay

Die bisher beschriebenen Methoden liefern zwar eine Aussage Uber die Bindungsaffinitat von
Ligand-Protein-Komplexen, da sie aber in vitro durchgefiihrt werden, kann keine Aussage
uber die biologische Aktivitadt von Liganden getroffen werden. Da die biologische Aktivitat
fir die Funktionalitdt von Liganden von groRem Interesse ist, wurden peptidische Liganden
im Rahmen dieser Arbeit von S. Pfefferle in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ch. Drosten
(jetzt: Universitatsklinikum Bonn) am Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin auf ihre
biologische Aktivitat getestet. Die Arbeiten wurden in einem Sicherheitslabor der Stufe S4
durchgefihrt.

Mit Hilfe eines real-time-reverse-transcriptase-polymerase-chain-reaction (RT-PCR)-
Reduktionsassays ist es moglich die inhibierende Wirkung des Liganden auf die virale
Infektion zu untersuchen. Fur den Assay werden Zellen ausgesat und mit Ligandlésung
inkubiert. AnschlieBend findet die Infektion der Zellen mit einer Viruslésung statt. Nach der
Infektion vermehrt sich das Virus in den Zellen und wird in den Uberstand freigesetzt. Die
Vermehrung der Viruspartikel ist durch die quantitative real-time-RT-PCR messbar, mit
deren Hilfe sich virale RNA quantifizieren und mit dem Virustiter korrelieren lasst. Damit ist
die Bestimmung der Reduktion der Virusreplikation durch den Liganden (ber einen

bestimmten Zeitraum méoglich.®®

Um einen zytotoxischen Effekt des Liganden auf die Zellen zu tberprifen wird zusétzlich ein
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test durchgefiihrt.**
Dabei werden die Zellen mit dem MTT-Farbstoff behandelt und anschlieBend der Anteil

lebender Zellen im Vergleich zu einer Kontrollprobe von Zellen bestimmt.

2.7 Proteinchemische Methoden

2.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt in Abhdngigkeit wvon

MolekiilgroBe und Ladung. Durch Zugabe des stark amphiphatischen Detergenz

Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine bei der SDS-PAGE lediglich nach Masse

getrennt, da nahezu alle nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort
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werden. Gleichzeitig wird durch Wechselwirkung des unpolaren Teils des SDS mit unpolaren
Seitenkette des Proteins negative Ladung auf das Protein ubertragen. Dadurch werden die
Wandergeschwindigkeiten der Proteine von der Ladung unabhéngig und die Proteine nur

durch Siebeffekte in der Reihenfolge ihrer Molekulargewichte auf dem Gel aufgetrennt.*®

2.7.2 Farbung von Proteinen in SDS-PAGE-Gelen

Proteinbanden in PA-Gelen kénnen mit dem Farbstoff Coomassie-Blau angeféarbt werden,
welcher unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten bindet. Die
Nachweisgrenze fiir diese Farbung betragt 100 ng.''” Um geringere Proteinmengen in
PA-Gelen zu detektieren, eignet sich beispielsweise die Silberfarbung, die eine

Nachweisgrenze von 5 ng aufweist.!*®

2.7.3 Western Blot und Immunprinting

Der Western Blot findet im Anschluss an die SDS-Gelelektophorese statt. Durch Anlegen
eines elektrischen Feld werden die Proteine vom SDS-PAGE-Gel auf eine
Nitrocellulose (NC)-Membran transferiert, welche eine hohe Peptidbindungsaffinitat besitzt.
Durch anschlieendes Immunprinting erfolgt die spezifische Detektion bestimmter Proteine
auf einer NC-Membran durch Inkubation mit einem primdren und einem sekundaren
Antikorper. Der sekunddre Antikorper ist durch ein Enzym markiert, welches nach
Substratzugabe durch eine Farbreaktion detektiert werden kann.'*°

2.7.4 BCA-Methode zur Konzentrationsbestimmung

Uber die BCA-Methode lassen sich Proteinkonzentrationen durch Vergleich mit
Proteinldsungen bekannter Konzentration bestimmen. Proteine bilden in alkalischer Ldsung
einen Komplex mit Cu®-lonen aus. Dieser Komplex wird anschlieBend mit
Bicinchonin-Saure (BCA) behandelt, wodurch eine Reduktion zu Cu*-lonen stattfindet. Diese
bilden mit der BCA einen violetten Farbkomplex, dessen Absorption bei 550 hm gemessen

werden kann. *%°
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3 Aufgabenstellung

Das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV) ist der Erreger des Schweren Akuten
Atemwegssyndroms (SARS), an dem im Winter 2002/03 etwa 8000 Menschen erkrankten.
Die Arbeitsgruppe von M. Farzan identifizierte eine Rezeptorbindungsdoméne (RBD), die
den Kontakt zwischen dem viralen spike (S)-Protein und dem humanen Rezeptor angiotensin
converting enzyme 2 (ACE2) vermittelt.”” > M. Axmann konnte durch ein SPR-screening von
Peptidbibliotheken zeigen, dass das Hexapeptid ***YKYRYL*? (Peptid 1) aus dem S-Protein
des SARS-CoV an den humanen ACE2-Rezeptor bindet. Daher kann Peptid 1 als Templat
zum Design von entry-Inhibitoren gegen das SARS-CoV dienen. Weiterhin wurden von
M. Axmann und in einer dieser Arbeit vorausgehenden Diplomarbeit erste Mutationsstudien
der Leitstruktur 1 durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte im ersten Teil die Interaktion der Leitstruktur 1 zum
Wirtsrezeptor ACE2 genauer analysiert werden. Hierzu sollten zunéchst molecular-dynamic-
Simulationen durchgefihrt werden, um den Bindungsmodus des Hexapeptids 1 an das ACE2
zu analysieren. Anschlielend sollte durch die Synthese von Peptidbibliotheken, die einen
Alaninscan und weiteren Punktmutationen der Leitstruktur 1 darstellen, und anschlielenden
SPR-screening, die Rolle der einzelnen Aminosauren an der Bindung geklart werden. Durch
STD-NMR-Experimente sollte das Bindungsepitop von Peptid 1 auf atomarer Ebene
bestimmt werden. Um die biologische Aktivitat der Leitstruktur 1 und anderen Peptiden
gegen das SARS-CoV zu testen, sollte ein Inhibitionsassay mit SARS-infizierten Zellen
durchgefuhrt werden. Dazu sollten die Peptide in ausreichenden Mengen dargestellt werden.
Neben dem SARS-CoV nutzt auerdem das Coronavirus NL63 (HCoV-NL63) ACE2 als
funktionalen Rezeptor.?* ** Daher kénnte ein Inhibitor gegen das SARS-CoV auch gegen das
HCoV-NL63 wirken. Um dies zu testen sollte die inhibitorische Wirkung von Peptid 1 gegen
das HCoV-NL63 getestet werden.

Als alternativer Rezeptor fir das SARS-CoV wurde 2004 das Lektin L-SIGN
vorgeschlagen.?®  Dieser  Rezeptor  bindet  spezifisch an  hochmannosidische
Kohlenhydratstrukturen.*® Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit sollte die Bindung des L-SIGN
an das SARS-CoV anhand von Modellsubstanzen analysiert werden. Dazu soll ein
SPR-Assay entwickelt werden, um die Interaktion der kohlenhydraterkennenden Doméne
(CRD) des L-SIGN mit Kohlenhydraten, Glycopeptiden und Peptiden zu Uberprifen.
AuRerdem sollte die Bindung an den L-SIGN-Rezeptor mittels STD-NMR untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Molecular-dynamic-Simulationen zur Analyse der Interaktion der
Leitstruktur 1 mit dem ACE2-Rezeptor

Um den Bindungsmodus des Hexapeptids 1 “*®*YKYRYL** mit dem Rezeptor ACE2 zu
analysieren, wurde das Peptid an den Rezeptor gedockt und molecular-dynamic (MD)-
Simulationen unterzogen. Im Rahmen der MD-Studien konnte gezeigt werden, dass die
Seitenketten der Aminosauren K439, Y440 und R441 mit Aminoséuren des Rezeptorproteins

wechselwirken (Abbildung 9).

Abbildung 9: Konformation des Hexapeptids 1. Die Seitenketten der Aminosauren K439, Y440 und R441 zeigen
Interaktionen mit der Rezeptoroberflache.

Als Startstruktur wurde dafiir die Struktur gewahlt, die das Hexapeptid in der
Rontgenkristallstruktur als Teil der Rezeptorbindungsdémane (RBD) des S-Proteins im
Komplex mit ACE2 aufweist.®® Zunachst wurde das Rezeptor-Ligand-System in eine
waterbox gesetzt. Dann wurden MD-Simulationen Gber 11000 ps bei einer Temperatur von
300 K durchgefihrt, bis das System in einem thermodynamischen Gleichgewichtszustand
vorlag. Anschliefend wurde eine MD-Simulation tGber 3000 ps bei 300 K durchgefiihrt und

die Bindung des Peptids an die Rezeptoroberflache anhand der Abstande analysiert.

Das ACE2 ist ein Glycoprotein, welches am N90 durch ein N-Glycan glycosyliert ist. In der
Rontgenkristallstruktur sind die ersten drei Zuckereinheiten dieses Glycans aufgeldst. Als Teil
der RBD befindet sich das Peptid “*®*YKYRYL** 1 in der Rontgenkristallstruktur in Nahe des
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Glycans. Der C-Terminus des Peptids besitzt einen Abstand von 18.4 A und der N-Terminus
einen Abstand von 30.1 A zu dem C-1 der GIcNAc-Einheit am N90 des Rezeptors. Nach der
MD-Simulation zeigt das Peptid 1 direkte Wechselwirkungen mit der Glycaneinheit.
Insgesamt erféhrt das Peptid wahrend der Simulation eine durchschnittliche Verschiebung
von 5.4 A am C-Terminus und von 17.4 A am N-Terminus. Die Konformationen des Peptids
vor und nach den MD-Simulationen sind in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Konformation des Hexapeptids “**YKYRYL** 1 im Ligand-Rezeptor-Komplex vor und nach der
MD-Simulationen. Das Peptid vor der Simulation ist in Magenta, das Peptid und die Glycanstruktur auf der
Rezeptoroberflache nach der Simulation sind in atom color dargestellt.

In der Rontgenkristallstruktur zeigen die Seitenkette der Tyrosine Y440 und Y442 Kontakt
zur Oberflaiche des humanen Rezeptors.”® Wahrend der MD-Simulation gehen die
Seitenketten der peptidischen Aminosduren K439, Y440 und R441 Kontakt mit dem
Rezeptorprotein ein. Das K439 interagiert mit dem D30 des ACE2, indem die positiv
geladene Seitenkette eine ionische Interaktion mit der Carboxylatgruppe eingeht. Der
durchschnittliche Abstand zwischen dem e-Stickstoffatom des Lysins und einem
Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe betragt dabei 3.1 + 0.7 A. Die Guanidinumgruppe des
R441 interagiert mit der Carboxylatgruppe des E23 des Rezeptors, mit einem
durchschnittlichen Abstand zwischen dem #-Stickstoffatom und der Carboxylatgruppe von
34+09 A Das Y440 des Hexapeptids wechselwirkt mit dem Glycanmolekiil auf der

Rezeptoroberflache. Der aromatische Ring zeigt sowohl Kontakt zum zweiten
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N-Acetylglucosamin als auch zur Mannose des Glycans. Der durchschnittliche Abstand dieser
Wechselwirkungen betragt 5.1 + 0.9 A fiir das N-Acetylglucosamin (Co des Y440 mit C3 des
GIcNAC) und 5.9 +0.8 A firr die Mannose (Ce des Y440 mit C1 der Man). Die jeweiligen
Abstande zwischen dem Peptid und dem Rezeptor sind in Abbildung 11 dargestellt.

10 A

——R441-E23
——K439-D30
Y440-Man

4- o | Mh . 'm‘ L | Y440-GlcNAG

Abstand [A]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zeit [ps]

Abbildung 11: Abstande der Interaktionen zwischen den Seitenketten des Hexapeptids 1 und dem
Rezeptorprotein ACE2 (ber die MD-Simulation. Es sind die Abstdnde (ber die gesamte Simulationszeit von
3000 ps gezeigt. Der Abstand zwischen dem R441 und E32 ist in Dunkelblau, der Abstand zwischen dem K439
und dem D30 in Magenta, der Abstand zwischen dem Y440 und der Mannose in Gelb und der Abstand zwischen
dem Y440 und dem GIcNAc in Hellblau dargestellt.

Das Peptid zeigte wahrend dieser MD-Simulation eine hohe Dynamik, blieb aber die gesamte
Zeit in Kontakt mit der Rezeptoroberflache. Die Konformationen des peptidischen Liganden 1
Uber die gesamte MD-Simulationszeit in Intervallen von 100 ps sind in Abbildung 12

dargestellt.
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Abbildung 12: Konformation des Peptids 1 Uber den gesamten Verlauf der 3000 ps MD. Es sind die
Peptidkonformationen in Intervallen von 100 ps dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass die Seitenketten der jeweiligen Aminosauren eine unterschiedliche
Dynamik erfahren. Die Seitenketten der Aminoséuren K439, Y440 und R441 zeigen wéhrend
der gesamten MD eine Interaktion mit der Rezeptoroberflache und erfahren somit keine starke
Konformationsédnderung. Die Seitenkette des Y438 ist hingegen Uber den gesamten
MD-Verlauf flexibel, was durch eine hohe Streuung der Konformationen dieser Seitenkette in
Abbildung 12 deutlich wird.

4.2 Alaninscan der Leitstruktur YKYRYL

4.2.1 Synthese der Peptide fur den Alaninscan

Um die Relevanz der einzelnen Aminosauren der Leitstruktur “*®*YKYRYL*® (Peptid 1) an
der Bindung zum ACE2-Rezeptor zu spezifizieren, sollte ein Alaninscan des Peptids 1
durchgefiihrt werden. Dazu wurden die einzelnen Aminosduren des Peptids 1 durch die
Aminosdure Alanin substituiert. Die Peptide konnten mit Ausbeuten zwischen 29 und 37%

dargestellt werden (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Peptidbibliothek B1 mit Peptiden fiir den Alaninscan der Leitstruktur *“®*YKYRYL*?

Peptid Sequenz Au[sok/)oe]ute
1 FYKYRYL™ 36
2 AKYRYL 37
3 YAYRYL 35
4 YKARYL 32
5 YKYAYL 30
6 YKYRAL 29
7 YKYRYA 30

Die Darstellung der Peptide erfolgte mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese nach der AAV 1
(Abschnitt 7.3.1) an einem Microwave-Peptidsynthesizer. Die Reinigung des jeweiligen
Rohproduktes wurde durch Ausfallen mit tert-Butylmethylether (AAV 8) und anschliel3ender
RP-HPLC (AAV 9) durchgefihrt. Die Charakterisierung der von der Saule eluierten Produkte
nach der RP-HPLC erfolgte mit Hilfe der MALDI-TOF-MS (AAV 11). Nach erfolgreicher
Reinigung wurden alle dargestellten Peptide mittels 2D-NMR-Spektroskopie charakterisiert
(AAV 12).

4.2.2 SPR-Studien mit den Peptide aus dem Alaninscan

Um den Einfluss der Alaninsubstitution in den Peptiden 2-7 auf die Bindungsaffinitdt zum
humanen Zellrezeptor ACE2 zu untersuchen, wurde ein SPR-screening der Peptidbibliothek
B1 durchgefiihrt. Dabei wurde die, in den MD-Studien gezeigte, Rolle des positiv geladenen
Tripeptidmotivs “*°*KYR*"* bestatigt (Abbildung 13).

44



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

VeiPesy L
W

NH
H,

Abbildung 13: Per Alaninscan bestimmtes Bindungsepitop der Leitstruktur 1. Aminoséuren die im
SPR-screening eine wesentliche Rolle an der Bindung zum ACE?2 zeigen, sind Rot dargestellt.

Fur das SPR-screening wurden 10 pg des rekombinanten humanen Rezeptorproteins ACE2
mittels einer Dialysemembran mit einer AusschlussgréRe von 7 kDa in PBS umgepuffert.
AnschlieRend wurden 31 fmol des ACE2 nach der in 7.6.1 beschriebenen Durchfiihrung
mittels Standard-Amid-Kupplung auf der Messzelle eines CM5-Chips immobilisiert. Die
Messungen mit den Peptiden wurden in Zink(I1)-haltigem TBS durchgefiihrt. Es wurden von
den jeweiligen Peptiden Konzentrationen zwischen 0.5 und 64 uM untersucht, wobei die
Assoziationszeit 20 s und die Dissoziationszeit 600 s betrug. Bei einer Peptid-Protein-
Interaktion von 1:1 und einer durchschnittlichen Molmasse von 900 g/mol ist fiir die Peptide
des Alaninscans jeweils eine theoretische maximale RU-Antwort von RUmaxtheo = 27 RU zu

erwarten.

Um die Aktivitat des Chips zu Gberpriifen, wurde zunéchst die Bindungsaffinitat von Peptid 1
bestimmt. Dazu wurde eine Konzentrationsreihe des Peptids untersucht. Die resultierenden
SPR-Sensorgramme sind exemplarisch fur alle weiteren SPR-Messungen in Abbildung 14

dargestellt.
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Abbildung 14: SPR-Sensorgramme von Peptid 1. Es wurden Peptidkonzentrationen zwischen 0.5 und 64 pM auf
ihre Bindungsaffinitat zum rhACE2 untersucht.

Die jeweiligen maximalen RU-Antworten wurden gegen die Konzentrationen aufgetragen
und mit Hilfe des one-site-binding-Modells analysiert (Abbildung 15). Die Datenpunkte
gehen bei der hochsten Konzentration von 64 pM in einen linearen Verlauf Giber, was auf das
Auftreten von unspezifischen Wechselwirkungen des Peptids mit der Rezeptoroberflache
hindeutet. Daher wurde der hdchste Datenpunkt nicht in die Analyse nach dem
one-site-binding-Modell ~ einbezogen. Es ergab sich ein  thermodynamische
Dissoziationskonstante Kp von 41 + 12 uM. Dieser Wert stimmt mit dem von M. Axmann per
SPR ermittelte Wert von Kp = 46 pM sehr gut tiberein.®* Der RUpax-Wert liegt mit 21 + 4 RU
im Bereich RUpax theo-ANtwort.

18- Peptid 1 (YKYRYL)
Kp=41+12pM  RU__ =21+4RU
16 u
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Abbildung 15: Thermodynamische Bindungsanalyse von Peptid 1 mit dem ACE2-Rezeptor. Durch Auftragung
der jeweiligen maximalen RU-Antworten gegen die Konzentration ergeben sich tber das one-site-binding-
Modell die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp und die in der Sattigung maximale RU-Antwort
RUnax. Der obere Datenpunkt wurde nicht in die Analyse miteinbezogen, da das Peptid bei der hdchsten
Konzentration unspezifisch an das Protein bindet.
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AnschlieRend wurden Konzentrationsreihen der durch Alanin punktmutierten Peptide 2-7
untersucht. Die daraus resultierenden jeweiligen thermodynamischen Bindungsanalysen sind

in Abbildung 16 zusammengefasst.
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Abbildung 16: Affinitatsplots der Peptide 2-7 des Alaninscans. Es wurden Peptidkonzentrationen zwischen 0.5
und 64 uM untersucht. Fur das Peptid 5 waren nur Datenpunkte bis 32 uM vorhanden. Es ergibt sich nur fur die
Peptide 2, 3, 6 und 7 ein konzentrationsabhangiger Kurvenverlauf, der sich mit dem one-site-binding-Modell
analysieren lasst.
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Von den sechs Peptiden 2—7 des Alaninscans zeigen vier Peptide (2, 3, 6 und 7) weiterhin
Bindungsaffinitat gegentiber dem humanen Wirtsrezeptor ACE2. Lediglich Peptid 6, in dem
das Y442 substituiert wurde, zeigt mit einer Bindungskonstante von Kp = 37 £ 18 UM ein
vergleichbares Bindungsverhalten wie Peptid 1. Der RUna-Wert liegt allerdings mit 8 + 2 RU
signifikant unter der RUpax,theo-Antwort von 27 RU.

Fur das Peptid 4, in dem das Y440 der Leitstruktur gegen Alanin substituiert wurde, liegen
die beiden hoheren Konzentrationen bei einer RUpax-Antwort von etwa 6 RU. Dieser Wert
liegt weit unter dem RUpmaxtheo-WWert von 27 RU. Die niedrigeren Konzentrationen weisen eine
reproduzierbare Streuung auf. Eine Analyse nach dem one-site-binding-Modell kann daher
nicht durchgefuhrt werden und es kann von einer unspezifischen Bindung des Peptids 4 zum

ACE?2 ausgegangen werden.

Das Peptid2, in dem das Y438 gegen Alanin ausgetauscht wurde, besitzt eine
Bindungskonstante von Kp=182+43 uM und bindet somit ungefahr um Faktor 4.5
schlechter als die Leitstruktur 1. Der RUpax-Wert betrégt 36 = 7 RU und liegt damit leicht
uber dem theoretisch ermittelten Wert. Das Peptid 3 mit der Mutation K439A zeigt mit einer
Bindungskonstanten von 589 + 351 uM eine wesentlich schwachere Bindung zum ACE2-
Rezeptor als Peptid 1. Der um Faktor 3 zu hohe RUna-Wert von 94 + 53 RU deutet zusatzlich
auf einen unspezifischen Bindungsanteil hin. Peptid 7, in dem das L443 der Leitstruktur
gegen Alanin ersetzt wurde, weillt mit einem Kp-Wert von 290 + 54 uM auf ein um Faktor 7
schwécheres Bindungsverhalten hin. Der RUpa«-Wert betrdgt 50 + 8 RU und ist somit um

etwa Faktor 2 gréRRer als der RUmax,theo-ANtwort.

Fur das Peptid 5 konnte im vermessenden Konzentrationsbereich kein spezifisches
Bindungsverhalten zum ACE2-Rezeptor beobachtet werden, was durch eine Gerade im
Affinitatsplot deutlich wird.

Die thermodynamischen Dissoziationskonstanten des Alaninscans sind graphisch in
Abbildung 17 und die RUnax-Werte in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 17: Kp-Werte der Peptidbibliothek B1 aus dem Alaninscans der Leitstruktur. Der Kp-Wert der
Leitstruktur von 41 pM ist Rot dargestellt. Peptide mit einer spezifischen Bindung zum humanen Zellrezeptor
sind Hellbraun und Peptide, die keine Bindung zeigten, sind Dunkelbraun dargestellt.
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Abbildung 18 RU,-Werte der Peptidbibliothek B1 aus dem Alaninscans der Leitstruktur. Der RU.,.Wert der
Leitstruktur ist Rot dargestellt. Peptide mit einer spezifischen Bindung zum humanen Zellrezeptor sind
Hellbraun und Peptide, die keine Bindung zeigten, sind Dunkelbraun dargestellt. Der RU pax theo-WWert von 27 RU
ist als rote Linie dargestellt.

Die Ergebnisse des Alaninscans zeigen deutlich, dass das mittlere positiv geladene
Tripeptidmotiv “*°KYR*** besonders wichtig fiir die Bindung der Leitstruktur **®*YKYRYL*?
zum ACE2-Rezeptor ist, wobei der Einfluss von Tyrosin und Arginin wichtiger als der des
Lysins ist. Die anderen beiden Tyrosine Y438 und Y442 scheinen keinen grof3en Einfluss auf

die Bindung zum ACE2 zu haben. Das Peptid 2, mit der Mutation Y438A, zeigt nur eine
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geringfugig schwéchere Bindung zum Rezeptor als die Leitstruktur. Das Peptid 6, in dem das
Y442 substituiert wurde, zeigt eine mit Peptid 1 vergleichbare Bindungsaffinitat. Die
Bindungskonstante von Peptid 7, in dem das L443 gegen Alanin ausgetauscht wurde, deutet
auch auf einen Anteil von Leucin an der Bindung hin, wobei dieser Anteil geringer als der des
Peptidmotivs “**KYR*" ist. Dieses Ergebnis ist im guten Einklang mit den Ergebnissen der
molecular dynamic-Studien, in dem die Aminosdureseitenketten des Tripeptidmotivs

K YR direkten Kontakt zum Rezeptor haben.

4.3 Weitere Punktmutationen der Leitstruktur 1 zur SPR-Analyse des
Bindungsmodus zum ACE2

4.3.1 Synthese der Peptidbibliothek B2

Der Alaninscan der Leitstruktur “*®YKYRYL** zeigt, dass vor allem die Aminosauren K439,
Y440 und R441 verantwortlich fir die Bindung des Peptid 1 an den ACE2 —Rezeptor sind.
Um den Einfluss der einzelnen Aminosauren von 1 weiter zu analysieren, wurden
punktmutierte Peptide mittels Festphasenpeptidsynthese dargestellt, in denen eine oder
mehrere Aminosauren substituiert wurden. Die Peptide 8-17 konnten nach der Reinigung mit

Ausbeuten zwischen 21 und 61% erhalten werden.
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Tabelle 2: Peptidbibliothek B2. Die in Bezug auf die Leitstruktur 1 mutierten Aminosauren sind in
den Peptiden 8-15 unterstrichen dargestelit.

Peptid Sequenz Au[sok/)oe]ute
1 FYKYRYL™ 61
8 YKYDYL 49
9 YKYSYL 65
10 YDYRYL 47
11 YSYRYL 34
12 YRYRYL 52
13 YSYDYL 36
14 YSYSYL nd.
15 FSFSFL 21
16 NYNYKYRYL 42
17 RYYYLK 32

Die Synthesen der Peptide 8-12 und 16 wurden nach AAV 3 (Abschnitt 7.3.1) durch
manuelle Kupplung durchgefiihrt. Die Synthese der Peptide 13 und 17 erfolgte durch
mikrowellenunterstiitzte Festphasenpeptidsynthese nach AAV 1. Die Peptide 14 und 15
wurden mit einem Syntheseroboter nach AAV 2 synthetisiert. Die Reinigung der Peptide
erfolgte nach AAV 8 und AAV 9 mittels RP-HPLC. Alle Peptide wurden durch 2D-NMR-
Spektroskopie charakterisiert (AAV 12).

In Peptid 8 und 9 ist jeweils das R441 punktmutiert, wobei die positiv geladene Aminosaure
Arginin in Peptid 8 gegen die negativ geladene Asparaginsédure und in Peptid 9 gegen das
ungeladene Serin substituiert wurde. Durch diese Substitutionen sollte der Einfluss der positiv
geladenen Guanidiniumgruppe des Arginins auf die Bindung von Peptid 1 zum ACE2
untersucht werden. Analog wurde bei den Peptiden 10 und 11 das positiv geladene K439
gegen Asparaginsaure (10) und Serin (11) substituiert. AuBerdem sollte durch die Mutation
K439R in Peptid 12 noch untersucht werden, ob die GrolRe der positiv geladenen Seitenkette

einen Einfluss auf die Bindung hat.
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In den Peptiden 13 und 14 wurden sowohl das K439 als auch das R441 mutiert, wobei das
K439 jeweils durch Serin ersetzt wurde und das R441 durch Asparaginséure (13) bzw. durch
Serin (14). Peptid 15 trégt die gleichen Punktmutationen wie Peptid 14, wobei zusatzlich noch
die drei Tyrosine der Leitstruktur gegen Phenylalanine ersetzt wurden. Durch diese
Mutationen kann neben dem Einfluss der positiven Ladungen auch noch der Einfluss der

Tyrosine observiert werden.

Neben den punktmutierten Peptiden wurde noch das Peptid 16 mit der Sequenz
*NYNYKYRYL*? dargestellt, welches der RBD des S-Proteins zwischen den Aminosauren
N435-L443 entspricht. Es wurde der Leitstruktur gegenuber also um drei Aminosauren zum
N-Terminus hin verldngert. AuBerdem wurde Peptid 17 mit der Sequenz RYYYLK
dargestellt, das die Aminosauren der Leitstruktur in einer anderen Reihenfolge wiedergibt.
Die Bindungsaffinitat aller Peptide zum humanen Rezeptor wurde anschlieBend mittels SPR-
Messungen (berpriift. Peptid 1 wurde ebenfalls dargestellt und als Positivkontrolle

vermessen.

4.3.2 SPR-Studien mit der Peptidbibliothek B2

An der Peptidbibliothek B2 wurde ein SPR-screening durchgefuhrt. Dadurch konnte der
Einfluss der positiv geladenen Aminosauren K439 und R441 fiir die Bindung von Peptid 1 an
den humanen Zellrezeptor ACE2 belegt werden. AuBerdem bestatigen SPR-Messungen mit
dem random-Peptid 17 mit der Sequenz RYYYLK die Spezifitat der Interaktion zwischen
Peptid 1 und ACE2.

Fur die SPR-Studien wurde zum einen der in 4.2.2 erwédhnte Chip mit 31 fmol des
rekombinanten humanen Rezeptorproteins ACE2 verwendet. Auferdem wurden auf der
Messzelle eines zweiten CM5-Chips 108 fmol rekombinantes ACE2 nach der in 7.6.1
beschriebenen Durchfuhrung immobilisiert. Alle Messungen wurden in Zink(I1)-haltigem
TBS durchgefiihrt. Die Konzentrationen der Peptide lagen zwischen 0.5 (1) und 64 puM, die
Assoziationszeit betrug 20 s und die Dissoziationszeit 600 s. Die maximale theoretische
RU-Antwort liegt bei einer durchschnittlichen Peptidmasse von 900 g/mol bei 27 RU fir den
Chip mit 31 fmol Proteinbelegung und bei 97 RU fur den Chip mit 108 fmol immobilisiertem
ACE2. Fir das Peptid 16, welches eine Molmasse von 1295 g/mol besitzt, ist bei 108 fmol
immobilisiertem ACE2 eine RUmaxtheo VON 140 RU zu erwarten. Um die Proteinaktivitat des

mit 108 fmol ACE2 immobilisierten Chips zu tberprifen, wurden zunéchst SPR-Messungen
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mit Peptid 1 durchgefiihrt. Der Affinitatsplot fir diese Messung ist in Abbildung 19
dargestellt.
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Abbildung 19: Affinitatsplot der SPR-Messungen von Peptid 1 mit 108 fmol immobilisiertem ACE2. Es ergibt
sich ein Kp-Wert von 51 + 6 uM.

Aus dem Affinitatsplot ergab sich eine thermodynamische Bindungskonstante von
Ko =51 + 6 pM. Die Bindungsaffinitdt zwischen Peptid 1 und dem ACE2-Rezeptor liegt
somit in derselben GroRenordnung wie von M. Axmann bestimmt. Allerdings liegt der
RUmax-Wert mit 202 + 16 RU etwa um einen Faktor von 2 iber der RUpax theo-Antwort. Da der

Kp-Wert aber im erwarteten Bereich lag, wurde der Chip fiir weitere Messungen verwendet.

AnschlieRend wurde die Peptidbibliothek B2 untersucht. Dabei wurde fiur die Peptide 8-11
und 14-15 der Chip mit der Belegung von 108 fmol verwendet. Die Peptide 12 und 13 wurde
mit dem Chip untersucht, der eine Belegung von 31 fmol aufwies. Die thermodynamischen

Bindungsanalysen fiir alle acht punktmutierten Peptide 8-15 sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Affinitatplots der Peptidbibliothek B2. Die gegeniiber der Leitstruktur mutierten Aminoséuren
sind in der Sequenz unterstrichen. Peptide 8-11, sowie 14 und 15 wurden mit 108 fmol immobilisiertem ACE2
und Peptid 12 und 13 mit 31 fmol immobilisiertem ACE2 untersucht.
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Von den Peptiden aus der Peptidbibliothek B2 zeigen nur die Peptide 9, 11 und 12 eine
Bindung zum ACE2-Rezeptor. Bei den anderen Peptiden war keine signifikante Interaktion
mit der Chipoberflache zu beobachten. Diese Ergebnisse bekraftigen noch mal die Rolle der
positiven Ladung bei der Bindung der Leitstruktur 1 an das ACE2. Wenn eine der beiden
positiv geladenen Aminosauren K439 und R441 gegen das neutral geladene Serin substituiert
wird, dann ist noch eine Interaktion mit dem ACE2-Rezeptor zu beobachten. Das Peptid 9, in
dem das positiv geladenen Arginin gegen das neutrale Serin substituiert wurde, zeigt im
untersuchten Konzentrationsbereich allerdings kein spezifisches Bindungsverhalten, was
durch eine Gerade im Affinitatsplot deutlich wird. Fir Peptid 11 ergibt sich ein Kp-Wert von
978 £ 817 uM. Der Kp-Wert liegt somit um den Faktor 20 hoher als der der Leitstruktur.
Wird eine der positiven Aminosauren durch die negativ geladene Asparaginsdure substituiert,
dann findet keine Bindung an den Rezeptor statt. Zusammenfassend lasst sich Uber die
Substitution der positiv geladenen Aminosduren K439 und R441 der Leitstruktur
BBYKYRYL*® durch negativ geladene und neutrale Aminosdure also sagen, dass die
Bindung zum humanen Rezeptorprotein bei einer neutralen Substitution stark geschwécht

wird und bei einer negativen Substitution gar nicht mehr zustande kommt.

Durch SPR-Messungen von Peptid 12 mit der Mutation K439R sollte geklart werden, ob die
GroRe der positiv geladenen Seitenkette des K439 einen Einfluss auf die Bindung von
Peptid1 zum ACE2 hat. Der Ersatz der Aminofunktion des Lysins durch die
Guanidiniumgruppe des Arginins konnte zu einer Steigerung der Bindung fuhren. Durch die
thermodynamische Bindungsanalyse von Peptid 12 ergibt sich allerdings eine
Bindungskonstante von Kp =674 £ 361 pM. Die Bindung von Peptid 1 an den humanen
Rezeptor wird durch die Mutation K439R also stark abgeschwécht.

Auch die SPR-Messungen der mehrfach substituierten Peptide 13, 14 und 15 bestatigen die
bisher gewonnenen Erkenntnisse. Keines der Peptide zeigt eine Bindung zum
ACE2-Rezeptor. Insgesamt konnten durch die SPR-Messungen mit punktmutierten Peptiden
also die Erkenntnisse des Alaninscans, dass die positiv geladenen Aminoséuren K439 und

R441 eine wichtige Rolle fir die Bindung zum ACE2 spielen, bestatigt werden.

AuBerdem wurden noch SPR-Messungen mit dem Peptid 16 durchgefiihrt. In diesem Peptid
wurde die Sequenz der Leitstruktur um drei Aminoséuren zum N-Terminus der RBD des
SARS-CoV hin verlangert. Die thermodynamische Bindungsanalyse (Abbildung 21) von
Peptid 16 ergibt einen Kp-Wert von 200 + 13 pM. Der RUpa-Wert liegt mit 556 +30 RU uber

den RUmax,theo-WWert von 140 RU.
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Das Hexapeptid 1 liegt als freies Peptid in einer anderen Konformation als in der RBD vor.
Die etwa vierfach starkere Bindung von Peptid 1 an ACE2 spricht dafir, dass das kirzere
Hexapeptid 1 eine bessere Mdglichkeit hat, sich der Rezeptoroberflache anzunahern als das
Nonapeptid 16. Diese Tatsache untermauert die Theorie, dass es sich bei der Leitstruktur 1
*BYKYRYL*® um ein minimales Bindungsmotiv des S-Proteins zum humanen Zellrezeptor

ACE2 handelt.
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Abbildung 21: Thermodynamische Bindungsanalyse des Peptids 16 mit 108 fmol immobilisiertem ACE2. Es
wurden Peptidkonzentrationen zwischen 0.5 und 64 uM analysiert.

Um abschlieBend die spezifische Bindung von Peptid 1 zum Zellrezeptor ACE2 zu
untersuchen, wurde noch das Peptid 17, das die Aminosdauren der Leitstruktur in einer
anderen Reihenfolge wiedergibt, auf seine Bindungsaffinitdt zum ACE2-Rezeptor untersucht.
Falls die Bindung von Peptid 1 nur in der unspezifischen Wechselwirkung von aromatischen
und positiv geladenen Gruppen des Peptids mit der Proteinoberflache begriindet sein sollte,
musste das Peptid 17 mit der Sequenz RYYYLK eine Bindungskonstante in derselben
GroRenordnung wie die Leitstruktur 1 liefern. Wenn man die maximalen RU-Antworten einer
Konzentrationsreihe von Peptid 17 gegen die Konzentration auftragt, ergibt sich eine Gerade
(Abbildung 22). Peptid 17 zeigt also keine spezifische Bindung zum ACE2-Rezeptor. Dieses
Ergebnis bestatigt, dass die Wechselwirkung zwischen Peptid 1 und dem Rezeptor

spezifischer Natur sind.
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Abbildung 22: Thermodynamische Bindungsanalyse von Peptid 17 mit 31 fmol immobilisiertem ACE2. Die
Datenpunkte liegen auf einer Geraden und deuten somit auf eine unspezifische Bindung hin.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der SPR-Messungen mit der Peptidbibliothek B2

zusammengefasst.

Tabelle 3: SPR-Ergebnisse der Peptidbibliothek B2. Die Peptide 8, 10, 13, 14 und 15 zeigen kein
Bindungsverhalten zum ACE2. Fur das Peptid 9 konnte im analysierten Konzentrationsbereich
kein spezifisches Bindungsverhalten zum ACE2 detektiert werden. Die Peptide 11, 12 und 16 zeigen
eine schwéachere Bindung an den ACEZ2-Rezeptor als die Leitstruktur 1 und RU,.-Werte, die
deutlich Gber den RUay,theo-WWerten liegen.

Peptid Sequenz Mutation Spii‘ Eg‘gg ng Kp [UM] RU max RU max theo
1 FYKYRYL™ - ja 51+6 | 202+16 98
8 YKYDYL R441D nein - - -
9 YKYSYL R441S nein - - -
10 YDYRYL K439D nein - - -
1 YSYRYL K439S ja 978 +817 | 598 +473 93
12 YRYRYL K439R ja 674 +361 | 427 +212 101
13 YSYDYL K439S R441D nein - - -
14 YSYSYL K439S R441S nein - - -

K439S R441S _
15 FSFSFL nein - - -
Y 438/440/442F
16 |™NYNYKYRYL™ - ja 200+13 | 55630 140
17 RYYYLK - nein - - -
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4.3.3 Synthese und SPR-Messungen von weiteren S-Protein Peptiden als
Negativkontrolle fur die Interaktion zwischen ACE2 und Peptid 1

Neben den in 4.3.1 vorgestellten Peptiden wurden noch zwei weitere Peptide, die einen
anderen Teil der RBD des S-Proteins wiedergeben, synthetisiert und mittels SPR-Messungen
auf ihre Bindungsaffinitdt zum ACE2-Rezeptor analysiert. Dabei konnte fur beide Peptide

keine Interaktion mit dem ACEZ2 observiert werden.

Zum einen wurde das Peptid 18 mit der Sequenz *“*’NIDATS*? und zum anderen das
Peptid 19 mit der Sequenz *“'FERDIS*® synthetisiert. Abbildung 23 zeigt die Sequenz der
RBD, wobei die Leitstruktur Grin und die Peptide 18 und 19 Gelb hinterlegt sind. Peptid 18
befindet sich beziglich der Leitstruktur also naher am N-Terminus und Peptid 19 néher am
C-Terminus des S-Proteins. Beide Peptide dienen als Negativkontrollen fur Untersuchungen
mit der Leitstruktur 1.

310 320 330 340 350 360
QTSNEFRVVPS GDVVRFPNIT NLCPFGEVFN ATKFPSVYAW ERKKISNCVA DYSVLYNSTF

370 380 390 400 410 420
FSTFKCYGVS ATKLNDLCFS NVYADSFVVK GDDVRQIAPG QTGVIADYNY KLPDDFMGCV

430 440 450 460 470 480
LAWNTRNIDA TSTGNYNYKY RYLRHGKLRP FERDISNVPF SPDGKPCTPP ALNCYWPLND

4590 500 510 520 530 540
YGFYTTTGIG YQPYRVVVLS FELLNAPATV CGPKLSTDLI KNQCVNFNEN GLTGTGVLTP

Abbildung 23: Sequenz der RBD des S-Proteins; Die Leitstruktur 1 ist in Griin und die Referenzpeptide 18 und
19 in Gelb hinterlegt. Potentielle N-Glycosylierungsstellen sind durch ein Rot markiertes N dargestellt.

Beide Peptide wurden mittels Festphasenpeptidsynthese nach AAV 3 synthetisiert

(Tabelle 4), gereinigt, charakterisiert und anschlieend mittels SPR untersucht.

Tabelle 4: Ubersicht der Peptide 18 und 19 aus der RBD des S-Proteins.

. Ausbeute
Peptid | Sequenz [%]
18 “NIDATS™ 30
19 “FERDIS™ 26

Die SPR-Messungen von Konzentrationsreihen der Peptide 18 wund 19 in
Zink(11)-haltigem TBS wurden mit dem in 4.3.2 beschrieben Chip mit 108 fmol ACE2
durchgefuhrt. Beide Peptide zeigen negative, unspezifische RU-Antworten. Die Auftragungen
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der jeweiligen maximalen RU-Antworten gegen die Konzentration sind in Abbildung 24

dargestellt.
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Abbildung 24: Thermodynamische Bindungsanalyse der Peptide 18 und 19. Beide Peptide zeigen negative
RU-Antworten und keine Bindung zum ACE2.

4.3.4 SPR-Studien mit einem Fusionsprotein aus dem S-Protein

Neben den synthetisierten Peptiden 1-19 wurde noch ein rekombinantes S-Fusionsprotein

erworben und SPR-spektroskopisch auf seine Bindung zum ACE2-Rezeptor untersucht. Aus

der SPR-Analyse ergab sich fir das S-Fusionsprotein eine um den Faktor sechs hohere

Bindung zum ACE?2 als die der Leitstruktur 1.

Das rekombinante Protein besteht aus einer Fusion der Aminosduren Y408-P470 mit den
Aminosauren P540-1573 des S-Proteins des SARS-CoV. Ein Teilausschnitt der Sequenz des
S-Proteins ist in Abbildung 25 dargestellt. Die RBD ist dabei Schwarz markiert, die
Leitstruktur “*®YKYRYL*? unterstrichen und das S-Fusionsprotein Gelb hinterlegt.
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310 320 330 340 350 360
QTSNFRVVPS GDVVRFPNIT NLCPFGEVFN ATKFPSVYAW ERKKISNCVA DYSVLYNSTF

370 380 390 400 410 420
FSTFKCYGVS ATKLNDLCFS NVYADSFVVK GDDVRQIAPG QTGVIADYNY KLPDDFMGCV

430 440 450 460 470 480
LAWNTRNIDA TSTGNYNYKY RYLRHGKLRP FERDISNVPF SPDGKPCTPP ALNCYWPLND

490 500 510 520 530 540
YGFYTTTGIG YQPYRVVVLS FELLNAPATV CGPKLSTDLI KNQCVNFNFN GLTGTGVLTP

550 560 570 580 590 600
SSKRFQPFQQ FGRDVSDETD SVRDPKTSEI LDISPCSEFGG VSVITPGTNA SSEVAVLYQD

Abbildung 25: Ausschnitt aus der Sequenz des S-Protein des SARS-CoV, wobei die schwarz markierten
Aminoséuren die RBD wiedergeben, die Leitstruktur unterstrichen und das rekombinante S-Fusionsprotein in
Gelb hinterlegt ist. Potentielle N-Glycosylierungsstellen sind durch ein Rot markiertes N dargestellt.

Es sind also 28% der RBD im S-Fusionsprotein enthalten. Auflerdem ist auch die

Leitstruktur 1 ein Teil des rekombinanten Proteins.

Neben den Aminosduren des S-Proteins ist im rekombinanten S-Fusionsprotein noch einen
Glutathion-S-Transferase (GST)-tag enthalten, welcher ein Molekulargewicht von 26 kDa
besitzt. Damit ergibt sich fir das gesamte rekombinante S-Fusionsprotein ein
Molekulargewicht von 34 kDa. Die SPR-Messungen mit diesem Protein wurden mit dem
Chip, auf dem 31 fmol ACE2 immobilisiert sind, durchgefihrt. Bei einer vollstandigen 1:1
Bindung zwischen den beiden Proteinen wiirde sich eine maximale theoretische
RUmax.theo-ANtwort von 1065 RU ergeben. Vor den Messungen wurde das Protein nach der in
7.6.1 beschriebenen Durchfiihrung in einen Zink(Il)-haltigen TBS gebracht und eine
Konzentrationsreihe zwischen 0.046 uM und 11.8 uM angesetzt und auf ihre Bindung zum
ACE2 analysiert. Nach Auftragung der jeweiligen maximalen RU-Antwort gegen die
Konzentration und anschlieender Analyse nach dem one-site-binding-Modell ergibt sich eine
thermodynamische Bindungskonstante von Kp =7.7 £ 0.8 UM und eine RUpax-Antwort von
1478 = 79 RU. Das rekombinante S-Fusionsprotein bindet also um den Faktor sechs starker
an das ACE2-Protein als die Leitstruktur 1. Es erreicht aber nicht anndhrend die
Bindungsaffinitat des kompletten S-Proteins des SARS-CoV, welches mit einem per SPR
ermittelten Kp-Wert von 1.7 nM an ACE2 bindet.'?
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Abbildung 26: Bindungsanalyse des rekombinanten S-Fusionsproteins mit 31 fmol immaobilisiertem ACE2. Die
Analyse nach dem one-site-binding-Modell ergibt eine spezifische Bindung zwischen den beiden Proteinen.

Da das rekombinante S-Fusionsprotein starker an das ACE2 bindet als die Leitstruktur 1 steht
es als potentielles Reagenz fir Kompetitivexperimente zur Verfligung. Ein solches
Experiment ist die in 2.5 beschriebene STD-NMR-Kompetitivtitration. Um eine solche
Titration durchfuhren zu kénnen, muss allerdings das Bindungsverhalten der Leitstruktur 1 an

das ACE2-Rezeptorprotein per STD-NMR-Spektroskopie untersucht werden.

4.4 STD-NMR-Experimente mit Peptid 1 und dem ACE2-Rezeptor

Durch STD-NMR-Experimente kann die Bindung eines Liganden an ein Rezeptormolekil mit
atomarer Auflésung analysiert werden. Dabei ist es sowohl moglich die Bindungsaffinitét
eines Liganden als auch sein Bindungsepitop zu ermitteln. Durch STD-Experimente von
Peptid 1 mit dem humanen Zellrezeptor ACE2 wurde die in 4.3 per SPR detektierte
spezifische Interaktion im niedrigen mikromolaren Bereich bestétigt. AulRerdem konnte das

Bindungsepitop von Peptid 1 an ACE2 aufgestellt werden.

Vor Beginn der NMR-Experimente wurden 10 pg des rhACE2 zunachst nach der in 7.6.1
beschriebenen Durchfihrung in ein deuteriertes Zink(ll)-haltiges dTBS Puffersystem

gebracht.

4.4.1 Bestimmung der Bindungsaffinitat

Um die Bindungsaffinitdt der Leitstruktur 1 an den humanen Zellrezeptor ACE2 zu
uberprifen, wurde eine STD-NMR-Titration durchgefuhrt. Dafir wurden aus einer
Stammldsung von Peptid 1 in dTBS Peptidkonzentrationen von 15 bis 222 pM in der
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Proteinldsung eingestellt. Diese Konzentrationen entsprechen einem 18- bis 288-fachen
Ligandiberschuss gegentber der Konzentration des ACE2 in der Losung.

Abbildung 27 zeigt oben das *H-STD-Spektrum (Hellblau) der Bindung des Peptids 1 an
rhACE2 fir eine Probe mit 144-fachem Liganduberschuss. Unten ist das
'H-NMR-Referenzspektrum (Dunkelblau) abgebildet. Es ist ein deutlicher Sattigungstransfer
auf den Liganden zu erkennen, was durch eindeutige Signale im STD-Spektrum zu erkennen
ist. Die starkste Sattigung von 7.8% wird dabei auf die He/e'-Protonen des Y440 (bertragen.

Tyr H5,8' TyrHeg' Tyr HB,B' Leu H3,8'
\ / rg H3,8' Lys Hee' # j /
& k \ v M

dl
P WM-MM»HWWJ[I.MN‘V"‘K“W%WW\"‘M\WM*MNJ ool Wt

[ppm]

Abbildung 27: Sattigungstransfer von ACE2 auf das Peptid 1. Oben (Hellblau): *H-STD-Spektrum, Unten
(Dunkelblau): *H-NMR-Spektrum von Peptid 1; * = Verunreinigung , # = Proteinrestsignale.

Da bei STD-Experimenten Artefakte auftreten konnen, wurde aullerdem eine Probe
untersucht, die nur 222 pM von Peptid 1 in dTBS und kein Protein enthielt. Diese
Ligandkonzentration entspricht der hochsten Konzentration in der STD-NMR-Titration. Im
resultierenden 'H-STD-Spektrum sind Signale mit absoluten STD-Effekten von
durchschnittlich 3% zu beobachten, wobei die He/e'-Protonen des Y442 mit 5.2 % die starkste
und die Hd/d'-Protonen des Y438 mit 2.2% die schwéachste Sattigung erfahren. Um die
Artefakte zu bertcksichtigen, wurden alle in der Titration ermittelten absoluten STD-Prozente
um die Artefaktwerte korrigiert.

Um die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp zu erhalten, wurden fur die einzelnen
Protonensignale die jeweiligen STD-Ampilfikationsfaktoren gegen die Ligandkonzentration
aufgetragen und nach dem one-site-binding-Modell analysiert. Abbildung 28 zeigt die
Bindungskurven fir die Protonen der Leitstruktur 1, an deren Verlauf sich das one-site-
binding-Modell angleichen lief.
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Abbildung 28: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren einiger Protonenresonanzen von Peptid 1 gegen die
Ligandkonzentration. Es sind die Resonanzen fir die aromatischen Protonen der drei Tyrosine und fir die

Methylprotonen des Leucins dargestellt.
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Es ergeben sich Dissoziationskonstanten im niedrigen mikromolaren Bereich. Der niedrigste
Kpo-Wert von 10 + 6 UM ergibt sich fur das Ho'-Proton des L443. Fur die Ho/o'-Protonen des
Y440 liegt der Kp-Wert bei 57 £29 puM und fir die Ho/o'-Protonen des Y442 bei
Ko =60 = 25 uM. Diese Bindungsaffinitaten fir Peptid 1 stimmen gut mit den durch SPR
ermittelten Kp-Werten von 41 + 12 yM uberein. In Tabelle 5 sind die Kp-Werte fir die
einzelnen Protonen des Peptids 1 zusammengefasst.

Tabelle 5: Thermodynamische Dissoziationskonstanten Kp fur die einzelnen Protonen des

Peptids 1.

d[ppm] Protonen Ko [UM]
7.076 Y442-Holo' 60 + 25
7.012 Y440-Holo' 57+ 29
6.948 Y438-Holo' 199 + 36
6.761 Y442-Hele' 71+28
6.733 Y440-Hele' 119+ 23
6.712 Y438-Hele' 222 +114
0.804 L443-Ho 3021
0.725 L443-Ho' 10+6

4.4.2 Bestimmung des Bindungsepitops

Abbildung 29 zeigt das Bindungsepitop von Peptid 1 zum Rezeptorprotein ACE2 fiir einen
144-fachen Ligandiberschuss. Die hochste absolute Sattigung erfahren nach Korrektur um
die Artefakte die He/e'-Protonen des Y440. Daher wurde flr diese Protonen die relative
Sattigung auf 100% gesetzt (Tabelle 6).
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Abbildung 29: STD-NMR Bindungsepitop von Peptid 1: Die Kreise zeigen die Bereiche der relativen STD%.

Tabelle 6: Absolute und relative STD-Effekte fur die Ligandprotonen von Peptid 1 bei der Bindung
an den ACE2-Rezeptor.

ppm Protonen abs. STD [%] rel. STD [%]
7.076 Y442-Hdlo' 2.9 72
7.011 Y440- Hols' 2.0 50
6.948 Y438- Hols' 2.6 65
6.761 Y442-Hele' 2.6 63
6.733 Y440- Hele' 4.1 100
6.712 Y438- Hele' 35 85
4.430 Y442-Ha 3.6 89
4.385 Y440- Ha 1.8 45
4.145 L443- Ha 1.8 46
4.082 K439- Ho,,R441- Ha 14 33
3.026 R441- Hols' 0.7 17
2.833 K439 Hele', Y (all)-Hplp' 0.6 14
0.804 L443-Ho 0.6 15
0.725 L443-Ho' 0.9 23

Am Bindungsepitop ist zu erkennen, dass alle drei Tyrosine einen Kontakt zum
ACE2-Rezeptor aufweisen. Aullerdem zeigen die Ha-Protonen des Y442 und des L443 noch
eine Néahe zur Proteinoberflache. Die positiv geladenen Seitenketten des K439 und des R441
zeigen im Bindungsepitop moderate Wechselwirkungen mit den Protonen des ACE2. Auch
die aliphatische Seitenkette des L443 ist an der Bindung zwischen dem Peptid 1 und dem
Rezeptor beteiligt. Die Signale der Ha-Protonen des K439 und des R441 sind im
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'H-STD-Spektrum nicht klar zu separieren. Daher kann nicht geklart werden, ob der
Sattigungstransfer vom Protein auf beide Protonen stattgefunden hat. Auch eine
Differenzierung der Signale der Hp-Protonen der drei Tyrosine und der He/e‘-Protonen des
K439 ist im *H-STD-Spektrum nicht mdglich. Daher ist auch hier nicht eindeutig zu klren,
welches der Protonen die Signale im STD-Spektrum erzeugt.

In der Rontgenkristallstruktur des Komplexes der RBD mit ACE2 zeigen nur die Tyrosine
Y440 und Y442 Kontakt zum Rezeptor.®® Nach den in 4.1 beschriebenen MD-Studien
interagieren die Seitenketten des Y440 und die positivgeladenen Gruppen des K439 und des
R441 mit dem Rezeptormolekil. Diese Ergebnisse werden durch den in 4.2 beschriebenen
Alaninscan bestatigt. Im Bindungsepitop zeigen alle Tyrosine Kontakt zum Rezeptor, was
bestatigt, dass Peptid 1 als Teil der RBD einen anderen Bindungsmodus eingeht als in der
freien Form. Der Einfluss der positiv geladenen Seitenketten steht im Einklang zu den
Ergebnissen der STD-NMR-Titration. Die Seitenkettenprotonen Ho/o' des R441 erfahren eine
relative Sattigung von 17%, was auf eine ionische Interaktion der Guanidiniumgruppe mit
dem Rezeptor hinweisen kdnnte. Auch das K439 weilst mit relativen STD-Effekten von 14%
flr die Hel/e*-Protonen Kontakt zur Rezeptoroberflache auf. Dass die Seitenketten des Lysins
und des Arginins nur eine moderate Sattigung aufweisen, steht im Einklang mit der Annahme,
dass die Wechselwirkung mit dem Rezeptor Uber die Amino- bzw. Guanidiniumgruppe
zustande kommt. Die Protonen dieser Gruppen werden durch Deuterium aus dem

Losungsmittel ausgetauscht und kénnen somit im STD-Experiment nicht detektiert werden.

AuRerdem lasst der Alaninscan noch auf eine Beteiligung des L443 von Peptid 1 an der
Rezeptorbindung schliefen. Im Bindungsepitop zeigen die Methylprotonen des Leucins
STD-Effekte von 15% und 25%, was eine Beteiligung an der Bindung zum Rezeptormolekiil
verdeutlicht. Im folgenden Abschnitt werden die experimentellen STD-Effekte mit den

Abstéanden aus der MD-Simulation verglichen.

4.4.3 Vergleich der STD-Effekte mit den Abstanden aus der MD-Simulation

Um die experimentell ermittelten STD-Effekte mit den Ergebnissen aus der MD-Simulation
vergleichen zu konnen, wurden aus den Ligand-Protein-Abstanden theoretische
STD-Prozente ermittelt. Hierfur wurde vereinfacht angenommen, dass das Protein
gleichmaRig gesattigt wurde und diese Sattigung konstant bertragen wurde. Es wurden fiir
jedes Proton der Leitstruktur *®*YKYRYL*® 1 die Abstande zu allen Proteinprotonen in

einem Radius von 6 A bestimmt. Jede Proton-Proton-Wechselwirkung geht mit 1/r® in die
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dipolare Kopplung ein. Aufgrund der intramolekularen Molekdlrotation werden die Werte flr
chemisch-aquivalente Protonen wie die der He- und He’-Protonen gemittelt. Durch Addition
aller 1/r°-Komponenten fiir die jeweiligen Protonen des Liganden ergeben sich Werte, die
proportional zur Sattigungsrate sind. Fir Protonen von Methylgruppen wird auf Grund der
freien Rotation nur der kirzeste Abstand beriicksichtigt. Die Abstandsbestimmung wurde
Uber die gesamte MD-Simulation durchgefuhrt. In Tabelle 7 sind die Summe der
1/r°-Komponenten fiir die Abstande tber die gesamte MD-Simulation gezeigt. Der grofRte
Wert ergibt sich fur die He-Protonen des Y440. Der STDineo-Wert wurde fiir dieses Proton
daher auf 100% gesetzt.

Tabelle 7: Theoretische STD% fur die Ligandprotonen. Es wurden alle Ligandproton-
Proteinproton-Abstiande unter 6 A {iber die gesamte MD-Simulation beriicksichtigt. Die Summe
der 1/r®-Komponenten fiir chemische aquivalente Protonen wurde gemittelt.

Summe Mittelwerte Summe
STDtheo [%]
(1/r% [-107] (1/r% [-107]
Y438 Hp' 2.05 2.05 4
Ho' 2.36 2.36 5
K439 Ho 1.10 1.10 2
He 2.01
291 6
He' 3.82
Y440 | Hp 0.96
3.68 8
Hp' 6.39
Ho 8.31
11.14 24
Ho' 13.98
He 24.95
47.22 100
He’ 69.49
R441 HA 2.18 2.18 5
Hy 1.22 1.22 3
Ho 8.96
15.37 33
Ho' 21.78

Aus der Berechnung ergeben sich theoretische STD-Effekte fiir Protonen der Aminoséuren
Y438, K439, Y440 und R441. Die STD-Prozente fur die Protonen des Y438 und des K439
liegen allerdings unter 10% und gehen daher nicht in die Bestimmung des Bindungsepitops
ein. In Abbildung 30 sind das theoretische Bindungsepitop und das experimentell bestimmte

Bindungsepitop vergleichend dargestellt.
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Abbildung 30: Vergleich des experimentellen und des theoretischen Bindungsepitops fiir die Leitstruktur 1.
a) Per STD-NMR bestimmtes Bindungsepitop. b) Theoretisch berechnetes Bindungsepitop bei dem alle
Absténde unter 6 A tber die gesamte MD-Simulation beriicksichtigt wurden. Die Kreise zeigen die Bereiche der
relativen STD%. Bei beiden Epitopen liegt der stirkste STD-Effekt auf den aromatischen He-Protonen des
Y440. Dieser Wert wurde daher auf 100% gesetzt und dient als Referenz fir die anderen Werte im jeweiligen
Bindungsepitop.

Im experimentell per STD-NMR-Spektroskopie bestimmten Bindungsepitop treten mehr
STD-Effekte auf als im berechneten Epitop, in dem nur das Y440 und das R441
STD-Prozente zeigen. Dass fiir das K439 keine STD-Effekte berechnet werden konnten, heilit
nicht, dass es keine Ndhe zum Rezeptor aufweist, da die Bindung nicht durch aliphatische
Proton-Proton-Wechselwirkungen, sondern durch ionische Kréfte zustande kommt. Das R441
interagiert auch ionisch mit einer Carboxylatgruppe des Rezeptorproteins. Allgemein wird
durch den Vergleich des berechneten Bindungsepitops mit dem experimentell bestimmten

Bindungsepitop vor allem die Rolle des Y440 an der Rezeptorbindung untermauert.

4.5 Bindungsstudien mit YKYRYL und dem S-Fusionsprotein

Wie in 4.3.4 beschrieben, wurde ein rekombinantes S-Fusionsprotein erworben, welches in
SPR-Studien eine Bindungsaffinitat von Kp =7.7 £ 0.8 uM gegeniiber dem ACE2-Rezeptor

zeigt. Es besitzt damit eine um Faktor sechs grofiere Bindungsaffinitait zum ACE2 als die
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Leitstruktur “®*YKYRYL*? 1. Es konnte sie somit in einem in 2.5 beschriebenen
STD-Kompetitivexperiment aus der Bindungsregion verdrdngen und somit beweisen, dass die
Leitstruktur 1 trotz des postulierten modifizierten Bindungsmodus immer noch dieselbe
Bindungsregion wie die RBD aufweist. Um das Kompetitivexperiment durchfiihren zu
konnen, muss eine Interaktion von Peptid 1 mit dem rekombinanten S-Fusionsprotein
ausgeschlossen werden. Daher wurden zundchst STD-NMR-Experimente mit der
Leitstruktur 1 und dem S-Fusionsprotein durchgefuhrt. Diese NMR-Experimente zeigten,
dass die Leitstruktur 1 auch eine Interaktion mit dem S-Fusionsprotein eingeht. Um die
Spezifitdt dieser Wechselwirkung weiter zu analysieren, wurden anschlieRend
SPR-Messungen durchgefiihrt. Das S-Fusionsprotein wurde hierfur auf einen CM5-Chip
immobilisiert. Die SPR-Studien konnten eine Bindung von Peptid 1 an das S-Fusionsprotein

bestatigen. Die Spezifitat der Bindung konnte jedoch nicht geklart werden.

45.1 STD-NMR-Studien zur Analyse der Bindung von Peptid 1 an das
S-Fusionsprotein

Um die STD-NMR-Studien mit Peptid 1 und dem S-Fusionsprotein durchfiihren zu kénnen,
wurde das Protein zunéchst nach der in 7.6.1 beschriebenen Durchfiihrung in dasselbe
Zink(Il)-haltige dTBS Puffersystem gebracht, in dem auch die in 4.4 beschriebenen
Experimente durchgefiihrt wurden. Die NMR-Experimente wurden mit einer 0.31 puM
Protein-Losung durchgefiuhrt. Es wurden Ligandkonzentrationen von 1 in dTBS
Peptidkonzentrationen zwischen 16 und 245 puM in der Proteinlosung eingestellt. Diese
Konzentrationen entsprechen einem 55- bis 874-fachen Ligandlberschuss gegeniiber dem

Protein.

Abbildung 31 zeigt oben das ‘H-NMR-Spektrum (Dunkelblau) und unten das ‘H-NMR-
Referenzspektrum (Griin) von Peptid 1 fur eine Probe mit einer Ligandkonzentration von
65 uUM. Diese Konzentration stellt einen 218-fachen Ligandiiberschuss dar. In der Mitte der
Abbildung ist das 'H-Artefaktspektrum (Hellblau) fir eine Probe dargestellt, die dieselbe

Ligandkonzentration und kein Protein enthalt.
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Abbildung 31: Sattigungstransfer von dem S-Fusionsprotein auf das Peptid 1. Oben (Blau): *H-STD-Spektrum,
Mitte (Hellblau): Artefaktspektrum; Unten (griin): *H-NMR-Referenzspektrum von 1; * und # = Verunreinigung
des dTBS.

Im STD-Spektrum sind deutliche Signale des Liganden 1 zu erkennen. Es findet also ein
Sattigungstransfer von den Protonen des S-Fusionsproteins auf die Protonen des Liganden
statt. Die groRte Sattigung lasst sich mit 55% flr die He/e’-Protonen des Y440 beobachten.
Die im Artefaktspektrum beobachteten Signale liegen bei durchschnittlich 2%. Fir die
weitere Betrachtung der STD-Prozente wurden diese durch Abzug der Artefaktsignale

korrigiert.

Das S-Fusionsprotein besitzt neben den Aminosduren aus dem S-Protein noch einen
Glutathion-S-Transferase (GST)-tag. Dieser tag stellt mit einem Molekulargewicht von
26 kDa 75% des gesamten rekombinanten S-Fusionsproteins dar. Um auszuschlieRen, dass
die in Abbildung 31 gezeigte Sattigung von Peptid 1 durch den GST-tag verursacht wird,
wurde ein NMR-STD-Experiment von 1 mit dem GST-tag durchgefihrt. Dazu wurde
Glutathion-S-Transferase erworben und in das Messpuffersystem (dTBS, siehe 7.6.1)
gebracht. Die Artefaktmessung wurde mit einer 2.14 uM Proteinldsung durchgefiihrt. Dabei
wurde eine Peptidkonzentration von 433 pM in der Proteinldsung eingestellt, was einem

Ligandiiberschuss von 218 entspricht. Abbildung 32 zeigt das unten das *H-STD-Spektrum
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(Hellblau) und oben das ‘H-STD-Artefaktspektrum (Dunkelblau) fiir Proben mit diesem
Liganduberschuss an Peptid 1.

T | T T | T | T |
6 4 2 [ppm]

Abbildung 32: Negativkontrolle: STD-Titration gegen den GST-tag. Oben: Artefakt-Spektrum; Unten: STD-
Spektrum. In beiden Spektren ergeben sich absoluten STD% von durchschnittlichem 1%.

Die absoluten STD% liegen sowohl im STD-Spektrum als auch im Artefaktspektrum bei
durchschnittlich 1%. Daher kann eine Bindung der Leitstruktur 1 an den GST-tag
ausgeschlossen werden. Die Bindung zwischen dem Peptid 1 und dem rekombinanten
S-Fusionsprotein beruht also auf Wechselwirkungen zwischen dem Peptid mit dem
S-Proteinanteil. Um zu kléren, ob diese Bindung spezifischer Natur ist, wurde die
Bindungsaffinitat von Peptid 1 an das S-Fusionsprotein ermittelt. Dazu wurden die jeweiligen
STD-Ampilfikationsfaktoren gegen die Ligandkonzentration aufgetragen und mittels des
one-site-binding-Modells analysiert. In Abbildung 33 sind die Bindungskurve fir die
aromatischen Protonen der drei Tyrosine dargestellt.
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Abbildung 33: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren der Ho/6’-Protonen und der He/e’-Protonen der
Tyrosine vom Peptid 1 gegen die Ligandkonzentration.

Es ergaben sich Dissoziationskonstanten zwischen 116 + 25 uM fiir die Ho/o'-Protonen des
Y438 und 154 = 24 puM fur die Hele'-Protonen des Y442. Das Peptid 1 bindet also um den
Faktor zwei schlechter an das S-Fusionsprotein als an den ACE2-Rezeptor. Alle Kp-Werte

sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

72



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 8: Kp-Werte der einzelnen aromatischen Protonen fiir die Bindung von Peptid 1 an das
S-Fusionsprotein

d[ppm] Protonen Kp [UM]
7.076 Y442-Ho/0' 126 + 23
7.012 Y440-Ho/6' 128 +23
6.948 Y438- Ho/5' 116 + 25
6.761 Y442-Hele' 154 £ 24
6.733 Y440- Hele' 148 + 25
6.712 Y438- Hele' 146 £ 24

Im STD-Experiment erfahren die He/e'-Protonen des Y440 mit absoluten STD-Effekten von
41% die starkste Sattigung. Um das Bindungsepitop der Leitstruktur 1 an das
S-Fusionsprotein zu ermitteln, wurden die relativen STD-Prozente fir diese Protonen auf
100% gesetzt und die relativen STD-Prozente fur die anderen Protonen auf diese bezogen. In
Abbildung 34 ist das Bindungsepitop von Peptid 1 dargestellt.

I;on OH OH

vttt
L kY

"Hz
10-40% O  41-70% 71-100% @
Abbildung 34: Bindungsepitop von Peptid 1 an das S-Fusionsprotein. Die Kreise geben die Nédhe des jeweiligen
Ligandprotons zum Protein wieder. Die Signale der Ha-Protonen des K439 und des R441 und die Signale der

Hp/p’-Protonen des Y440 und Y438 (berlagern sich im STD-Spektrum. Daher ist nicht genau geklart, welches
Proton den Beitrag zur Sattigung liefert.
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Tabelle 9: Absolute und relative STD-Prozente fiir Protonenresonanzen von Peptid 1 nach einem
Séattigungstransfer vom S-Fusionsprotein

ppm Protonen abs. STD [%] | rel. STD [%]
7.091 Y442-Hol5' 39 94
7.026 Y440- Hols' 40 96
6.967 Y438- Hols' 39 93
6.776 Y442-Hele' 41 99
6.754 Y440- Hele' 41 100
6.734 Y438- Hele' 41 99
4.452 Y442-Ha 33 79
4.403 Y440- Ha 30 73
4.161 L441- Ha 33 79
4.100 K439- Ha, R441- Ha 31 75
3.046 R441- Hols' 25 60
2.940 Y442-Hplp' 27 66
2.860 K439-Hele' 27 65
2.778 Y440- HBIB', Y438- HBIB' 27 65
0.822 L443-Hs 30 72
0.748 L443-Ho’ 31 75

Es ist zu erkennen, dass sich die Sattigung tber den gesamten Liganden verteilt und alle
Protonen eine &hnlich starke Séttigung erfahren. Die grofte Sattigung erfahren hierbei die
aromatischen Protonen der drei Tyrosine und die Methylprotonen des Leucins. Auch die
Ha-Protonen im backbone des Peptids besitzen hohe relative STD-Effekte. Die Tatsache, dass
alle Ligandprotonen eine &hnliche starke Sattigung erfahren, konnte ein Hinweis flr eine
unspezifische Bindung sein. Die in Abbildung 33 gezeigten Bindungskurven aus der
STD-Titration sprechen allerdings fur ein spezifisches Bindungsereignis zwischen Peptid 1

und dem S-Fusionsprotein.

Die Leitstruktur 1 zeigt sowohl im STD-Experiment mit dem humanen Zellrezeptor ACE2 als
auch mit dem S-Fusionsprotein eine Bindung des Peptids an das jeweilige Protein. Daher sind
die Grundvoraussetzungen fir das STD-Kompetitiv-Experiment nicht erflllt und es wurde auf

eine Durchfiihrung verzichtet.

Um die Spezifitat der Bindung des Peptids 1 an das S-Fusionsprotein genauer zu untersuchen,

wurden erganzend zu den STD-Experimenten SPR-Studien durchgefiihrt.
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4.5.2 SPR-Studien von Peptid 1 mit den S-Fusionsprotein

Vor den SPR-Messungen mit dem Peptid 1 und dem S-Fusionsprotein wurde zundchst eine
Negativkontrolle mit der Glutathion-S-Transferase durchgefiihrt. Dazu wurde der GST-tag
mittels Standard-Amid-Kupplung auf der Messzelle eines CM5-Chips immobilisiert. ES
wurden 1360 RU des GST-tag auf den Chip gebracht, was einer Menge von 52 fmol
entspricht. Eine 1:1-Bindung zwischen Peptid 1 und dem GST-Protein ergibt eine maximale
theoretische RU-Antwort von 47 RU. Anschliefend wurden verschiedene Konzentrationen
von Peptid 1 in TBS analysiert. Die Assoziationszeit betrug dabei 60 s und die
Dissoziationszeit 600 s. In Abbildung 35 sind die SPR-Sensorgramme von den Messungen
von Peptid 1 gegen den GST-tag gezeigt.
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Abbildung 35: SPR-Sensorgramme von Peptid 1 gegen den GST-tag. Es wurden Konzentrationen zwischen 1
und 512 UM untersucht.

Fur Peptidkonzentrationen bis 128 pM sind keine Interaktionen mit dem GST-tag zu
beobachten. Lediglich fur die beiden hochsten Peptidkonzentrationen von 256 und 512 uM
tritt eine Wechselwirkung mit dem GST-tag auf. Der Plot der maximalen RU-Antworten
gegen die Konzentration (Abbildung 36) macht deutlich, dass diese Interaktion unspezifischer
Natur ist, da bei den niedrigeren Peptidkonzentrationen nur RU-Antworten von < 1 RU

auftreten und die beiden hdchsten RU-Antworten auf einer Gerade liegen.
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Abbildung 36: Auftragung der maximalen RU-Antworten gegen die Konzentration von Peptid 1 fir
SPR-Messungen mit 52 fmol GST.

Es konnte also auch per SPR gezeigt werden, dass keine Interaktion zwischen Peptid 1 und
dem GST-tag stattfindet.

Fur SPR-Messungen mit dem S-Fusionsprotein wurde anschlie3end eine Immobilisierung des
Proteins mittels Standard-Amid-Kupplung durchgefiihrt. Dazu wurden 107 pg des Proteins
mittels der in 7.6.1 beschriebenen Durchfihrung in einen PBS (pH 7.4) uberfahrt.
AnschlieBend wurde jeweils 30 pL der Proteinlésung (jeweils 27 pg S-Fusionsprotein) mit
verschiedenen Acetat-Puffern (pH 4.0 und pH 4.5) versetzt und mit einer Flussrate von
10 pL/min Uber die Messzelle, die zuvor mit einer NHS/EDC-Ldsung aktiviert wurde,

geleitet. Es liel sich bei keiner der Proteinlésungen eine Immobilisierung beobachten.

Neben der Standard-Amid-Kupplung gibt es wie in 2.4 beschrieben noch weitere
Immobilisierungsmoglichkeiten. Eine davon ist die antibody-based-capture-Methode. Dazu
wird der zu immobilisierende Bindungspartner Uber eine Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung auf den Chip gebracht. Der zum Antigen zugehdrige Antikorper wird
kovalent an die Dextranmatrix des Chips gebunden. Das rekombinante S-Fusionsprotein tragt
einen GST-tag, der hier als Antigen fungiert. Als Antikdrper wurde ein monoklonaler Anti-
Glutathion-S-Transferase-Antikdrper verwendet. Dieser Antikorper ist spezifisch fir GST aus
Schistosoma japonicum. Vor Beginn der SPR-Messungen mit dem Anti-GST wurde seine
Bindung mit dem GST-tag mittels eines Western Blots verifiziert. In Abbildung 37 sind links
das SDS-Gel und rechts der Western Blot fur das S-Fusionsprotein und den GST-tag gezeigt.
Man erkennt im Gel deutlich die Bande des GST-tags bei 25 kDa (2) und die Bande des

S-Fusionsproteins bei 36 kDa (3). Im rechts gezeigten Western Blot sind ebenfalls deutlich
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die Bande des GST bei 25 kDa (2) und die Bande des S-Fusionsproteins bei 36 kDa zu
sehen (3). AulRerdem ist in der Bahn des S-Fusionsproteins noch eine Bande bei 25 kDa zu
beobachten, die den abgespaltenen freien GST-tag anzeigt.
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2 w3 1 1 2 3 3: S-Fusionsprotein

Abbildung 37: Western Blot zur Verifizierung der Bindung des S-Fusionsproteins iber seinen GST-tag an einen
Anti-GST-Antikorper. In Bahn 1 ist jeweils der Marker, in Bahn 2 der GST-tag und in Bahn 3 das
S-Fusionsprotein aufgetragen.

Die Interaktion des rekombinanten S-Fusionsproteins mit dem monoklonalen Anti-GST-
Antikorper wurde durch den Western Blot bestatigt. Der Antikorper kann also flr die

antibody-based-capture-Methode zur Proteinimmobilisierung verwendet werden.

Fur die SPR-Messungen wurden 430 pg des Anti-GST mittels der in 7.4.1 beschriebenen
Durchfuhrung in PBS (pH 7.4) umgepuffert und anschlieBend uber die Standard-Amid-
Kupplung auf die Messzelle und die Referenzzelle eines CM5-Chips immobilisiert. Dabei
wurden jeweils 17000 RU des Anti-GST auf beide Zellen des Chips gebracht. AnschlieRend
wurde auf den Zink(Il)-haltigen TBS-Laufpuffer gewechselt und eine Ldsung von 27 ug
S-Fusionsprotein in TBS (ber die Messzelle des Chips geleitet. Dadurch wurden 1300 RU des
S-Fusionsproteins auf den Chip gebracht, was bei einer molaren Masse von 34 kDa einer
Chip-Belegung von 38 fmol des Proteins entspricht. Bei einer 1:1-Bindung zwischen der
Leitstruktur 1 und dem S-Fusionsprotein kann ein RUpmaxmeo VON 34 RU erreicht werden.
AnschlieBend wurde die Referenzzelle mit dem GST-tag belegt. Dazu wurde eine Losung von
30 pg des GST in TBS lber die Referenzzelle gegeben. Dabei stieg die RU-Antwort um
400 RU an. Die Injektion der GST-L6sung wurde anschlielend wiederholt, es kam allerdings
zu keinen weiteren Anstieg der RU-Antwort. Es wurden daher nur 15 fmol GST auf der
Referenzzelle immobilisiert. Bei den folgenden SPR-Messungen muss also beachtet werden,
dass sich auf der Messzelle 38 fmol des S-Fusionsproteins, auf der Referenzzelle aber nur
15 fmol des GST als Negativkontrolle befinden. Da in den vorangegangenen SPR-Messungen
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mit dem GST-tag bereits gezeigt wurde, dass es bei Peptidkonzentrationen bis 128 uM zu
keiner Interaktion zwischen Peptid 1 und GST kommt, durfte sich dieser Unterschied nicht

auf die folgenden Messungen mit der Leitstruktur 1 auswirken.

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitat des Peptids 1 **®*YKYRYL*® zum S-Fusionsprotein
wurden Peptidkonzentrationen zwischen 1 und 256 uM in TBS analysiert. Die resultierenden
SPR-Sensorgramme sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: SPR-Sensorgramme von Peptid 1. Es wurde ein Anti-GST-Antikdrper auf beiden Flusszellen
immobilisiert. Anschliefend wurden das S-Fusionsprotein auf die Messzelle und der GST-tag als
Negativkontrolle auf die Referenzzelle gebracht. Es wurden Peptidkonzentrationen zwischen 1 und 256 uM
untersucht.

Es ist ein konzentrationsabh&ngiger Anstieg der Sensorgramme zu beobachten. Ab einer
Peptidkonzentration von 128 pM kommt es allerdings zu einem atypischen Verhalten der
Sensorgramme, was dadurch deutlich wird, dass das Sensorgramm zunachst abféllt, bevor es
wieder ansteigt. Wenn man den Affinitatsplot der Interaktion zwischen 1 und dem
S-Fusionsprotein betrachtet (Abbildung 39), wird deutlich, dass es bei Peptidkonzentrationen
uber 64 uM unspezifisches Bindungsverhalten gibt, was durch einen linearen Anstieg im Plot
deutlich wird. Bei einer Analyse nach dem one-site-binding-Modell wurden daher nur
Peptidkonzentrationen zwischen 1 und 64 uM bericksichtigt. Wird allerdings der Datenpunkt
bei einer Konzentration von 64 uM bei der Analyse vernachléssigt, dann liegen die (brigen

Datenpunkt auf einer Geraden, was fiir ein unspezifisches Bindungsverhalten sprechen wirde.
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Abbildung 39: Affinitatsplot der Bindung von Peptid 1 an das S-Fusionsprotein. Die Analyse nach dem one-site-
binding-Modell ist in Rot dargestellt. Wird die Konzentration von 64 uM vernachl&ssigt, dann liegen die tbrigen
Datenpunkte auf einer Geraden, welche Grau dargestellt ist.

Aus der Analyse nach dem one-site-binding-Modell ergibt sich eine thermodynamische
Dissoziationskonstante von Kp = 78 £ 43 uM und ein RUpa-Wert von 23 + 8 uM. Der
RUmax-Wert liegt unter dem berechneten RUpaxeo-Wert von 34, was fir eine spezifische
Bindung spricht. Der per SPR ermittelte Kp-Wert ist etwas kleiner als der mittels STD-NMR
erhaltene Kp-Wert, liegt aber ebenfalls im niedrigen mikromolaren Bereich.
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die im NMR-Experiment ermittelte Bindung der
Leitstruktur 1 an das rekombinante S-Fusionsprotein mittels SPR-Messungen bestétigt wurde.
Eine genaue Aussage Uber die Spezifitat dieser Bindung kann allerdings auch per SPR nicht

getroffen werden.

4.6 Uberprifung der inhibitorischen Wirkung von Peptid 1 auf

Coronaviren

Die inhibitorische Wirkung der Leitstruktur 1 gegen den viralen Eintritt von Coronaviren in
Zellen wurde in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ch. Drosten am
Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
Peptid 1 einen inhibitorischen Effekt gegen die virale Vermehrung des SARS-CoV und des
HCoV-NL63 besitzt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zundchst die Spezifitat der Inhibition durch die Leitstruktur 1

bewiesen werden. Dazu wurde die biologische Aktivitit wvon punktmutierten

Leitstrukturpeptiden getestet. Da die Aminosaure R441 eine besonders groRe Rolle bei der

Interaktion zwischen Peptid 1 und ACEZ2 spielt, wurde sie als target fur die Mutation gewéhit.
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Peptide, die die Aminosédure R441 nicht mehr enthalten, sollten idealerweise keinen
biologischen Effekt gegenlber dem SARS-CoV zeigen. Die naheliegendste Mutation ist
R441A, was dem Peptid 5 des Alaninscans entspricht. Durch den Austausch des polaren
Arginins gegen das unpolare Alanin erniedrigt sich die Hydrophilie des Peptids allerdings
soweit, dass es sich nicht im Assaypuffer (PBS, pH 8) 16sen lies. Daher wurden die Peptide 8
und 9 gewdhlt. In Peptid 8 ist das positiv geladene R441 gegen die negativ geladene
Aminosdure Asparaginsaure getauscht. Dieses Peptid und das Peptid 9 mit der Mutation
R441S lieRen sich gut im Assaypuffer Iosen. Peptid 8 zeigt in SPR-Studien keine und Peptid 9
nur eine unspezifische Bindung an den ACE2-Rezeptor (siehe 4.3.2). Fur beide Peptide ist
also keine biologische Aktivitat zu erwarten. Die Leitstruktur 1 wurde in allen Assays als
Positivkontrolle mitgetestet. AuRerdem wurde noch Peptid 18 mit der Sequenz **’NIDATS**?
als Negativkontrolle fir die Inhibitionsassay gewéhlt, da es in der RBD des SARS-CoV in der
Nahe der Leitsequenz 1 *®YKYRYL*® liegt. Peptid 18 zeigt in den SPR-Messungen keine
Bindung zum ACE2 und ldsst sich aufgrund seines hydrophilen Charakters gut im

Assaypuffer 16sen.

4.6.1 Synthese der Peptide flr den Bioassay

In den Inhibitionsassays werden jeweils Peptidkonzentrationen von 7, 10.5 und 14 mM
getestet. Um diese Konzentrationen zu erhalten, mussten die Peptide in gréfieren Mengen
synthetisiert werden. Fir die Darstellung von groRen Mengen ist die automatisierte Synthese
nur bedingt geeignet, da die Grol3e des SynthesegeféaRes limitiert ist. Daher wurde die Peptide
1, 8, 9 und 18 nach AAV 3 mittels manueller Kupplung dargestellt. In Tabelle 10 sind die

AnsatzgroRe und die Ausbeuten der Peptide zusammengefasst.

Tabelle 10: Ubersicht der dargestellten Peptide fiir die Bioassays am Bernhard-Nocht-Institut fiir
Tropenmedizin.

. Ausbeute
Peptid | Sequenz Ansatz [uM] [%]
1 YKYRYL 1000 n.d.
8 YKYDYL 200 50
9 YKYSYL 250 65
18 “INIDATS™ 400 30
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4.6.2 real-time-RT-PCR-Reduktionsassy mit den TFA-haltigen Peptiden 1, 8 und 9

Zunachst wurden die dargestellte Peptide 1, 8 und 9 von S. Pfefferle im Bernhard-Nocht-
Institut fur Tropenmedizin auf ihren inhibitorischen Effekt gegeniliber der SARS-Infektion
getestet. Dazu wurden VeroE6-Zellen, die ACE2 auf ihrer Oberflache exprimieren, mit
Frankfurtisolat SARS-CoV mit einem Virustiter von 0.01 MOI infiziert. Das Medium wurde
nach einer Stunde entfernt und jeweils durch peptidhaltiges Medium mit verschiedenen
Konzentrationen ersetzt. Nach zwei Tagen Inkubationszeit wurde die virale RNA im
Zelllberstand mittels real-time-RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle wurde jeweils die Menge
der viralen RNA einer peptidfreien Zellkultur bestimmt. Als Ergebnis des Assays ist die
Anzahl der RNA-Kopien pro Milliliter aufgetragen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Inhibition von Verozellen gegen die SARS-Infektion mit TFA-haltigen Peptiden 1, 8 und 9.

Im Inhibitionsassay zeigen alle drei Peptide ein &hnliches inhibitorisches Verhalten. Bei einer
Peptidkonzentration von 7 mM st die Vermehrung der viralen RNA zwei Tage nach der
SARS-Infektion fur Peptid 1 um den Faktor 4, fur Peptid 9 um den Faktor 10 und fiir Peptid 8
sogar um den Faktor 32 reduziert. Mit hoherer Peptidkonzentration nimmt auch die Menge an
RNA Kopien pro Milliliter weiter ab. Bei 10.5 mM Peptid in der Assaylésung wird die Virus-
RNA um den Faktor 130 bei Peptid 1, um den Faktor 570 bei Peptid 9 und um den Faktor 180
bei Peptid 8 vermindert. Bei der héchsten Peptidkonzentration von 14 mM wird flr Peptid 1
eine Reduktion der viralen RNA um den Faktor 7400, fur Peptid 9 um den Faktor 14000 und
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flr Peptid 8 um den Faktor 3400 erreicht. Dieses Ergebnis widerspricht den Ergebnissen der
SPR-Messungen, in denen keine Bindung fur Peptid 8 und lediglich eine unspezifische
Bindung fiir Peptid 9 an den ACE2-Rezeptor ermittelt wurden. Eine mdégliche Ursache fur
dieses Ergebnis konnte sein, dass der Rlckgang der viralen RNA mit steigenden
Peptidkonzentrationen nicht auf einer spezifischen Interaktion der Peptide mit dem
ACE2-Rezeptor, sondern auf zytotoxischen Effekten beruht. Diese konnten zwar nicht
eindeutig  beobachtet, allerdings auch nicht ausgeschlossen werden. Bei der
Festphasenpeptidsynthese werden die Peptide mit Trifluoressigséure (TFA) von der Festphase
abgespalten und die Reinigung mittels HPLC wird aufgrund eines einheitlichen
Protonierungsgrad der Peptide mit TFA-haltigem Laufmittel durchgefihrt. In der
Leitstruktur 1 ist sowohl der N-Terminus als auch die Seitenketten der Aminosauren Arginin
und Lysin positiv geladen. Die Peptide 8 und 9 besitzen mit dem N-Terminus und der
Aminoséure Lysin zwei positive Ladungen. Nach der Abspaltung der Peptide vom Harz mit
TFA bildet das Trifluoracetat-lon das Gegen-lon zu den jeweils positiven Ladungen in den
Peptiden. Es befinden sich in Peptid 1 also drei Trifluoracetatmolekile und in den Peptiden 8
und 9 jeweils zwei Trifluoracetatmolekiile pro Peptidmolekil. Die Struktur von Peptid 1 mit

drei Molekilen Trifluoracetat ist in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Struktur von Peptid 1 mit drei Molekulen Trifluoracetat.

Die in den Peptiden enthaltenen TFA-Molekule kdnnten zytotoxisch auf die VeroE6-Zellen
wirken und somit fir die Reduktion der viralen RNA verantwortlich sein. Daher missen die
Trifluoracetat-lonen vor Durchfiihrung des biologischen Assays gegen andere lonen

ausgetauscht werden.
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4.6.3 Entfernung von Trifluoracetat aus Peptiden

Zur Entfernung des TFA aus den Peptiden wurden diese Uber einen VariPure IPE
lonentauscher gegeben.’? Dieser lonentauscher tauscht die Trifluoracetat-Molekiile gegen
Carbonat aus. Das freigesetzte Carbonat zersetzt sich anschliefend zu Wasser und
Kohlendioxid. Die feste Phase des VariPure IPE lonentauschers besteht aus Polystyrolen.
Diese aromatischen Polymere konnen sich unter Umstdnden bei Benutzung des
lonentauschers losen, dieser Effekt wird als ,,Bluten“ des lonentauschers bezeichnet.
Polystyrole kdnnen in Bioassays inhibitorische Effekte aufweisen.”® Laut Versuchsvorschrift
soll der lonentauscher vor Benutzung mit Methanol und einem Wasser/Acetonitril-Gemisch
im Verhéltnis 95:5 gespult werden. Anschlielend wird das Peptid, geldst in demselben
Wasser/MeCN-Gemisch auf den lonentauscher gebracht. Polystyrole sind jedoch unpolare
Verbindungen. Um ein ,,Bluten® wéhrend der Benutzung des lonentauschers zu vermeiden,
wurde er erst mit n-Hexan, dann mit Ethanol und anschlielend erst mit Methanol gespiilt
(AAV 10). Vor der ersten Benutzung wurde ein Testlauf mit einem TFA-haltigen
H,O/MeCN-Gemisch, welches kein Peptid enthielt, durchgefiihrt. Die LOsung wurde
aufgefangen und mittels NMR- und UV-Spektroskopie untersucht. Mit beiden
spektroskopischen Methoden konnten keine Polystyrole detektiert werden. Ein ,,Bluten des
lonentauschers kann daher ausgeschlossen werden und die Peptide 1, 8, 9 und 18 fiir die

Inhibitionsassays mittels der VariPure IPE von TFA befreit werden.

AnschlieRend wurden mittels *°F-NMR-Spektoskopie Uberpriift, ob die Peptide noch
signifikante Mengen an TFA enthalten (AAV 13). Dazu wurden die jeweiligen Peptide in
D,0 geldst und mit 2 uM Fluorethanol als internen Standard versetzt. Abbildung 42 zeigt
exemplarisch die **F-NMR-Spektren einer TFA-haltigen Probe (oben) und einer TFA-freien
Probe (unten) von Peptid 1. Das “°F-Signal der CFs-Gruppe der TFA bei -76 ppm ist im
oberen Spektrum deutlich zu erkennen und im NMR-Spektrum der TFA-freien Probe nicht

mehr vorhanden.
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Abbildung 42: TFA-Entfernung aus dem Peptid 1. Oben (Hellblau): *F-NMR-Spektrum des TFA-haltigen
Peptids; Unten (Blau): *F-NMR-Spektrum des TFA-freien Peptids; # = TFA-Peak; * = Trifluorethanol-Peak.

Es konnte also mittels *F-NMR-Experimenten gezeigt werde, dass die Peptide keine
signifikanten Mengen an TFA mehr enthalten. Sie werden im Folgenden daher als TFA-freie
Peptide bezeichnet. Die TFA-freien Peptide wurden anschlieBend am Bernhard-Nocht-Institut
fur Tropenmedizin in real-time RT-PRC Reduktionsassays erneut auf ihren inhibitorischen
Effekt getestet.

4.6.4 real-time-RT-PCR-Reduktionsassays mit dem TFA-freien Peptid 1 auf die
inhibitorische Wirkung gegen das SARS-CoV

Die Ergebnisse des real-time-RT-PCR-Reduktionsassays mit dem TFA-freien Peptid 1 sind in
Abbildung 43 dargestellt. Dabei ist das relative Level der Anzahl der RNA-Kopien pro
Milliliter aufgetragen.
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Abbildung 43: real-time-RT-PCR-Reduktionsassay mit dem Peptid 1 (**YKYRYL*?) nach zwei Tagen der
Infektion mit dem SARS-CoV. Die Auftragung der RNA in Kopien/mL gegen die Peptidkonzentration zeigt eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der Virusreplikation. Bei einer Peptidkonzentration von 10.5 mM konnte die
Virusvermehrung um Faktor 10 und bei einer Peptidkonzentration von 14 mM um Faktor 600 unterdriickt
werden.

Es lasst sich weiterhin ein konzentrationsabhéngiger inhibitorischer Effekt beobachten, wobei
dieser geringer ist als beim zuvor durchgefihrten Assay mit den TFA-haltigen Peptiden. Zwei
Tage nach der Infektion der Zellen mit dem SARS-Coronavirus lasst sich bei einer
Peptidkonzentration von 7 mM kein signifikanter Effekt beobachten. Bei einer
Peptidkonzentration von 10.5 mM wird die Virusvermehrung um den Faktor 10 und bei einer
Peptidkonzentration von 14 mM um den Faktor 600 unterdriickt. Bei dem TFA-haltigen
Peptid 1 lag die Verminderung der viralen Vermehrung bei einem Faktor von 130 fiir
10.5mM und bei einem Faktor von 7400 fur die Peptidkonzentration von 14 mM. Die
Reduktion der viralen RNA durch das TFA-freie Peptid 1 ist also durchschnittlich um Faktor
10 kleiner durch das TFA-haltige Peptid. Die Zytotoxizitat des Peptids in niedrigen

millimolaren Konzentrationen wurde mittels eines MTT-Test tiberpriift.'*

Das Hexapeptid 1 “®YKYRYL*® blockiert die Bindung des S-Proteins des SARS-CoV an

den Zellrezeptor ACE2 und somit den viralen Eintritt. Durch SPR- und STD-NMR-

Messungen konnte gezeigt werden, dass das Peptid 1 sowohl an ACE2 als auch an das
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S-Fusionsprotein, welches einem Teil der RBD des S-Proteins entspricht, bindet. Daher kann
nicht genau bestimmt werden, ob die Inhibition durch Wechselwirkungen zwischen dem
Peptid 1 und ACE2 oder durch Wechselwirkungen zwischen 1 und dem S-Protein stattfindet.
Da die Bindung zwischen Peptid 1 und ACE2 allerdings starker ist als die Bindung an das
S-Fusionsprotein, ist die Blockierung des viralen Eintritts durch Bindung von Peptid 1 an
ACE2 wahrscheinlicher. Bei einer Bindungskonstante von 46 pM sind bei einer
Peptidkonzentration von 7 mM 99.3% der Bindungsstellen, bei einer Konzentration von 10.5
mM sind 99.5% und bei einer Peptidkonzentration von 14 mM sind 99.7% der
Bindungsstellen des Rezeptors blockiert. Da Arbeiten in einem Sicherheitslabors der Stufe 4
mit einem sehr hohen Zeitaufwand verbunden sind, wird das Peptid nur einmalig am Anfang
des Assays zur Zellkultur gegeben. Durch Proteasen, die in der Zellkultur enthalten sind, wird
das Peptid verdaut und die Peptidkonzentration nimmt im Laufe der Zeit ab. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass die Peptidkonzentration nach zwei Tagen nicht mehr der
zugegebenen Peptidkonzentration entspricht und somit auch weniger Bindungsstellen als
oben berechnet blockiert sind. Dies konnte die Tatsache erklaren, dass erst bei einer relativ
hohen Peptidkonzentration von 10.5 mM ein inhibitorischer Effekt beobachtet werden kann.
Um den Verdau durch Proteasen zu verhindern, kann die Leitstruktur 1 als Templat zum
Design von peptidomimetischen Strukturen dienen.

Die Ergebnisse der Inhibitionsassays mit den TFA-freien Peptiden 8, 9 und 18 standen bei der

Fertigstellung dieser Arbeit noch aus.

4.6.5 Assay mit dem TFA-freien Peptid 1 auf die inhibitorische Wirkung gegen das
Coronavirus NL63

Das Coronavirus NL63 nutzt ebenfalls den Wirtzellrezeptor ACE2, um humane Zellen zu
infizieren. Es wurde gezeigt, dass sich die Bindungsregionen des SARS-CoV und des
HCoV-NL63 auf dem ACE2 iberlappen.®® Daher kénnte ein entry-Inhibitor fiir das
SARS-CoV auch den viralen Eintritt des CoV-NL63 in die Wirtzellen inhibieren. Die
peptidische Leitstruktur 1 zeigt im Inhibitionsassay biologische Aktivitat gegen die
SARS-Infektion. Sie konnte also auch die virale Vermehrung des Coronavirus NL63
inhibieren. Um dies zu uberprufen, wurden ebenfalls real-time-RT-PCR-Reduktionsassays
mit dem TFA-freien Peptid 1 in zwei verschiedenen Zelllinien durchgefihrt. Zum einen
wurden CaCo2-Zellen mit dem HCoV-NL63 infiziert und anschlieBend mit Peptidlésung
versetzt. Bei CaCo2-Zellen handelt es sich um eine adhdrente, menschliche
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Kolonkarzinomzelllinie.”®® Eine weitere Testreine wurde in LLC-MK2-Zellen, einer
permissiven Nierenzelllinie des Rhesusaffen, durchgefiihrt.*?® Beide Zelllinien wurden nach
der viralen Infektion mit Peptidkonzentrationen von 7 und 14 mM versetzt. Die Ergebnisse
des RT-PCR-Assays sind in Abbildung 43 zu sehen. Es ist jeweils die Menge der viralen
RNA direkt nach der Infektion (Hellgrau) und die Menge der viralen RNA sechs Tage nach
der Infektion (Dunkelgrau) aufgetragen.
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Abbildung 44: real-time-RT-PCR-Reduktionsassay mit dem Peptid 1 (*®YKYRYL*®) nach 6 Tagen der
Infektion mit dem HCoV-NL63 in zwei verschieden Zelllinien. Die Auftragung der RNA in Kopien/mL, gegen
die Peptidkonzentration, zeigt eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Virusreplikation.

Es ist in beiden Zelllinien ein inhibitorischer Effekt zu beobachten. In den CaCo2-Zellen
wurde die Vermehrung der viralen RNA in sechs Tagen bei einer Peptidkonzentration von
7 mM um 54% reduziert. Bei der hochsten Peptidkonzentration von 14 mM lag die Reduktion
der viralen RNA nach sechs Tagen bei 64% verglichen zur peptidfreien Zellkultur. Bei den
LLC-MK2-Zellen l&sst sich erst bei einer Konzentration von 14 mM eine Inhibition der
viralen RNA beobachten. Im Vergleich zum Startpunkt der Infektion vermehrte sich die RNA
um 17%. Das entspricht einer Reduktion der Virus-RNA um 85% im Vergleich zu den
peptidfreien Zellen. Bei den hochsten Peptidkonzentrationen von 14 mM wird die virale RNA
in CaCo2-Zellen um den Faktor 2.7 und in LLC-MK2-Zellen um den Faktor 7.1 reduziert. Es
lasst sich also eine biologische Aktivitat der Leitstruktur 1 gegen das CoV-NL63 beobachten,
die allerdings wesentlich geringer ist als gegen das SARS-CoV.
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4.6.6 Inhibitionsassay mit dem TFA-freien Peptid 1 gegen das Alphavirus Sindbis

Als Negativkontrolle wurde die inhibitorische Wirkung des TFA-freien Peptids 1 gegen das
Alphavirus Sindbis getestet, welches Fieber und Gelenkentziindungen im Menschen
verursacht.'”® Das Sindbisvirus nutzt u.a. den Laminin Rezeptor fiir den viralen Eintritt in die
humane Zelle.*?” Es wurden VeroE6-Zellen mit peptidhaltigem Medium inkubiert und
anschlieBend mit dem Sindbisvirus infiziert. Die virale RNA im Zelliberstand wurde am
Startpunkt der Infektion und nach 6 Tage mittels RT-PCR quantifiziert (Abbildung 45).
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Abbildung 45: real-time RT-PCR Reduktionsassay mit dem Peptid 1 (“*®YKYRYL*®) nach 6 Tagen der
Infektion mit dem Alphavirus Sindbis. Die Auftragung der RNA in Kopien/mL, gegen die Peptidkonzentration,
zeigt eine keine signifikante Reduktion der Virusreplikation bei einer Peptidkonzentration von 14 mM.

Es wurde nur die héchste zuvor eingesetzte Peptidkonzentration von 14 mM getestet. Sechs
Tage nach der Infektion ist die virale RNA um etwa 10% vermindert, was im Rahmen der
Fehlertoleranz des Assays liegt. Es ist also kein signifikanter inhibitorischer Effekt zu
beobachten, was die Tatsache untermauert, dass eine Inhibition der viralen Replikation von

Coronaviren durch die Leitstruktur 1 spezifischer Natur ist.
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4.7 Studien zur Interaktion des L-SIGN-Rezeptors mit dem S-Protein des
SARS-CoV

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Interaktionen der CRD des L-SIGN-Rezeptors mit dem
S-Protein des SARS-CoV analysiert werden, wobei zum einen ein Fokus auf die einzelnen
Kohlenhydratmolekdile der hochmannosidischen N-Glycane des S-Proteins und zum anderen
auf die Aminoséauren des backbones gelegt wurde. Dafir sollte ein SPR-Assay entwickelt
werden, welcher das screening von Liganden auf ihre Bindung zur CRD ermdglicht. Die
CRD wurde daflr zunédchst uber unterschiedliche Methoden auf der Oberflache eines SPR-
Chips immobilisiert und verschiedene Liganden auf ihre Bindungsaffinitdt mittels SPR
untersucht. Dabei gelang es lediglich Mengen der CRD im niedrigen femtomol Bereich
(<15 fmol) auf den Chip zu immobilisieren. Fir das screening von kleinen Liganden wéren
allerdings Mengen (ber 100 fmol von Vorteil. Trotz der geringen Chipbelegung konnte ein
screening von Liganden durchgefiuhrt werden, welches beispielsweise ein Kp-Wert im

niedrigen millimolaren Bereich fiir das Kohlenhydrat a-Methylmannosid (a-MeMan) liefert.

Um SPR-Studien mit der CRD des L-SIGN durchfihren zu kdnnen, musste zunéchst ein
geeignetes Messsystem gefunden werden. Lozach et al. und Tabarani et al. beschreiben die
Immobilisierung der CRD des homologen Rezeptors DC-SIGN mittels Standard-Amid-
Kupplung.*?**?® Fiir die Immobilisierung wurden Proteinkonzentrationen zwischen 5 und
50 pg/mL Uber den Chip geleitet. Dabei wurden zwischen 200 RU und 1000 RU der CRD des
DC-SIGN immobilisiert. Diese Mengen entsprechen Chip-Belegungen zwischen 13 und
66 fmol. Neben der CRD wurde von Lozach et al. und Martinez-Avila et al. auch die gesamte
extrazellulare Doméne des DC-SIGN (DC-SIGN-ECD, Aminoséuren 66-404) auf den Chip
immobilisiert.®® In der Literatur sind noch weitere SPR-Messungen mit DC-SIGN
beschreiben, allerdings ist in diese Fallen das Protein der mobile Bindungspartner, der Gber
den Chip geleitet wird.”*® **!' SPR-Studien mit L-SIGN sind in der Literatur nicht
beschrieben. Aufgrund der hohen Homologie der beiden Lektine wurden im Rahmen dieser
Arbeit zundchst die Assaybedingungen, wie beispielsweise ein Calcium(ll)-haltiger TBS
(pH 8.0) als Laufpuffer, von DC-SIGN auf L-SIGN (bertragen.

4.7.1 Wahl von Kohlenhydratliganden fur die CRD des L-SIGN

Um die Rolle der einzelnen Kohlenhydratmolekile der hochmannosidischen N-Glycane an

der Bindung des S-Proteins an das L-SIGN zu untersuchen, wurden drei
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Kohlenhydratmolekiile gewahlt (Abbildung 46). Es sollten a-Methylmannosid (a-MeMan),
welches die Antennen des Glycanmolekdls repréasentiert, N-Acetylglucosamin (GIcNAC),
welches die proximale Monosaccharideinheit darstellt und eine Mannopentaose (Manb),
welche dem Mittelteil der Glycanstruktur entspricht, auf ihre Bindung zur CRD analysiert

werden.
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Abbildung 46: N-Glycan des hochmannosidischen Typs. a-Methylmannosid (Griin), N-Acetylglucosamin (Rot)
und die Mannopentaose (Blau) dienen als Modellsysteme, um die Rolle der einzelnen Kohlenhydrate an der
Bindung zum L-SIGN zu analysieren.

4.7.2 Synthese von Peptiden und Glycopeptiden aus dem S-Protein

Arbeiten von Han et al. haben gezeigt, dass die Glycosylierungsstellen im S-Protein des
SARS-CoV unterschiedlich stark zur Affinitat zum L-SIGN beitragen.”® Es wurden drei
Glycosylierungen gewahlt, die besonders wichtig fiir die Bindung sind. Um den Einfluss der
Aminosauren des backbones in der Peripherie dieser Glycosylierungen genauer zu kléren,
sollten Hexapeptide und Glycopeptide synthetisiert werden, die die Asparagine N109, N118
und N227 enthalten. Stellvertretend fir das Glycan wurden die Glycopeptide jeweils mit
GIcNAc glycosyliert, welches dem proximalen Zuckermolekiil im core der
hochmannosidischen Glycane entspricht. Die dargestellten Peptide und Glycopeptide sind in
Abbildung 47 Gelb hinterlegt und in Tabelle 11 aufgefihrt.

90



10

70

PEFYSNVTGFH

130
TNVVIRACNF

190
HLREFVFKNK

250
AQDIWGTSAA

310
QTSNFRVVPS

370
FSTFKCYGVS

430
LAWNTRNIDA

490
YGFYTTTGIG
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SSKREFQPEFQQ

610
VNCTDVSTAI
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20
SDLDRCT

80
TINHTFGNPV

140
ELCDNPFFAV

200
DGFLYVYKGY

260
AYFVGYLKPT

320
GDVVRFPNIT

380
ATKLNDLCFS

440
TSTGNYNYKY

500
YQPYRVVVLS

560
FGRDVSDETD

620
HADQLTPAWR

30
TFDDVQAPNY

20
IPFKDGIYFA

150
SKPMGTQTHT

210
QPIDVVRDLP

270
TEFMLKYDENG

330
NLCPFGEVFN

390
NVYADSFVVK

450
RYLRHGKLRP

510
FELLNAPATV

570
SVRDPKTSEI

630
IYSTGNNVEQ

40
TQHTSSMRGV

100
ATEKSNVVRG

160
MIFDNAFNCT

220
SGFNTLKPIF

280
TITDAVDCSQ

340
ATKFPSVYAW

400
GDDVRQIAPG

460
FERDISNVPF

520
CGPKLSTDLI

580
LDISPCSFGG

640
TOAGCLIGAE

50
YYPDEIFRSD

110
WVFGSTMNNK

170
FEYISDAFSL

230
KLPLGINITN

290
NPLAELKCSV

350
ERKKISNCVA

410
QTGVIADYNY

470
SPDGKPCTPP

530
KNQCVNFNFN

590
VSVITPGTNA

650
HVDTSYECDI

60
TLYLTQDLFL

120
SQSVIIINNS

180
DVSEKSGNFK

240
FRAILTAFSP

300
KSFEIDKGIY

360
DYSVLYNSTF

420
KLPDDFMGCV

480
ALNCYWPLND

540
GLTGTGVLTP

600
SSEVAVLYQD

660
PIGAGICASY

Abbildung 47: Sequenz der S1-Doméane des S-Proteins des SARS-CoV. Potentielle N-Glycosylierungsstellen
sind durch ein Rot markiertes N dargestellt. Die RBD des SARS-CoV ist durch schwarze Hervorhebung und die
dargestellten Peptide und Glycopeptide durch gelbe Hinterlegung markiert.

Die Peptide 20, 22 und 24 und die dazugehorigen Glycopeptide 21, 23 und 25 wurden nach
AAV 1 (Abschnitt 7.3.1) Der

literaturbekannter Synthese dargestellt und als Aminosdurederivat in die Festphasensynthese
99-100

synthetisiert. Asn-GIcNAc-Baustein - wurde nach

eingegliedert.

Tabelle 11: Ubersicht der dargestellten Peptide und Glycopeptide aus dem S-Protein.

. Ausbeute
Peptid | Sequenz [%]
20 "MNNKS Q™ 32
21 M N N(GIcNAC) K S Q' 30
22 IINNST® 88
23 " IN(GIcNAC) N S T 50
24 PGINITN 72
o5 G I N(GIcNAc) I T N 10
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AnschlieBend wurden alle Peptide und Glycopeptide mittels 2D-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. In Abbildung 48 ist exemplarisch der NH-Bereich des TOCSY-Spektrums des
Glycopeptids 23 gezeigt. Alle Signale konnten eindeutig einer Aminoséure und dem GIcNAc
zugeordnet werden. Die Zuordnung der Signale fir die N-terminale Aminosaure 1116 erfolgte

im aliphatischen Bereich des Spektrums.
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Abbildung 48: Spinsysteme von Protonenresonanzen im NH-Bereich des TOCSY-Spektrums des
Glycopeptids 23.

4.7.3 Konzentrationsbestimmung, Umpuffern und Western Blot der CRD

Von der Arbeitsgruppe von Prof. K. Holmes, University of Colorado, wurde die CRD des
L-SIGN, fusioniert mit einem FLAG-tag, zur Verfigung gestellt. Laut Angaben lag das
CRD-FLAG-Fusionsprotein in TBS mit einer Konzentration von etwa 70 pug/mL vor. Flr eine
spatere SPR-Immobilisierung nach der Standard-Amid-Methode musste es zundchst vom
Tris-Puffer in ein anderes Puffersystem gebracht werden, da die Aminofunktionen des Tris
ansonsten die Proteinimmobilisierung stéren wirden. Es wurde als Belegungspuffer jeweils
ein PBS (pH 7.4) und ein BisTris-Puffer (pH 7.2) gewdhlt. In beiden Puffersystemen sollte
das Protein zusétzlich noch aufkonzentriert werden. Das Umpuffern und Aufkonzentrieren
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erfolgte nach der in 7.6.2 beschriebenen Durchfihrung. Dabei wurde in beiden
Puffersystemen ein Prazipitieren des Proteins und ein damit verbundenes Zusetzen der
AusschlussgroRenmembran beobachtet. Anschliefend wurde von dem Protein, vor dem
Aufkonzentrieren und Umpuffern und nach dem Umpuffern in das BisTris-Puffersystem, ein
SDS-PAGE-Gel angefertigt. Die Umpufferung in PBS musste wegen des Zusetzens der
Membran vorzeitig abgebrochen werden. In Abbildung 49 ist die Coomassie-Farbung des

Gels zu sehen.

kDa
144 -8
66 .
15 .
1: Marker
2: CRD im Originalpuffer
1 2 3: CRD, aufkonzentriert in BisTris

Abbildung 49: Coomassie-Farbung, in Bahn 1 ist ein selbstangesetzter Marker, in Bahn 2 die CRD in TBS und
in Bahn 3 die CRD in BisTris-Puffer aufgetragen.

Es lassen sich fiir die CRD im Original-TBS in Bahn 2 und fir die aufkonzentrierte CRD in
BisTris in Bahn 3 schwache Banden bei etwa 16 kDa erkennen. In Bahn 1 ist ein Marker zu
erkennen, in dem die Bande bei etwa 15 kDa 1 pg des Enzyms Lysozym entspricht. Die
Intensitat der Banden spiegelt die Menge an Protein wieder. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Banden sowohl in Bahn 2 als auch in Bahn 3 deutlich schwécher sind als die Bande in
Bahn 1. Von der CRD wurden jeweils 6.6 pL aufgetragen. Bei einer angenommenen
Konzentration von 70 pg/mL misste die Bande in Bahn 2 also 0.5 pg entsprechen. Daraus
lasst sich schlieRen, dass die Anfangskonzentration der CRD unter den angenommenen

70 pg/mL liegt.

Um die Proteinkonzentration genauer zu bestimmen wurde die BCA-Methode angewandt.
Das Enzym Lysozym wurde als Referenzsubstanz verwendet. Es wurden eine
Proteinkonzentration von 32 ug/mL fur die Probe im Original-Puffer und eine
Proteinkonzentration von 72 ug/mL fir die Probe der CRD in BisTris ermittelt. Diese Werte

geben die Gesamtproteinkonzentration und nicht die Konzentration der CRD in der Probe an.
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Da im SDS-PAGE-Gel neben der Bande bei etwa 16 kDa auch noch weitere sehr schwache
Banden beobachtet werden kdnnen, kann davon ausgegangen werden, dass Verunreinigungen
enthalten sind und die tatsachliche Konzentration der CRD etwas unter der ermittelten

Konzentration liegt.

Die CRD des L-SIGN enthalt vier Lysine, von denen drei in der Rontgenkristallstruktur im
Inneren des Proteins liegen und einen intramolekularen Bindungspartner besitzen.*® Das
vierte Lysin sitzt direkt am FLAG-tag. Die Sequenz des FLAG-tags ist DYKDDDDK. Das
heift, es sind auch im FLAG-tag zwei Lysine enthalten. Das Fusionsprotein aus der CRD und
dem FLAG-tag enthélt also sechs Lysine. Durch die funf Aspartate besitzt der tag eine hohe
negative Ladung. Wie in 2.3 beschrieben ist die elektrostatische Anziehung zwischen dem zu
immobilisierenden positiv geladene Bindungspartner und der negativ geladenen
Chipoberflache ein wesentlicher Aspekt bei der Immobilisierung Uber die Standard-Amid-
Methode. Da alle freien Lysine in direkter N&he der hohen negativen Ladungsdichte liegen,
konnte der Effekt der Vorkonzentrierung wegfallen und somit eine Immobilisierung
erschweren. Die CRD des L-SIGN ist mit einem FLAG-tag fusioniert. Dieser tag kann als

Antigen zur Immobilisierung mittels der antibody-base-capture-Methode dienen.

Um die CRD des L-SIGN iber den FLAG-tag auf dem SPR-Chip zu immobilisieren, wurde
ein monoklonaler Anti-FLAG-M2-Antikorper in TBS (pH 8.0) verwendet. Dieser Antikorper
bindet spezifisch an Fusionsproteine, die das FLAG-Peptid enthalten. Vor der Belegung des
SPR-Chips mit dem Antikdrper wurde zundchst die Aktivitat mittels eines Western Blots
Uberprift. Im Western Blot ist eine deutliche Bande bei etwa 16 kDa zu beobachten, was der
molaren Masse der CRD fusioniert mit dem FLAG-Peptid entspricht (Abbildung 50). Eine
Interaktion des Anti-FLAG-M2 mit der CRD des L-SIGN ist also detektierbar.
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Abbildung 50: Western Blot von Anti-FLAG M2 und der CRD-FLAG des L-SIGN. In Bahn 1 ist die CRD und
in Bahn 2 ein Marker aufgetragen.

4.7.4 Immobilisierung der CRD mittels Standard-Amid-Kupplung

Um die CRD des L-SIGN mittels Amid-Kupplung zu immobilisieren wurden 50 pL der CRD
in BisTris mit 150 puL Acetatpuffer (pH 4.0) versetzt. Die Immobilisierung wurde also mit
18 pg/mL durchgefuhrt. Nach der Aktivierung der Chipoberflache wurde die CRD in
Acetatpuffer mit einer Flussrate von 5 pL/min ber die Messzelle geleitet. Dabei gelang es
100 RU der CRD zu immobilisieren, was einer Menge von 6.3 fmol entspricht. Bei der
beschriebenen Immobilisierung der CRD von DC-SIGN wurden zwischen 200 RU und

1000 RU erreicht, wobei mit Konzentrationen zwischen 5 und 50 pg/mL gearbeitet wurde.*?®

Die Massen der Kohlenhydrate, Peptide und Glycopeptide, deren Bindung zu L-SIGN
untersucht werden soll, liegen zwischen 194.1 g/mol fiir das a-Methylmannosid (a-MeMan)
und 923.2 g/mol fiir das Glycopeptid 21. Bei einer Chipbelegung von 6.3 fmol kénnen daher
maximale theoretische RUmax ieo—Antworten zwischen 1.2 RU und 5.8 RU erreicht werden.

4.7.5 Immobilisierung der CRD mittels der antibody-based-capture-Methode
Um die CRD l(ber den FLAG-tag zu immobilisieren, wurde der Anti-FLAG-Antikorper

zuné&chst nach der in 7.6.1 beschriebenen Durchfuhrung in ein Calcium(ll)-haltiges BisTris-
Puffersystem (pH 7.2) gebracht. AnschlieBend wurden 30 pg des Antikorpers in 30 pL
BisTris-Puffer mit 90 pL Acetatpuffer (pH 4.5) versetzt und mit einer Flussrate von
10 pL/min Uber Referenz- und Messzelle eines CM5-Chips geleitet, der zuvor aktiviert
worden war. Dabei wurden 38 300 RU des Antikorpers auf beiden Flusszellen immobilisiert.
Nach den cappen der beiden Flusszellen mit Ethanolamin, wurde zun&chst auf einen
Calcium(Il)-haltigen TBS gewechselt. Die CRD des L-SIGN wurde nun uber die Interaktion
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zwischen FLAG-Peptid und Antikorper auf die Messzelle des Chips gebracht. Dafiir wurde
die CRD im Original-TBS (pH 8.0) mit einer Flussrate von 5 pL/min tber die Messzelle
geleitet. Dadurch gelang es 230 RU zu immobilisieren, was einer Belegung von 14.4 fmol

entspricht.

Auch die Immobilisierung der CRD duUber die Interaktion des FLAG-tags mit einem
Anti-FLAG Antikorper ergibt nur eine Chip-Belegung in niedrigen femtomolaren Bereich.
Fur die zu analysierenden Kohlenhydrate, Peptide und Glycopeptide ergeben sich somit
theoretische RUmax theo-Antworten zwischen 2.7 RU fiir das a-MeMan und 13.2 RU fir das
Glycopeptid 21. Wie schon beschrieben, tragt das FLAG-Peptid eine hohe negative Ladung.
Daher muss das Bindungsmotiv des FLAG-Peptids auf den Antikdrper positiv geladen sein,
was durch Lysine im Bindungsmotiv verursacht werden kénnte. Es ware also mdéglich, dass
ein grolRer Teil des Antikorpers ber sein Bindungsmotiv auf den SPR-Chip gebracht wurde.
Dadurch ware das Bindungsmotiv blockiert und es kann zu keiner Wechselwirkung zwischen
dem Antikorper und dem FLAG-Peptid kommen. Als alternative Immobilisierung kann die
doppelte antibody-based-capture -Methode angewendet werden, die im folgenden Abschnitt

beschreiben wird.

4.7.6 Immobilisierung der CRD mittels doppelter antibody-based-capture-Methode

Bei der doppelten antibody-based-capture-Methode wird zunéchst ein ,,Anti-Antikorper-
Sandwich* dargestellt, indem ein Anti-Maus-Antikorper kovalent auf den Chip immobilisiert
wird und der monoklonale Anti-FLAG-Antikorper, der aus der Maus stammt, an den Anti-
Maus Antikorper gebunden wird. An den Anti-FLAG-Antikorper wird dann die CRD (ber
ihren FLAG-tag immobilisiert. Als Anti-Maus-Antikorper wurde ein Anti-Maus-1gG aus der
Ziege verwendet. Der Antikdrper wurde nach der in 7.6.1 beschriebenen Durchfiihrung in
einen Phosphat-Puffer (pH 7.4) gebracht. Es wurden 2.8 pg des Antikorpers zur
Immobilisierung nach der Standard-Amid-Methode verwendet, wobei es gelang etwa
6000 RU auf die Messzelle und die Referenzzelle zu immobilisieren. AnschlieRend wurde der
Anti-FLAG-Antikorper in PBS (ber die Zellen geleitet, wobei es gelang 320 RU auf die
Messzelle und 370 RU auf die Referenzzelle zu bringen. Bevor die CRD am den ,,Anti-
Antikorper-Sandwich* gebracht wurde, wurde auf den Calcium(ll)-haltigen TBS gewechselt.
Bei der Injektion der CRD des L-SIGN uber die Messzelle konnte keine Zunahme der RU-
Antwort beobachtet werden. Eine Immobilisierung der CRD Uuber die antibody-based-

capture-Methode ist also auf diesen Weg nicht maoglich.
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4.7.7 SPR-screening

Zunéchst wurden SPR-Studien mit dem Chip durchgefiihrt, auf dem 6.3 fmol der CRD
kovalent immobilisiert waren. Es wurden die Kohlenhydrate a-MeMan, Man5, GIcNAc, das
Peptid 24 und das Glycopeptid 25 vermessen. Die vermessenen Konzentrationsbereiche und

RUmax theo-Werte sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Substanzen fiir SPR-Studien mit 6.3 fmol der CRD von L-SIGN

Substanz Sequenz Mol[zj;anl(;/ll]asse RU max theo Konzentrationsbereich [mMM]
a-MeMan i 194.1 12 0.3125-40.0
GlcNAG i 2212 1.4 0.3125-40.0

Man5 i 828.7 5.2 7.81.10°-2.5
Peptid 24 PGINITN 629.7 4.0 9.76-10° - 0.635
Peptid 25 | -G I N(GIcNAc) I T N* 862.9 5.4 9.76:10° - 1.25

Fur alle untersuchten Substanzen ergaben sich negative Bindungskurven, die jedoch eine
eindeutige Konzentrationsabhangigkeit aufweisen. In Abbildung 51 sind exemplarisch die
Sensorgramme flir das a-MeMan gezeigt.
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Abbildung 51: SPR-Sensorgramme fiir Messungen von MeMan gegen 6.3 fmol CRD des L-SIGN. Es wurden
Konzentrationen zwischen 0.3125 und 40 mM analysiert.

Der Grund fur negative SPR-Sensorgramme ist nicht geklart, wenn diese allerdings ein
konzentrationsabhéangiges Verhalten zeigen, ist es moglich einen Fit nach dem one-site-
binding-Modell durchfiihren.**> Dazu musste fir alle RU-Antworten das Vorzeichen geandert

werden. Somit wurden positive Sensorgramme erhalten, aus denen die thermodynamische

97




ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Dissoziationskonstante Kp ermittelt werden konnte. In Abbildung 52 sind die Affinitatsplots
fur die Kohlenhydrate a-MeMan und GIcNAc gezeigt.

109 g-Methylmannosid 104 N-Acetyl-glucosamin
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Abbildung 52: Thermodynamische Affinitatsanalyse der Kohlenhydrate a-MeMan und GICNAc zur CRD des
L-SIGN. Es wurden Konzentrationen bis 40 mM vermessen. Beim GIcNAc konnte fur die Konzentration von
20 mM wegen Luft in der Probe kein SPR-Sensorgramm erhalten werden. Ab einer Konzentration von 40 mM
kommt es bei beiden Kohlenhydraten zu einem unspezifischen Bindungsverhalten. Daher wurde dieser Werte
jeweils nicht mit in Analyse nach dem one-site-binding-Modell miteinbezogen.

Sowohl beim a-MeMan als auch beim GIcNACc lasst sich eine Analyse nach dem one-site-
binding-Modell durchfiihren. Es wurde jeweils die hdchste Konzentration von 40 mM nicht
miteinbezogen, da es ab dieser Konzentration zu einem linearen Kurvenverlauf kommt, was
flr ein unspezifisches Bindungsverhalten spricht. Flr das a-MeMan ergibt sich ein Kp-Wert
von 84 + 44 mM. Fir das GIcNAc liegt die Bindungskonstante bei Kp = 5.0 + 3.4 mM. Der
RUmax-Wert fir das o-MeMan liegt mit 16 £ 7 RU Uber den theoretisch ermittelten
RUmax theo-Wert vom 1.2 RU, was fir einen unspezifischen Anteil an der Bindung zwischen
a-MeMan und der CRD des L-SIGN sprechen kénnte. Der RUpa-Wert fiir das GICNAc
betrdgt 3.9 £ 1.3 RU und liegt somit ndher an dem RUpax theo-Wert vom 1.4 RU.

Das Man5 wurde in Konzentrationen zwischen 0.00781 und 2.5 mM analysiert. Dabei zeigt
der Affinitatsplot ab einer Konzentration von 0.625 mM einen linearen Verlauf, was durch ein
unspezifisches Bindungsereignis verursacht wird. Die one-site-binding-Analyse fur die
niedrigen Konzentrationen ergibt einen Kp-Wert von 5.1 + 2.6 uM und einen RUpax-Wert von
0.58 + 0.03 RU. Die RU-Antwort liegt damit um eine Faktor 10 unter dem RUmax theo-Wert

vom 5.2 RU, was bei der Bewertung der Bindungskonstante mit berlcksichtigt werden muss.
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Abbildung 53: Thermodynamische SPR-Analyse der Bindung zwischen Man5 und der CRD des L-SIGN. Da der
RUpax-Wert unter dem RUpaxmeo-Wert liegt, muss die Qualitét der one-site-binding-Analyse kritisch beurteilt
werden, was durch einen grauen fit verdeutlicht werden soll.

Neben den drei Kohlenhydrat-Molekiillen wurden das Peptid 24 und das Glycopeptid 25
mittels SPR-Messungen auf ihre Bindungsaffinitdt zur CRD des L-SIGN analysiert. Beide
Peptide geben die Aminosauren ?>GINITN?® der RBD des S-Proteins aus dem SARS-CoV
wieder. Das N227 liegt in der RBD mit einem hochmannosidischen N-Glycan glycosyliert
vor. Stellvertretend fiir das Glycan ist das Peptid 25 am N227 mit einem GIcNAc glycosyliert.
SPR-Messungen mit GIcNAc zeigen, dass es mit einem Kp von 5.0 £ 3.4 mM an die CRD des
L-SIGN bindet. Die Affinitatsplots fur 24 und 25 sind in Abbildung 54 gezeigt.
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Abbildung 54: Affinitatsplot von Peptid 24 und Glycopeptid 25

Fir das nicht glycosylierte Peptid 24 lasst sich keine Bindung zur CRD detektieren. Ab einer
Peptidkonzentration von 624 uM treten lediglich unspezifische Wechselwirkungen auf. Das
Glycopeptid 25 weist eine konzentrationsabhéngige, spezifische Bindung zur CRD des

L-SIGN auf. Durch Anwendung des one-site-binding-Modells l&sst sich eine
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Bindungskonstante von Kp = 0.76 + 0.23 mM und ein RUpa-Wert von 2.4 = 0.4 RU
bestimmen. Das mit einer GIcCNAc-Einheit glycosylierte Peptid bindet um Faktor 6.5 besser
an die CRD als das isolierte Kohlenhydrat. Dies lasst auf einen Anteil der Seitenketten der
Aminosduren an der Bindung schlielen. Das nicht glycosylierte Peptid 24 zeigt hingegen
keine spezifische Wechselwirkung mit dem Rezeptor. Das Kohlenhydrat ist also essentiell fur
die Bindung.

Die Ergebnisse fiir die SPR-Messungen mit dem mittels Standard-Amid-Methode

immobilisierten CRD-Protein sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Zusammenfassung der SPR-Messung mit 6.3 fmol der CRD des L-SIGN, welche durch
Standard-Amid-Kupplung auf dem Chip immobilisiert wurde. Da der Fit nach dem one-site-
binding-Modell fur das Kohlenhydrat Man5 kritisch bewertet werden muss, sind die Ergebnisse in
Klammern aufgefiihrt. k.B. = keine Bindung.

Substanz RU max theo Kb RUmax, Konzentrationsbereich
a-MeMan 12 84 + 44 mM 167 0.3125 - 40 mM
GlcNAC 1.4 5.0+ 3.5mM 3.8+13 0.3125 - 40 mM
Man5 5.2 (5.1 £ 2.6 puM) (0.58 + 0.03) 7.81 - 2500 pM
Peptid 24 4.0 k. B. k. B. 9.765 — 635 UM
Peptid 25 5.4 758 + 233 UM 24+04 9.765 — 1250 pM

Anschliefend wurden SPR-Messungen mit dem Chip, auf dem 14.4 fmol CRD (ber die
antibody-based-capture-Methode immobilisiert wurden, durchgefihrt. Als Ligand wurde
a-MeMan vermessen. Bei einem 1:1-Bindungsereignis zwischen der CRD und a-MeMan
wirde ein RUmaxtheo VON 2.7 RU erreicht werden. Es wurden Konzentrationen des a-MeMan
von 0.125 - 16.0 mM in TBS auf ihre Bindungsaffinitat zur CRD getestet. Dabei ergaben sich
negative Sensorgramme, deren Vorzeichen fir eine Analyse nach dem one-site-
binding-Modell positiviert wurden. Die daraus resultierende Auftragung der maximalen
RU-Antworten gegen die jeweilige Kohlenhydratkonzentration ist in Abbildung 55
dargestellt.
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Abbildung 55: Thermodynamische Analyse der Interaktion von a-MeMan mit der CRD des L-SIGN. Es wurden
14.4 fmol der CRD (ber die antibody-based-capture-Methode mittels eines Anti-FLAG Antikdrpers auf den
Chip immobilisiert.

Durch die one-site-binding-Analyse ergibt sich ein Dissoziationskonstante Kp von
7.7 3.1 mM. Der Kp-Wert fiir die Bindung des a-MeMan an die CRD ist somit um etwa
Faktor 20 kleiner, als der Kp-Wert von 84 + 44 mM, der mit der kovalent immobilisierten
CRD bestimmt wurde. Der RUpax-Wert liegt mit 3.7 = 0.7 RU in der GroRenordnung des

RUnmax theo VON 2.7 RU, was fur ein spezifisches Bindungsereignis spricht.

4.8 STD-NMR-Studien mit CRD

Zur Analyse der Bindung von Liganden an die CRD auf atomarer Ebene sollte ein
STD-NMR-System entwickelt werden. Bei allen STD-Messungen mit der CRD lag die
Intensitdt der STD-Signale allerdings in der GrolRenordnung von Artefaktsignalen in
proteinfreien Proben. Ein geeignetes STD-NMR-System konnte im Rahmen dieser Arbeit

also nicht gefunden werden.

In der Literatur sind lediglich STD-NMR-Messungen mit dem DC-SIGN-Rezeptor zu finden.
Die Experimente wurden dabei mit der extrazellularen Doméne (ECD) des DC-SIGN
durchgefiihrt.'*> 331 AuRerdem wurden noch Messungen beschrieben, bei denen ein
Sattigungstransfer von Zellen, die DC-SIGN auf ihrer Oberfldche exprimieren, auf Liganden
stattfindet. *****” STD-NMR-Studien mit der CRD des DC-SIGN sind in der Literatur nicht
zu finden. STD-Experimente mit dem L-SIGN-Rezeptor (CRD und ECD) sind bisher nicht
beschrieben. Die CRDs der beiden homologen Lektin-Rezeptoren besitzen eine molare Masse

von etwa 10 kDa. Damit eine ausreichende Spindiffusion stattfindet muss ein Protein eine
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Masse > 10 kDa besitzen.'® Die CRDs des DC-SIGN und des L-SIGN liegen somit an der
Detektionsgrenze fur STD-NMR-Experimente.

Um NMR-Experimente mit der CRD des L-SIGN durchfuhren zu kénnen, wurde das Protein
zundchst in einen deuterierten Calcium(ll)-haltigen dTBS (pH 8.0) gebracht. Daflir wurden
200 uL der aufkonzentrierten CRD (siehe 4.7.3) nach der in 7.6.1 beschriebenen
Durchfuhrung umgepuffert. Bei der Umpufferung traten die bereits beschriebenen Probleme
auf, das Protein fiel aus und die Proteinkonzentration nahm soweit ab, dass in einem SDS-
PAGE-Gel keine Bande mehr zu detektieren war. Trotz der sehr geringen Konzentration der
CRD wurden STD-NMR-Messungen durchgefiihrt. Als Ligand wurde das Kohlenhydrat
a-MeMan gewéhlt. Das HDO-Signal wurde mittels einer excitation-sculpting-Pulssequenz
unterdriickt. Zunéchst wurden die Artefakte bestimmt. Dazu wurden STD-Messungen mit
Proben durchgefuhrt, in denen nur a-MeMan, aber keine CRD enthalten ist. Es wurden
jeweils Proben mit einer Ligandkonzentration von 244 M, 385 pM, 826 uM und 2248 uM
vermessen. AnschlieBend wurde eine STD-Titration mit 100 uL der CRD durchgefuihrt, in der
dieselben Konzentrationen an o-MeMan zur CRD gegeben wurden. Die absoluten
STD-Effekte aus den Artefaktmessungen und der STD-Titration sind exemplarisch flr das
H-2, das Uberlagernde Signal aus H-3 und H-6 und fiir das Signal der OMe-Gruppe am H-1

in Tabelle 14 aufgefiihrt.
Tabelle 14: Absolute STD% fir die Artefaktmessungen (kursiv) und STD-Titration mit

verschiedenen Konzentrationen an a-MeMan in dTBS. Die Wasserunterdriickung wurde mit der
excitation-sculpting-Pulssequenz erhalten. Die Temperatur lag bei 300 K.

Artefakt STD Artefakt STD Artefakt STD
Konz. abs. STD% abs. STD% | abs.STD% | abs.STD% | abs.STD%
o-MeMan H-2 ohne H-2 mit CRD H-3/H-6 H-3/H-6
244 - 3.4 3.9
385 - 9.7 3.2
826 - 3.1 4.3 2.9 3.1
2248 15 1.9 25 25 2.8 2.4

Die STD-Signale in den *H-STD-Spektren liegen fiir die CRD-haltigen Proben in derselben
GroRenordnung wie fir die CRD-freien Proben. Die Signale entstehen somit nicht durch

einen Sattigungstransfer von dem Protein auf den Kohlenhydratliganden, sondern es handelt
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sich um Artefaktsignale, die vermutlich aus der Pulssequenz zur Unterdriickung des

HDO-Signals resultieren.

Um den Konzentrationsverlust durch das Umpuffern der CRD zu vermeiden, wurden
Experimente mit der CRD im Original-TBS durchgefiihrt. Dazu wurden zu der Lésung der
CRD im Original-Puffer 10% D,0O zugefugt. Es wurde fur jede vermessende Konzentration
ebenfalls eine Artefaktmessung durchgefihrt. Die resultierenden absoluten STD-Effekte sind

in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Absolute STD% fur die Artefaktmessungen (kursiv) und STD-Titration mit

verschiedenen  Konzentrationen an o-MeMan in  Original-TBS/D,O  (9/1). Die
Wasserunterdriickung wurde mit der excitation-sculpting-Pulssequenz erhalten. Die Temperatur
lag bei 300 K.
Artefakt STD Artefakt STD Artefakt STD
Konz. abs. STD% abs. STD% abs. STD% abs. STD% abs. STD%
abs. STD% s s OMe OMe
o-MeMan H-2 ohne H-2 mit CRD H-3/H-6 H-3/H-6
[UM] CRD ohne CRD mit CRD ohne CRD mit CRD
431 5.0 15 2.4 2.0 14 25
868 9.2 2.3 5.8 0.9 6.2 29
1266 4.7 1.7 2.1 15 14 2.1

Auch hier liegen die STD-Prozente in derselben GréRenordnung wie die Artefaktsignale bzw.

sind kleiner als die Artefaktsignale. Neben der Wasserunterdriickung durch die
excitation-sculpting-Pulssequenz stehen noch weitere Methoden zur Wasserunterdriickung
zur Verfugung. Um zu Uberpriifen, ob das Auftreten von Artefaktsignalen abhéngig von der
excitation-sculpting-Pulssequenz ist, wurden STD-NMR-Experimente mit der CRD im
Original-Puffer denen  das durch  eine
WATERGATE-Pulssequenz unterdriickt wurde. Da hier bei Konzentrationen unter 1000 puM

kaum STD-Signale detektiert werden konnten, wurden Konzentrationen >1000 pM

durchgefihrt,  bei Wassersignal

untersucht. Zu jeder Konzentration des a-MeMan in der CRD-haltigen Probe wurden
Artefaktbestimmungen durchgefuhrt. Die STD-Effekte fir die Experimente mit der
WATERGATE-Wasserunterdriickung sind in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Absolute STD% fir die Artefaktmessungen (kursiv) und STD-Titration mit

verschiedenen

Konzentrationen

an

a-MeMan

in  Original-TBS/D,0

(9/1), Die

Wasserunterdriickung wurde mit der WATERGATE-Pulssequenz erhalten. Die Temperatur lag

bei 300 K.

Artefakt STD Artefakt STD Artefakt STD

Konz. abs. STD% abs. STD% | abs.STD% | abs.STD% | abs. STD%
abs. STD% s s OMe OMe
a-MeMan H-2 ohne H-2 mit CRD H-3/H-6 H-3/H-6

[UM] CRD ohne CRD mit CRD ohne CRD mit CRD
1569 - - 1.1 14 1.0 1.3
1951 0.8 - 0.9 1.0 1.2 0.9
2330 1.0 0.8 1.2 1.0 0.9 1.0
3077 1.1 0.7 1.4 0.9 15 1.0

Bei der WATERGATE-Pulssequenz sind die Artefaktsignale zwar von geringerer Intensitat
als bei der excitation-sculpting-Pulssequenz, allerdings liegen die STD-Signale auch hier in
derselben GroRenordnung wie die Artefaktsignale. Eine Untersuchung der Bindung des
a-MeMan an die CRD des L-SIGN-Rezeptors konnte mittels STD-NMR-Spektroskopie nicht
erfolgreich durchgefuhrt werden.

4.9 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen zum Design von peptidomimetischen Strukturen als
entry-Inhibitoren gegen das SARS-CoV genutzt werden. Im folgenden Abschnitt sollen
Fragestellungen, die aus den Ergebnissen dieser Arbeit resultieren und weiterfihrende

Experimente vorgestellt werden.

49.1 ACE2

Die MD-Studien zeigen, dass das N-Glycan am N90 des ACE2 an der Bindung zur
Leitstruktur 1 beteiligt ist, indem der aromatische Ring des Y440 mit dem Glycan
wechselwirkt. Dieses Resultat lasst die Fragestellung aufkommen, ob das Glycan auch eine
Rolle bei der Bindung des viralen S-Proteins des SARS-CoV an den humanen Zellrezeptor
spielt. Das S-Protein des SARS-CoV wirde somit als Lektin fungieren. Der Lektincharakter
des S-Proteins lieRe sich experimentell Uberprifen, indem SPR-Studien zwischen der
Leitstruktur 1, dem rekombinanten S-Fusionsprotein oder der kompletten RBD des S-Proteins
und glycanfreiem rhACE2 durchgefiuhrt werden. Auch ein STD-NMR-Experiment mit
Peptid 1 und glycanfreiem rhACE2 wirde eine Aufklarung tber den Lektincharakter liefern.
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Wenn die Ergebnisse dieser Studien vergleichbare Ergebnisse zu den in dieser Arbeit
beschriebenen Ergebnissen liefern, wiirde das auf keine Beteiligung der Glycane des ACE2
an der Bindung hindeuten. Koénnte bei den Experimenten mit glycanfreiem ACE2 eine
schwéchere oder keine Bindung detektiert werden, wirde das auf eine Beteiligung der
Glycane an der Interaktion zwischen S-Protein und ACE2 hinweisen. Glycanfreies ACE2
lasst sich durch einen enzymatischen Verdau von rhACE2 mit PNGase F erhalten. Durch das

Enzym PNGase F werden N-Glycane spezifisch von Proteinen abgespalten.

Eine andere Mdglichkeit um die Wechselwirkung zwischen der Leitstruktur und dem
Glycanmolekiil zu detektieren, ist das Transfer-NOE-NMR-Experiment.'% 11 \wenn eine
Interaktion zwischen dem aromatischen Ring des Y440 und dem Glycanmolekiil stattfindet,
miusste sich das durch ein Transfer-NOE-Signal zwischen den aromatischen Protonen und
einem charakteristischen Kohlenhydratsignal bemerkbar machen. Beim Kohlehydrat kdnnte
z.B. das Signal der N-Acetyl-Gruppen der GIcNAc-Einheiten genutzt werden, das im
aliphatischen Bereich bei etwa 2 ppm vorliegt.

Die Leitstruktur 1 zeigt im Zellassay sowohl einen inhibitorischen Effekt gegen das SARS-
Coronavirus als auch gegen das humane Coronavirus NL63. Allerdings setzt dieser Effekt erst
bei relativ hohen Peptidkonzentrationen im niedrigen millimolaren Bereich ein. Um die
Spezifitat der Inhibition zu kl&ren, wurden die Hexapeptide mit den Sequenzen YKYDYL (8),
YKYSYL (9) und **’NIDATS**? (18) synthetisiert und fiir Biotests an das Bernhard-Nocht-
Institut fiir Tropenmedizin gegeben. Bei der Fertigstellung dieser Arbeit lagen die Ergebnisse
noch nicht vor. Diese Peptide dienen als Negativkontrolle fur den Assay und sollen keinen
inhibitorischen Effekt zeigen. Ein Grund dafur, dass millimolare Peptidkonzentrationen
benotigt werden, um die virale Vermehrung der Viren reduzieren, kénnten Proteasen sein, die
den backbone des Peptids enzymatisch verdauen. Um diesem Verdau durch Proteasen
entgegen zu wirken, konnte der Peptid-backbone der Leitstruktur 1 petidomimetisch

mimikriert werden.

Weitere Daten konnten z.B. durch eine Kokristallisation der Leitstruktur 1 mit dem ACE2
gewonnen werden. Durch anschlieBende Rontgenkristallstrukturanalyse konnte der
Bindungsmodus des Peptids an den humanen Rezeptor weiter geklart werden. Diese Daten
konnten  fur molecular-modelling- und  docking-Studien  genutzt werden, um
peptidomimetischen Liganden in silico zu designen und anschlielend zu synthetisieren. Diese
sollte dann auch im RT-PCR-Reduktionsassay auf ihren inhibitorischen Effekt getestet

werden. Sollten diese Tests positiv verlaufen, kann erwégt werden die biologischen Aktivitat
105



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

der peptidomimetischen Liganden als Inhibitoren des SARS-CoV im einen Tiermodell zu

testen.

49.2 L-SIGN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Experimente durchgefiihrt, um die Bindung des
viralen S-Proteins des SARS-CoV an das Lektin L-SIGN zu untersuchen. Diese
Untersuchungen sollten mittels SPR- und STD-NMR-Experimente zwischen verschiedenen
Liganden zur kohlenhydraterkennenden Doméne (CRD) des L-SIGN stattfinden. Es gelang
erste Ergebnisse mittels SPR-Studien zu erhalten. Diese Ergebnisse sind allerdings noch nicht
zufriedenstellend, da nur geringe Mengen des CRD-Proteins auf dem SPR-Chip immobilisiert
werden konnten. Daher muss die Immobilisierungsmethode weiter verbessert werden. Eine
Madglichkeit fir die Immobilisierung von Proteinen bietet die Wechselwirkung zwischen
Biotin und Streptavidin, die mit einem Kp-Wert von 10™ M eine sehr hohe Affinitat besitzt.
Dazu misste das Protein zundchst biotinyliert werden. Diese Biotinylierung kann

beispielweise am N-Terminus des Proteins erfolgen.

Eine weitere Mdglichkeit um die Wechselwirkung zu untersuchen, wéren Studien mit der
extrazellularen Doméne (ECD) des L-SIGN. Diese bietet u.a. mehr Lysine fir eine
Immobilisierung mittels Standard-Amid-Kupplung. Auch STD-NMR-Experimente mit der
ECD des L-SIGN kdnnten vielversprechende Ergebnisse liefern, da die ECD mit einer
molaren Masse von 45 kDa groRer ist als die CRD mit 10 kDa und somit eine ausreichende

Spindiffusion im Protein gewéhrleistet sein sollte.
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5 Zusammenfassung

Das schwere akute respiratorische Syndrom (SARS) ist eine Erkrankung der Atemwege, die
durch das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV) ausgeldst wird. Die virale Infektion
von humanen Zellen findet Uber eine Interaktion des viralen spike-Proteins (S-Proteins) mit

dem funktionalen Rezeptor angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) statt.>*?’

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Bindungsstudien mit humanen Rezeptoren des SARS-CoV
durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst die Wechselwirkung mit dem Rezeptor ACE2 analysiert.
Von M. Axmann wurde das Hexapeptid “**YKYRYL** (Peptid 1), welches den Aminosauren
Y438 bis L443 der Rezeptorbindungsdoméne des SARS-CoV entspricht, als Leitstruktur fir
das Design eines entry-Inhibitors, der spezifisch an den ACE2-Rezeptor bindet,

vorgeschlagen.®

Um den Bindungsmodus von Peptid 1 an das Glycoprotein ACE2 zu analysieren, wurden
molecular-dynamic (MD)-Simulationen durchgefuhrt. Dabei konnte durch die Analyse einer
3000 ps langen MD-Simulation gezeigt werden, dass die Aminoséuren K439, Y440 und R441
der Leitstruktur 1 **®*YKYRYL*® einen Kontakt zur Oberflache des humanen Zellrezeptors
ACE2 aufweisen. Das K439 und das R441 gehen mit ihren positiv geladenen Seitenketten
ionische Wechselwirkungen mit den Carboxylgruppen des E23 und des D30 des Rezeptors
ein. Das Y440 zeigt Interaktionen mit einem N-Glycan auf der Rezeptoroberflache.

Durch ein SPR-screening der Peptide eines Alaninscans des Hexapeptids 1 “®YKYRYL*?
sollte die Rolle der einzelnen Aminoséduren an der Bindung zum ACE2 geklart werden. Dabei
konnte gezeigt werden, dass das Tripeptidmotiv “**KYR*! einen groRen Einfluss auf die
Bindung an den ACE2-Rezeptor besitzt. Wenn eine der Aminosauren dieses Tripeptidmotivs
sukzessiv gegen die Aminoséaure Alanin substituiert wird, nimmt die Bindung zum ACE?2 ab.
Ein screening von weiteren punktmutierten Peptiden bestatigt den wichtigen Beitrag der
positiv geladenen Aminoséuren K439 und R441. Das Peptid 17 RYYYLK, welches die
Aminosauren der Leitstruktur in einer anderen Reihenfolge wiedergibt, zeigt in SPR-
Messungen nur unspezifische Wechselwirkung mit dem humanen Wirtsrezeptor, was die

Spezifitat der Bindung fiir die Leitstruktur bestétigt.

Die Bindung der Leitstruktur an das Zellrezeptorprotein ACE2 wurde auch mittels STD-
NMR-Spektroskopie analysiert, wobei sowohl die thermodynamische Dissoziationskonstante
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Kp als auch das Bindungsepitop bestimmt werden konnten. Der Kp-Wert liegt im niedrigen
mikromolaren Bereich und bestatigt den per SPR bestimmten Kp-Wert von 41 pM.

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin wurde der
inhibitorische Effekt der Leitstruktur 1 auf Coronaviren getestet. Dabei zeigte sich, dass
sowohl beim SARS-Coronavirus als auch beim humanen Coronavirus NL63 eine Inhibition
auf die Vermehrung der viralen RNA detektiert werden kann.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte der Bindungsmodus des Hexapeptids 1 an den
ACE2-Rezeptor aufgeklart werden und ein inhibitorischer Effekt gegen humane Coronaviren
gezeigt werden. Das Peptid 1 eignet sich also zum Design von peptidomimetischen
entry-Inhibitoren gegen das SARS-CoV und andere Coronaviren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Interaktion des S-Proteins mit dem Lektin L-SIGN
untersucht werden, welches als alternativer Rezeptor fir den SARS-CoV vorgeschlagen
wurde.?® Mittels SPR sollte ein screening von Kohlenhydraten, Peptiden und Glycopeptiden
durchgefihrt werden. Dazu wurde die kohlenhydraterkennende Doméne (CRD) des L-SIGN
uber unterschiedliche Methoden auf einem SPR-Chip immobilisiert. Dabei gelang es lediglich
Mengen <15 fmol zu immobilisieren. Trotz der geringen Mengen an immobilisierten CRD
konnten Kohlenhydrate und peptidische Liganden analysiert werden. Es wurden im Rahmen
dieser Arbeit also erste Ergebnisse fiir die Entwicklung eines SPR-System mit der CRD des
L-SIGN erhalten.
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6 Summary

The severe acute respiratory syndrome (SARS) is a respiratory disease which is caused by the
SARS coronavirus (SARS-CoV). The receptor binding domain (RBD) of the spike (S) protein
of SARS-CoV mediates the attachment of the virus to its functional receptor on human cells,

angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ).Z“‘* 27

In the current studies the binding events of SARS-CoV to its human cell receptors, the
glycoprotein ACE2 and the lectin L-SIGN, were determined. Work from M. Axmann yielded
the hexapeptide “*®*YKYRYL*® (peptide 1) that stretches from amino acid Y438 to L443 of
the RBD and shows specific binding to ACE2. Peptide 1 was suggested as lead structure to
design potential entry inhibitors against the attachment of the SARS-CoV to its cell receptor
ACE2.*

Molecular dynamic (MD) simulations were performed to investigate the binding mode of
peptide 1 to ACE2. In a 3000 ps MD simulation the amino acids K439, Y440 and R441 show
interactions with the receptor surface. The positively charged residues of K439 and R441
form ionic interactions with the carboxyl groups of E23 and D30 of ACE2. The aromatic side

chain of Y440 shows contact to an N-glycan of the glycoprotein.

A peptide library corresponding to an alanine scan of the hexapeptide 1 was analyzed using
SPR to evaluate the importance of individual amino acids for binding to ACE2. The alanine
scan reveals that the tripeptide motif **°YRY**? is essential for the binding of peptide 1 to
ACE2. This fact confirms the results of the insilico studies. A second library with point
mutated peptides was screened using SPR. Here it could be shown that the positively charged
side chains of the amino acids K439 and R441 are important for the receptor binding. In the
SPR screening the peptide 17 RYYYLK, which reflects the amino acids of the lead structure
in a different order, reveals only unspecific interaction with the human cell receptor. This
result confirms the specific interaction between the lead structure peptide 1 and the human
cell receptor ACE2.

STD NMR spectroscopy was used to characterize the binding event and binding epitope of
peptide 1 to ACE2. The NMR experiments yielded the dissociation constant Kp in the low

micromolar range. This Kp-value is consistent with the Kp-value 41uM determined by SPR.

To test the biological activity the inhibitory effect of peptide 1 to corona viruses was assayed

in cooperation with the Bernhard Nocht Institute for tropical medicine. In vitro the
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hexapeptide 1 reduces the virus replication of SARS-CoV and human coronavirus NL63 as

shown by real time RT-PCR assays.

These results clarify the binding mode of hexapeptide 1 to the receptor ACE2 and
demonstrate an inhibitory potential for human corona viruses. Using this information
peptide 1 can be used to design potential antiviral drugs against the attachment of the

SARS-CoV and related corona viruses to human cells.

In the second part of this thesis the analysis of the interaction of the viral S protein to the
lectin receptor L-SIGN was investigated. L-SIGN was suggested as an alternative receptor for
SARS-CoV.? In order to develop an SPR system for the screening of carbohydrates, peptides
and glycopeptides the carbohydrat recognition domain (CRD) of L-SIGN was immobilized on
a SPR sensor chip in different ways. It was only possible to immobilize <15 fmol of the CRD
on the chip surface. Despite of the small amount of immobilized CRD the binding of
carbohydrates and peptide ligands to L-SIGN could be analyzed. The results of this screening
can be used to design an SPR system for the lectin L-SIGN.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien und Gerate

7.1.1 Chemikalien

Hersteller/Lieferant

Chemikalien

AcCros

Biacore

Cambridge Isotope Lab

Deutero

Fluka

Iris Biotech

J.T. Baker

Merck

Pierce

Sigma-Aldrich

Acetonitril (HPLC for gradient analysis), Tri-iso-propylsilan

N-Hydroxysuccinimid (NHS), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC), Ethanolamin, Acetatpuffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-d,,

CDCI3 (99.8%), Deuteriumoxid, (99.9%), DMSO-d6 (99.8%)

Methanol (abs.), di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat,
Natriumdihydrogenphosphat, Zink(ll)chlorid

DIPEA, DMF, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-
OH, Fmoc-Asp(OtBu), Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-LCys(Trt)-OH,
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-lle-OH, Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-
OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-L-Val-OH,
Fmoc-Rink-Amid-AM-Harz, Piperidin, TBTU

Natriumchlorid

Ammoniumhydrogencarbonat, Chloroform, Dichlormethan,
Dinatriumhydrogenphosphat, Ethanol, Ethylacetat, Essigsédure (100%)
Essigsdureanhydrid, Hydrazinhydrat, Kaliumdihydrogenphosphat, Methanol,
Natriumacetat, Natriumchlorid, 2-Propanol, Pyridin, Trifluoressigséure,
Calciumchlorid, Magnesiumsulfat, TRIS-HCI, SDS

BCA-Test-Kit

2,5-Dihydroxybenzoesaure, Kaliumdihydrogenphosphat,

Dinatriumhydrogenphosphat, Ammoniumsulfat
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7.1.2 Proteine und Antikorper

Produkt

Hersteller

Spezifikation

Puffer

rhACE2

SARS spike (m) protein

recombinant

(S-Fusionsprotein)

Glutathione S-Transferase
(GST) Schistosoma

japonicum

Monoklonal Anti-GST
Antibody

CRD des L-SIGN

Monoklonal Anti-FLAG
M2 Antibody

Anti-Mouse 1gG (whole

molecule)

R&D Systems

BioMarket Ldt

GenScript

Sigma-Aldrich

Arbeitsgruppe von
K. Holmes, University of

Colorado

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

AS1-740
C-terminaler His-tag
¢=1mg/mL

MW =120 kDa

aus E.coli

AS 408-470/540-573
C-terminaler GST-tag
c=1.2mg/mL

MW = 36 kDa

aus E.coli
c=1mg/mL

MW = 26 kDa

Aszite Flissigkeit aus
Mus musculus (Maus)
¢ =8.6 mg/mL

MW = 27 kDa

AS 265-394
C-terminaler FLAG-tag
¢ =32 pg/mL

MW = 15 kDa

aus Mus musculus (Maus)

¢ =1mg/mL

aus Capra hircus( Ziege)

¢ =1mg/mL
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25 mM Tris, 0.2 M NaCl,
5 uM ZnClz, pH 8.0

25 mM Tris-HCI, 5mM
Glutation, 0.4% Sarcosyl,
0.25% Triton X100,

50% Glycerol, pH 8.0

Gefriergetrocknet mit
1xPBS

15 mM NaN;

TBS (genauere Angaben
nicht bekannt)

50% Glycerol,
10 mM Na3P0,,
150 mM NaCl, pH 7.5

0.05 M Tris, 1% BSA,
1 mM MgCl,,

50% Glycerol,

15 mM NaNj3 pH 8.0
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Material Produkt Hersteller

Dialyse-Cap Mini Dialyse Kit, 250 pL GE Healthcare
MWCO 1.0 kDa

Dialyse-Cap Slide-A-Lyzer MINI Thermo Scientific
MWCO 3.5 kDa

Dialyse-Cap Slide-A-Lyzer MINI Thermo Scientific

NMR-R6hrchen

NMR-Ro6hrchen

NMR-Ro6hrchen

RP-Séule (analytisch)

RP-Séule (praparativ)

Spin-Tubes

SPR-Sensorchip

Spritzenfiltereinheiten

TFA-Entfernungseinheiten

Western-Blot Membran

Zentrifugalkonzentratoren

MWCO 7.0 kDa

3mm match

3mm Shigemi

5 mm Typ502, Typ507-HP7

EC250/4 Nucleodur C18 Pyramid

VP250/21 Nucleodur C18 Pyramid

SpinX tubes (0.22 um Celluloseacetat)

CM5-Chip

0.22 um-Filtereinheit, Filtropur S

VariPure IPE

ProtranNitrocellulose Membran

Amicon Ultra 4mL

MWCO 5.0 kDa
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Hilgenberg

Shigemi inc.

Norell

Macherey und Nagel

Macherey und Nagel

CoStar

GE Healthcare

Sarstedt

Varian (jetzt: Agilent)

Schleicher & Schuell

Millipore
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7.14 Gerate

Gerat Geratetyp Hersteller
ELISA-Reader GENios Tecan

HPLC Biocad 700E Perfusion BioCAD

HPLC Merck/Hitachi LaChrom L-7000-Serie  VWR International

Gefriertrocknungsanlage

MALDI-TOF-MS

Mikrowellen-Reaktor

Mikrowellen-Synthesizer

NanoDrop

NMR 500 MHz

NMR 700 MHz

Parellelsyntheseroboter

Reinstwasseranlage

SDS-PAGE Vorrichtung

SPR

Western Blot

Zentrifugen

Alpha 1-2 , Alpha 1-4

Biflex 111

Mono-mode System Discover

Liberty

ND-1000, Photometer

DRX500, 11.67 Tesla; inverser 5 mm
Tripelresonanz Probenkopf mit z-
Gradient

Avance700, 16.35 Tesla; inverser
5 mm Tripelresonanz-Cryo-

Probenkopf mit z-Gradient

ACT MOS Q496

SG Ultra Clear UV 18.2 MQ

Minigel-Apparatur LKB 2050
MIDGET

Biacore T100

Trans-Blot SD Transfer Cell

5084, 5417C, 5417R
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Christ

Bruker Daltonics

CEM

CEM

Peqglab

Bruker Biospin

Bruker Biospin

Advanced Chem Tech

SGwater

Hoefer Scientific Instruments

GE Healthcare

BioRad

Eppendorf
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7.1.5 Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung

AP-Detektionspuffer 100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM NacCl
BCIP 0.5 % (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-Indolylphosphat in DMF
Calcium(Il)-haltiger BisTris-Puffer 0.2 um filtriert, 25 mM BisTris, 150 mM NacCl,

4 mM CaCl, pH 7.2

Calcium(lIl)-haltiger dTBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris-d;1, 150 mM NaCl, 4 mM
CaCl, in D,O, pH 8.0

Calcium(Il)-haltiger TBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 4 mM
CaCl,, pH 8.0
Coomassie-Férbeldsung 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250, 1% (v/v)

Eisessig, 40% (v/v) Methanol

Coomassie-Entfarbeldsung 20% (v/v) Eisessig

Zink(I)-haltiger dTBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris-dy3, 0.2 M NaCl, 5uM ZnCl; in
D,0, pH 8.0

Zink(I)-haltiger TBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris, 200 mM NaCl, 5uM ZnCl,,
pH 8.0

MPBS 5% (w/v) Milchpulver in PBS

NBT 0.1% (w/v) NBT, 100 mM Tris-HCI, pH 9.5

PAGE-Laufpuffer (5x) 125 mM Tris-HCI, 96 mM Glycin, 0.5% (w/v) SDS, pH 8.3

PAGE-Probenpuffer (5x) 250 mM Tris-HCI, 40% (w/v) Glycerol, 8% (w/v) SDS,

0.004% (w/v) Bromphenolblau, pH 6.8

PAGE-Trenngel-Puffer (4x) 1.5 M Tris-HCl, 0.4% (w/v) SDS, pH 8.8
PBS 125 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4, 3 mM KH,PO,, pH 7.2
TPBS 0.1% (v/v) Tween 20 in PBS
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7.1.6 Software

Software Version Hersteller
Adobe Illustrator CS4 Adobe

Biacore T 100 Control Software 111 GE Healthcare
Biacore T 100 Evaluation Software 111 GE Healthcare
Maestro (Desmond) 9.0 Schrédinger
Origin Pro 7.5 OriginLab
Topspin 2.1 Bruker Biospin

7.2 Molecular Modelling

Die MD-Simulationen wurden mit der Software Maestro 9.0/Desmond auf einer HP Z600
Workstation mit einer Quadcore CPU durchgefuhrt. Als Kraftfeld wurde das OPLS_AA/2005
eingesetzt. Als Startstruktur wurde die Kristallstruktur der RBD des S-Proteins im Komplex
mit ACE2 (PDB: 2AJF) gewahlt und alle Aminosauren der RBD bis auf das Hexapeptid 1
BYKYRYL* entfernt.®® Die Startstruktur der MD wurde in eine waterbox mit
orthorombischen boundary  conditions gesetzt (Losungsmittelmodell: SPC,
18145 Wassermolekiile, 200 mmol/L NaCl, 78 x 88 x 102 A). Zur Equilibrierung wurden
MD-Simulationen (ber 11000 ps bei einer Temperatur von 300 K durchgefiihrt. Nach der
Equilibrierung wurde zur Analyse eine MD-Simulation tiber 3000 ps verwendet. Diese MD
wurde mit der Nose-Hoover Thermostat-Methode und einer Relaxationszeit von 2.0 ps bei
300 K simuliert. Das Aufnahmeintervall betrug dabei 0.12 ps. Vor Beginn jeder
MD-Simulation wurde das System dreimal tiber 2000 Schritte minimiert. Uber die gesamten
MD-Simulationen betragt der RMSD des Protein-Ligand-Komplex 3.607 A.
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7.3 Peptid- und Glycopeptidsynthesen

7.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAVS)

AAV 1 Automatisierte Mikrowellen-unterstitzte Festphasenpeptidsynthese

Die  mikrowellen-unterstiitzte  automatisierte ~ Festphasenpeptidsynthese  fand  am
Syntheseroboter Liberty der Firma CEM statt. Als Festphase wurde ein Rink-Amid-AM-Harz
mit einer Belegung von 0.72 mmol/g verwendet, welches vor Beginn der Synthese tber Nacht
in DMF zum Quellen gebracht wurde. Die Aminosédurederivate wurden als 0.2 M Ldsungen
in DMF, der Aktivator TBTU als 0.5 M Losung in DMF und die Aktivatorbase DIPEA als
2.0 M Losung in DMF eingesetzt. Die Entschitzung der Fmoc-Gruppe wurde mit einer
10%-L06sung von Piperidin in DMF und die Acetylierung der freien Aminofunktionen mit
einer 10%-Losung von Ac,O in DMF durchgefuhrt. Alle Syntheseschritte wurden
automatisiert in einem Mikrowellen-Reaktionsgefall durchgefihrt. Jedes Aminoséurederivat
wurde fur 300 s mit 25 Watt bei einer Temperatur von 75 °C gekuppelt. Alle
Kupplungsschritte wurden doppelt durchgefiihrt. Nach der Synthese wurde das Harz in eine
Glasfritte Gberfuhrt und das Peptid nach AAV 7 abgespalten.

AAV 2 Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Fur die automatisierte Parallelfestphasenpeptidsynthese mit dem Synthesizer ACT MOS 469
Q der Firma Advanced ChemTech wurde ein Rink-Amid-AM-Harz mit einer Belegung von
0.95 mmol/g eingesetzt. Das Harz wurde in die Reaktionskammern des Syntheseroboters
gegeben und mit DMF gequellt. Die Peptidsynthesen wurden automatisiert mit 0.5 M
Losungen der Aminosdurederivate in DMF und 0.5 M Ldsungen des Aktivators TBTU und
der Aktivatorbase DIPEA in DMF durchgefiihrt. Dabei wurde wahrend der Reaktion das
Verhaltnis der Losungen so gewahlt, dass die Aminosaurederivate in einem vierfachen
Uberschuss und der Aktivator und die Aktivatorbase in einem flinffachen Uberschuss,
bezogen auf die feste Phase, vorlagen. Flr die Entschutzung der Fmoc-Gruppe wurde eine
10%-L6sung von Piperidin in DMF und flr die Acetylierung der freien Aminofunktionen eine
10%-L06sung von Ac,O in DMF gewahlt. Wéhrend aller Reaktionszyklen wurde durch
Vortexen des Syntheseblocks fur eine Durchmischung von Harz und Reaktionslésung
gesorgt. Nach beendeter Synthese wurden die jeweiligen Harze in eine Glasfritte Uberfiihrt
und die Peptide durch AAV 7 erhalten.

117



EXPERIMENTELLER TEIL

AAV 3 Manuelle Kupplung der Aminosaurederivate

Fur die manuelle Kupplung der Aminosdurederivate wurde je nach Ansatzgrofe eine
definierte Menge Harz in eine Glasfritte Oberfuhrt. Als Harz wurden Rink-Amid-AM-Harze
mit einer Belegung von 0.95 mmol/g und 0.72 mmol/g verwendet. VVor Beginn der Synthese
wurde das Harz zum Quellen tber Nacht mit DMF bedeckt. AnschlieBend wurden die Fmoc-
Schutzgruppen auf dem Harz nach AAV 4 abgespalten. Bei der Kupplungsreaktion wurden
die Aminosaurederivate im vierfachen Uberschuss und die Kupplungsreagenzien TBTU und
DIPEA im finffachen Uberschuss bezogen aufs Harz eingesetzt. Fir die Kupplung wurden
die Aminoséaure, das TBTU und die Base DIPEA je nach AnsatzgroRe in 0.5-2 mL DMF
gel6st und die Losung aufs Harz gegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir mindestens 60 min
durchmischt. Die Kupplungsreaktion wurde jeweils zweimal mit frischer Reaktionslosung
durchgefiihrt. Nach Entfernung der Reaktionslsung wurden nicht umgesetzte
Aminofunktionen nach AAV 5 acetyliert. Der Kupplungszyklus wurde bis zur gewunschten
Peptidlange durchgefiihrt und das Peptid anschlieBend nach AAV 7 von der Festphase

abgespalten.

AAV 4 Manuelle Fmoc-Abspaltung

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen wurde das Harz je zweimal mit Piperidin/DMF
(1:4) versetzt und fir 60 min geschittelt. Das Volumen des Gemisches variierte je nach
Ansatzgroflle und Belegung des Harzes zwischen 1 mL und 5 mL. Nach dem Abspalten wurde

die Abspaltlésung entfernt und das Harz mit DMF gewaschen.

AAV 5 Manuelles capping

Zur Acetylierung der nicht reagierten Aminofunktionen wurde das Harz in einer Glasfritte
jeweils mit einer 10%-igen Lésung von Essigsaureanhydrid in DMF bedeckt und fiir 60 min
geschittelt. Das capping wurde jeweils zweimal in Folge durchgefuhrt. Anschlielend wurde
die Losung entfernt und das Harz 8-mal mit DMF gesplilt.

AAV 6 O-Deacetylierung der Glycopeptide

Die O-Acetylschutzgruppen von Glycopeptiden wurden manuell entfernt, indem das Harz fir
5 h mit Hydrazinhydrat/MeOH im Verhéltnis 1:5 geschittelt wurde.
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AAV 7 Abspaltung der Peptide von der Festphase

Das Harz wurde in eine Glasfritte Gberflhrt. Vor der Abspaltung wurde das Harz zunachst mit
2-Propanol und mit Dichlormethan gewaschen um das DMF vollstandig zu entfernen.
AnschlieBend wurde eine frisch angesetzte Abspaltlosung aus TFA/TIPS/H,O im Verhaltnis
95/3/2 auf das Harz gegeben und fur 90 min geschittelt. Die Lésung wurde dann in einen
Kolben dberfihrt und der Abspaltvorgang mit frischer Abspaltlésung wiederholt.
Anschlielend wurde die Abspaltlosung im Feinvakuum entfernt und das Peptidrohprodukt

erhalten.

AAV 8 Féllung des Peptidrohprodukts

Zur Féllung wurde das Rohprodukt mit tert-Butylmethylether Uberschichtet und die
erhaltenen Suspension dreimal mit je 3 mL H,O extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen
wurden gefriergetrocknet und der erhaltene Feststoff fur die Reinigung per RP-HPLC

verwendet.

AAV 9 Reinigung der Peptide Giber RP-HPLC

Die Reinigung der Peptide und Glycopeptide erfolgte mittels reversed-phase (RP)-HPLC Uber
eine praparative C18 Sdule bei einer Flussrate von 20 mL/min. Dazu wurden Gradientenldufe
aus den Laufmitteln A und B durchlaufen (Laufmittel A: 95% H,0, 5% MeCN, 0.1% TFA;
Laufmittel B: 95% MeCN, 5% H,0, 0.1% TFA). Die Peptide wurden standardisiert mit der
Methode 1 gereinigt. Nur bei Peptid 18 und 20 wurden tber die Methode 2 gereinigt.

Methode 1:
0.5CV 100% A /0% B
5.0CV 100% A / 0% B nach 50% A / 50% B
0.5CV 50% A /50% B nach 0 % A/ 100% B
1.0CV 0% A /100% B
1.0CV 0% A /100% B nach 100% A /0% B
Methode 2:
05CV 100% A /0% B
5.0CV 100% A / 0% B nach 70% A / 30% B
05CV 70% A/ 30% B nach 0 % A /100% B
1.0CV 0% A /100% B
10CV 0% A /100% B nach 100% A /0% B
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Fur die Reinigung wurden jeweils etwa 50 mg des gefriergetrockneten Rohprodukts der
Peptide in 1 mL Laufmittel A geldst und durch ein Spin-Tube (0.22 pm) zentrifugiert. Nach
der HPLC-Reinigung wurden die einzelnen Fraktionen nach AAV 11 identifiziert,
gefriergetrocknet und nach AAV 12 charakterisiert.

AAV 10 TFA-Entfernung aus Peptiden

Die lonentauschchromatographie zur TFA-Entfernung aus Peptiden wurde mit dem VariPure
IPE lonentauscher der Firma Varian (jetzt Agilent) durchgefiihrt. Der lonentauscher wurde
zunéchst mit 3 mL n-Hexan, 3 mL Ethanol, 3 mL Methanol und 3 mL eines Gemisches aus
H,O/MeCN im Verhaltnis 95:5 gespult. Dann wurden bis zu 100 mg Peptid, geldst in 3 mL
eines Gemisches aus H,O/MeCN im Verhéltnis 95:5, auf den lonentauscher gegeben. Es
wurde mit 3 mL desselben H,O/MeCN-Gemisches und 3 mL MeCN gespilt und die
Losungen in einem Kolben aufgefangen. Nach Neutralisieren mit 1 M HCI wurde das Peptid

durch Gefriertrocknung erhalten.

AAV 11  Charakterisierung der Peptide mittels MALDI-TOF-MS

Die Charakterisierung der Peptide mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie erfolgte mit
Hilfe einer DHB-Matrix (DHB-L6sung in 95% H,0/5% MeCN). Dazu wurden jeweils 0.5 pL
der Matrix auf einen Probenteller gegeben. Nach Trocknung der Matrix wurden 0.5 pL der zu
analysierenden Losung auf die Matrix gegeben. Die Messungen erfolgten im positiven
lonenmodus bei einer Attenuation zwischen 35 und 50 dB mit 50 Laserpulsen.

AAV 12  Charakterisierung der Peptide mittels NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung der Peptide wurde an einem 500 MHz-
Spektrometer vorgenommen. Dazu wurde eine etwa 3 mM Losung des jeweiligen Peptids in
H,O/D,0 (9:1, pH 3) angesetzt. Es wurden Spektren mit Wasserunterdriickung bei einer
Temperatur von 300 K aufgenommen. Die Wasserunterdrickung erfolgt mit der
WATERGATE- oder der ecitation sculpting Pulssequenz. Die einzelnen Signale der Peptide
wurden mit Hilfe von TOCSY-Spektren zugeordnet und die Peptidsequenz durch ROESY -
Spektren  (Oberprift. Bei  Glycopeptiden erfolgte die genaue Zuordnung der
Kohlenhydratsignale durch H,H-COSY-Spektren. Die Aufnahme der 2D-Experimente
erfolgte mit 128 oder 256 Inkrementen und 4096 Datenpunkten. Es wurden je nach
Pulsprogramm die Aufnahmetechniken echo-antiecho, QF, TPPI oder states-TPPI verwendet.

Bei der Verwendung von pulsed field gradients wurde ein SINE.100 Puls mit einer Lange von
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1 ms gewdhlt. Der gradient recovery delay wurde auf 100 ps eingestellt. Zur Verbesserung
der Auflosung wurde ein zero-filling durchgefihrt. Alle Spektren wurden mit der Software

Topspin prozessiert und auf das HDO-Signal bei 4.745 kalibriert.**°

Tabelle 17: Parameter und Pulsprogramme fir die NMR-Charakterisierung von Peptiden

Pulsprogramm-TOCSY mlevgpphw5
Pulsprogramm-ROESY roesygpws5.dt
Wasserunterdriickung WATERGATE
Temperatur 300 K

AAV 13 ®Fluor-NMR von Peptiden

Die F-NMR-Spektren wurden an einem 500 MHz Spektrometer erhalten. Dazu wurden
jeweils eine 3 mM Ldsung des Peptids in D,O mit 2 uM Fluorethanol als interner Standard

versetzt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit dem Pulsprogramm zgflgn.

7.3.2 Darstellung des Glycobausteins Asn-GIcNAc-OH

Zur Darstellung der Glycopeptide 21, 23 und 25 wurde zunachst der Glycobaustein
Asn-GIcNAc-OH

nach einer literaturbekannten Synthese dargestellt.®® Der Baustein wurde anschlieRend als

Aminosdurederivat in der automatisierten Synthese nach AAV 1 eingesetzt.
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7.3.3 Synthese und Charakterisierung der Peptide
Alle Peptide und Glycopeptide wurden nach AAV 9 gereinigt, bis eine Reinheit von > 95%

erreicht wurde.

Peptid 1 YKYRYL

Molmasse (g/mol) 904.07

Exakte Masse (g/mol) 903.50

Summenformel CusHesN110g

AnsatzgréRe (LM) 300

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 3.37

Ausbeute 165 mg (182 pumol, 61%)
MALDI-TOF (m/z) 904.1 (M+H"), 926.1 (M+Na")

Tabelle 18: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 1 in H,0/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp HpB’ Hy Hy Hd H&" He He” Sonstige
Tyr |- 4142 | 3.014 | 3.014 | - - 7.007 | 7.007 | 6.796 | 6.796 | -
Lys |8.320 | 4270 |1.616 | 1.616 | 1.255 | 1.255 | 1.616 | 1.616 | 2.926 | 2.926 | H{ 7.486
Tyr |8.132 | 4499 | 2976 | 2.976 | - - 7.092 | 7.092 |6.811 | 6.811 | -
Arg | 8.097 |4.182 |1.642 |1.642 | 1428 | 1428 | 3.107 | 3.107 | 7.089 | - -
Tyr | 8.099 | 4.466 | 2.904 | 2.904 | - - 7.139 | 7.139 | 6.821 | 6.821 | -
Leu |8.122 |4.211 | 1517 | 1517 | 1517 | - 0.869 | 0.791 | - - CONHg, n.d.
Peptid 2 AKYRYL
Molmasse (g/mol) 811.97
Exakte Masse (g/mol) 811.47
Summenformel Cs9He1N110g
AnsatzgroRe (LM) 50
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.20
Ausbeute 15 mg (19 pmol, 37%)
MALDI-TOF (m/z) 811.8 (M+H")
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Tabelle 19: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 2 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy Hd H&’ He He’ Sonstige
Ala | - 4.046 | 1.441 | - - - - - - - -
Lys | 8503 | 4.216 | 1.630 | 1.630 | 1.274 | 1.274 | 1.630 | 1.630 | 2.919 | 2.919 HC 7.495
Tyr | 8.205 | 4.483 | 2.863 | 2.863 | - - 7.054 | 7.054 | 6.788 | 6.788 -
Arg | 8.103 | 4.171 | 1.593 | 1.593 | 1.437 | 1.437 | 3.072 | 3.072 | 7.067 | - -
Tyr | 8121 | 4473 | 2.951 | 2.951 | - - 7.146 | 7.146 | 6.827 | 6.827 -
Leu | 8.129 | 4.188 | 1.502 | 1.502 | 1.502 | - 0.863 | 0.793 | - - f:é)gggz 7.098
Peptid 3 YAYRYL
Molmasse (g/mol) 846.97
Exakte Masse (g/mol) 846.44
Summenformel CoHsgN1gOg
AnsatzgréRRe (LM) 50
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.51
Ausbeute 15 mg (18 pumol, 35%)
MALDI-TOF (m/z) 847.0 (M+H"), 870.4 (M+Na"), 885.4 (M+K")

Tabelle 20: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 3 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy H8 H&’ He He’ Sonstige
Tyr | - 4.124 | 3.013 | 3.013 | - - 7.031 | 7.031 | 6.783 | 6.783 | -
Ala | 8.369 | 4.347 | 1.265 | - - - - - - - -
Tyr | 8.050 | 4.442 |2.899 | 2899 |- - 7.068 | 7.068 | 6.804 | 6.804 | -
Arg | 8.039 |4.203 | 1625 | 1.625 | 1.438 | 1.438 |3.102 | 3.102 | 7.084 | - -
Tyr | 8143 | 4.487 | 2972 | 2972 | - - 7.134 | 7.134 | 6.820 | 6.820 | -
Leu | 8.115 | 4.210 | 1521 | 1.521 | 1521 | - 0.864 | 0.787 | - - CONH,n.d.
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Peptid 4 YKARYL

Molmasse (g/mol) 811.97

Exakte Masse (g/mol) 811.47
Summenformel CaoHe1N110g
AnsatzgroBe (UM) 50

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.05

Ausbeute 13 mg (16 pumol, 32%)
MALDI-TOF (m/z) 812.9 (M+H")

Tabelle 21: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 4 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HB Hp’ Hy Hy Hd H& He He’ Sonstige

Tyr | - 4175 | 3.092 |3.092 | - - 7.091 | 7.091 | 6.812 | 6.812 | -

Lys | 8312 | 4.237 | 1.652 | 1.652 | 1336 |1.336 | 1.652 | 1.652 | 2.949 | 2.949 | H{7.481

Ala | 8315 | 4237 | 1334 |- - - - - - - -

Arg | 8.283 | 4.196 | 1.687 | 1.687 | 1515 | 1515 | 3.141 | 3.141 | 7.105 | - -

Tyr | 8195 | 4558 | 2.979 | 2979 |- - 7.116 | 7.116 | 6.825 | 6.825 | -

Leu | 8.135 | 4221 | 1523 | 1523 | 1.523 | - 0.869 | 0.802 | - - CONF.
6.970/6.888

Peptid 5 YKYAYL

Molmasse (g/mol) 818.96

Exakte Masse (g/mol) 818.43

Summenformel CaoHsgNgOq

AnsatzgréRRe (LM) 50

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 3.56

Ausbeute 12 mg (15 pmol, 30%)

MALDI-TOF (m/z) 818.6 (M+H")
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Tabelle 22: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 5 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy’ Hd H&’ He He’ Sonstige
Tyr | - 4,131 | 2.989 | 2.989 | - - 6.998 | 6.998 | 6.791 | 6.791 | -
Lys | 8317 |4.237 | 1590 | 1590 | 1.204 | 1.204 | 1.590 | 1.590 | 2.919 | 2.919 | H{7.479
Tyr | 7.990 | 4480 | 2.872 | 2.872 | - - 7.107 | 7.107 | 6.814 | 6.814 | -
Ala |8.180 |4.217 |1.277 |- - - - - - - -
Tyr | 7.915 | 4492 | 2.985 | 2.985 | - - 7.123 | 7.123 | 6.816 | 6.816 | -
Leu | 8.000 | 4.220 | 1.526 | 1.526 | 1.526 | - 0.879 | 0.810 | - - CONH;n.d.
Peptid 6 YKYRAL
Molmasse (g/mol) 811.97
Exakte Masse (g/mol) 811.47
Summenformel Ca9He1N110g
AnsatzgréRRe (LM) 50
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.06
Ausbeute 12 mg (15 pmol, 29%)

MALDI-TOF (m/z) 811.9 (M+H")

Tabelle 23: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 6 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy H8 H&" He He’ Sonstige
Tyr | - 4.148 | 3.017 | 3.017 | - - 7.020 | 7.020 | 6.805 | 6.805 | -
Lys | 8.314 |4.276 | 1.620 | 1.620 | 1.273 | 1.273 | 1.620 | 1.620 | 2.935 | 2.935 | H{ 7.489
Tyr | 8185 | 4.468 | 2973 | 292 |- - 7.124 | 7.124 | 6.806 | 6.806 | -
Arg | 8.074 |4.189 | 1.651 | 1.651 | 1.538 | 1.538 | 3.131 | 3.131 | 7.106 | - -
Ala | 8.218 |4.269 | 1.362 | - - - - - - - -
Leu | 8.194 | 4.17 1.622 | 1.622 | 1.622 | - 0.913 | 0.848 | - - CONH;n.d.
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Peptid 7 YKYRYA

Molmasse (g/mol) 861.99

Exakte Masse (g/mol) 861.45
Summenformel Cu2Hs9N11 09
AnsatzgroBe (UM) 50

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 2.84

Ausbeute 13 mg (15 pmol, 30%)
MALDI-TOF (m/z) 862.9 (M+H")

Tabelle 24: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 7 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy H& H&" He He’ Sonstige
Tyr |- 4.134 | 3.004 | 3.004 | - - 6.999 | 6.999 | 6.787 | 6.787 | -
Lys |8.302 | 4.267 | 1.608 | 1.608 | 1.250 | 1.250 | 1.608 | 1.608 | 2.923 | 2.923 | H{ 7.479
Tyr | 8.131 | 4.458 | 2.899 | 2.899 | - - 7.085 | 7.085 | 6.787 | 6.787 | -
Arg | 8.122 | 4176 |1.618 | 1.618 | 1.394 | 1.394 | 3.095 | 3.095 | 7.073 | - -
Tyr | 7.99 4.42 291 291 - - 7.134 | 7.134 | 6.818 | 6.818 | -
Ala 8.173 | 4.198 | 1.315 | - - - - - - - CONH,n.d.
Peptid 8 YKYDYL
Molmasse (g/mol) 862.97
Exakte Masse (g/mol) 862.42
Summenformel Cu3HsgNgO4;
AnsatzgréRRe (LM) 200
Synthese AAV 3
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.34

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

86 mg (100 uM, 50 %)
863.6 (M+H"), 885.6 (M+Na®), 910.6 (M+K")
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Tabelle 25: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 8 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp Hp’ Hy Hy Hd H&" He He’ Sonstige
Tyr | - 4345 | 3.185 | 3.185 | - - 7211 | 7.211 | 6.994 | 6.994 | -
Lys | 8.384 |4.441 | 1.793 | 1.793 | 1.424 | 1424 | 1.793 | 1.793 | 3.118 | 3.118 | H{ 7.597
Tyr | 8.155 | 4.666 | 3.057 | 3.057 | - - 7.271 | 7.271 | 7.003 | 7.003 | -
Asp | 8.396 | 4.804 | 3.001 | 2.879 |- - - - - - -
Tyr | 8.019 | 4.620 | 3.167 | 3.167 | - - 7.301 | 7.301 | 7.012 | 7.012 | -
Leu | 8.048 |4.666 |1.731 | 1.731 | 1.624 | - 1.058 | 1.000 | - - CONH,n.d.
Peptid 9 YKYSYL
Molmasse (g/mol) 834.96
Exakte Masse (g/mol) 834.43
Summenformel C42HssNgO10
AnsatzgréRRe (LM) 250
Synthese AAV 3
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.24
Ausbeute 136 mg (161 uM, 65%)
MALDI-TOF (m/z) 835.6 (M+H"), 857.9 (M+Na")
Tabelle 26: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 9 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.
NH Ha HpB HB’ Hy Hy H8 H&’ He He’ Sonstige
Tyr | - 4357 | 3.207 | 3.207 | - - 7.216 | 7.216 | 7.001 | 7.001 | -
Lys | 8389 |4.462 | 1804 | 1804 | 1433 | 1.433 |1.804 |1.804 |3.132 | 3.132 | H{ 7.601
Tyr | 8115 | 4.679 | 3.056 | 3.056 | - - 7.305 | 7.305 | 7.011 | 7.011 | -
Ser | 8242 | 4570 |3.954 | 3954 |- - - - - - -
Tyr | 8.099 |4.697 |3.211 |3.211 |- - 7.324 | 7.423 | 7.025 | 7.025 | -
Leu | 8.042 |4.439 | 1741 | 1.741 | 1631 | - 1.072 | 1.019 | - - CONH,n.d.
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Peptid 10 YDYRYL
Molmasse (g/mol) 890.98

Exakte Masse (g/mol) 890.43
Summenformel Ca3HsgN10011
AnsatzgroBe (UM) 25

Synthese AAV 3

HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) n.d.

Ausbeute 8 mg (9 umol, 34%)
MALDI-TOF (m/z) 891.0 (M+H")

Tabelle 27: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 10 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy Hd H&’ He He’ Sonstige
Tyr |- 4.084 | 2.934 - - 6.931 | 6.931 | 6.785 | 6.785 | -
Asp | 8483 |4.718 | 2.726 | 2.726 | - - - - - - -
Tyr | 8120 | 4.445 | 2932 | 2932 | - - 7.104 | 7.104 | 6.801 | 6.801 | -
Arg | 8.022 |4.182 | 1.629 | 1.629 | 1.429 | 1.429 | 3.108 | 3.108 | 7.113 | - -
Tyr | 8.065 | 4501 |2977 | 2977 | - - 7.122 | 7.122 | 6.816 | 6.816 | -
Leu | 8.069 | 4.218 | 1.536 | 1.536 | 1.536 | - 0.868 | 0.795 | - - CONHj;n.d.
Peptid 11 YSYRYL
Molmasse (g/mol) 862.97
Exakte Masse (g/mol) 862.43
Summenformel CaoHsgN1gO1
AnsatzgréRRe (LM) 25
Synthese AAV 3
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.17
Ausbeute 10 mg (12 pmol, 47%)
MALDI-TOF (m/z) 861.0 (M+H"), 886.3 (M+Na")
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Tabelle 28: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 11 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpP Hp’ Hy Hy’ Hd H& He He’ Sonstige
Tyr | - 4183 | 3.028 | 3.028 | - - 7.024 | 7.024 | 6.796 | 6.796 | -
Ser | 8371 |4.481 |3.737 | 3.737 | - - - - - - -
Tyr | 8177 | 4.489 | 2935 | 2935 | - - 7.088 | 7.088 | 6.800 | 6.800 | -
Arg | 8.030 | 4.204 | 1.626 | 1.626 | 1.414 |1.414 | 3.111 | 3.111 | 7.075 | - -
Tyr | 8.133 | 4.503 | 2980 | 2.980 | - - 7.134 | 7.134 | 6.824 | 6.824 | -
Leu |8.060 | 4.168 | 1.485 | 1.485 | 1.485 | - 0.873 | 0.796 | - - CONH;n.d.
Peptid 12 YRYRYL
Molmasse (g/mol) 932.08
Exakte Masse (g/mol) 931.50
Summenformel CusHgsN130g
AnsatzgréRRe (LM) 50
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.36
Ausbeute 18 mg (19 umol, 34%)
MALDI-TOF (m/z) 931.6 (M+H"), 953.6 (M+Na")

Tabelle 29: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 12 in H,0/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy Hd H&’ He He’ Sonstige

Tyr | - - - 6.996 | 6.996 | 6.783 | 6.783 | -

Arg | 8.322 | 4.286 | 1.626 | 1.626 | 1.463 | 1.463 | 3.114 | 3.114 | 7.086 | - -

Tyr | 8144 | 4471 | 2905 | 2.905 | - - 7.109 | 7.109 | 6.791 | 6.791 | -

Arg | 8.107 | 4.193 | 1.638 | 1.638 | 1.422 | 1.422 | 3.102 | 3.102 | 7.070 | - -

Tyr | 8112 | 4498 | 2.968 | 2.968 | - - 7.126 | 7.126 | 6.814 | 6.814 | -

Leu | 8110 |4.226 | 1518 | 1518 | 1518 | - 0.864 | 0.788 | - - CONH;n.d.
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Peptid 13 YSYDYL

Molmasse (g/mol) 821.87

Exakte Masse (g/mol) 821.36

Summenformel CaoH51N701,

AnsatzgroBe (UM) 300

Synthese AAV 3

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 3.33

Ausbeute 129 mg (157 pmol, 52%)

MALDI-TOF (m/z) 822.6 (M+H"), 844.6 (M+Na"), 860.6 (M+K")

Tabelle 30: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 13 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy’ Hd H&’ He He’ Sonstige
Tyr | - 3.992 | 2.812 | 2.812 | - - 6.838 | 6.838 | 6.608 | 6.608 | -
Ser |8.328 |4.302 |3.592 |3592 |- - - - - - -
Tyr | 8.111 | 4.295 | 2.735 | 2.735 | - - 6.877 | 6.877 | 6.624 | 6.624 | -
Asp | 8161 | 4.453 | 2571 | 2571 | - - - - - - -
Tyr | 7.888 | 4.196 | 2.824 | 2.824 | - - 6.940 | 6.940 | 6.630 | 6.630 | -
Leu | 7.898 |4.033 | 1.372 | 1.372 | 1.372 | - 0.698 | 0.622 | - - CONH,n.d.
Peptid 14 YSYSYL
Molmasse (g/mol) 793.86
Exakte Masse (g/mol) 793.36
Summenformel C39Hs5:N;O4;
AnsatzgréRRe (LM) 30
Synthese AAV 2
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.28
Ausbeute n.d.
MALDI-TOF (m/z) 793.9 (M+H"), 815.9 (M+Na"), 831.9 (M+K?")
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Tabelle 31: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 14 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy | H8 H&’ He He’ Sonstige
Tyr | - 4161 | 2.969 | 2.969 | - - 7.005 | 7.005 6.780 | 6.780 -
Ser | 8.384 | 4.449 | 3.724 | 3.724 | - - - - - - -
Tyr | 8.136 | 4525 | 2.915 | 2.915 | - - 7.088 | 7.088 6.793 | 6.793 -
Ser |8.108 |4.351 |3.726 |3.726 | - - - - - - -
Tyr | 8.059 | 4.507 | 3.001 | 3.001 | - - 7.112 | 7.112 6.811 | 6.811 -
Leu | 7.953 | 4.192 | 1512 | 1512 | 1.512 | - 0.862 | 0.801 - - CONH,n.d.
Peptid 15 FSFSFL
Molmasse (g/mol) 745.86
Exakte Masse (g/mol) 745.38
Summenformel CsoHs5:N;Og
AnsatzgréRRe (LM) 30
Synthese AAV 2
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 4.65

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

5mg (6 pumol, 21 %)

746.3 (M+H")

Tabelle 32: H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 14 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy | HS H&" He | He" | Sonstige
Phe | - 4210 |3.054 |3.054 |- - * * * * HC *
Ser 8.368 4.444 3.715 3.715 - - - - - - -
Phe | 8252 |4562 |2996 |299% |- - * * * * H( *
Ser 8.134 4.508 3.714 3.714 - - - - - - -
Phe | 8155 |4.570 |3.072 |3.072 |- - * * * * H( *
Leu |8.052 |4.222 |1531 |1531 |1531 |- 0.869 | 0.810 | - - CONH;,n.d.
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Peptid 16 NYNYKYRYL
Molmasse (g/mol) 1295.44

Exakte Masse (g/mol) 1294.65
Summenformel Co2HgsN16015
AnsatzgroBe (UM) 50

Synthese AAV 3

HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.21

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

28 mg (21 pumol, 43%)
1296.1 (M+H"), 1318.0 (M+Na")

Tabelle 33: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 16 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO

bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy Hd H&’ He He’ Sonstige
Asn | - 4214 | 2.865 |2.865 | - - 7.074 | 7.024 | - - -
Tyr | 8.604 | 4462 |2822 |2822 |- - 6.942 | 6.942 | 6.714 |6.714 | -
Asn | 8.241 | 4578 | 2.659 | 2564 | - - 6.994 | 6.941 | - - -
Tyr | 7.983 | 4347 | 2892 |2892 | - - 6.994 | 6.994 |6.736 |6.736 | -
Lys | 7990 |4.053 | 1522 | 1522 |1.102 |1.102 | 1522 | 1522 | 2863 | 2.863 | H7.452
Tyr | 7.780 | 4418 | 2904 | 2805 | - - 7.022 | 7.022 | 6.768 | 6.768 | -
Arg | 7.875 | 4.116 | 1590 | 1590 | 1.357 | 1.357 |3.028 | 3.028 | 7.029 | - -
Tyr | 8.078 | 4454 | 2932 |2932 |- - 7.074 | 7.074 | 6.810 | 6.810 | -
Leu | 8.030 |4.170 |1.491 | 1491 | 1491 |- 0.809 | 0.735 | - - :(d)NHZ
Peptid 17 RYYYLK
Molmasse (g/mol) 904.07
Exakte Masse (g/mol) 903.50
Summenformel CusHesN110g
AnsatzgroRe (LM) 50
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 3.25

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

17 mg (19 pmol, 32%)
903.5 (M+H"), 925.4 (M+Na")
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Tabelle 34: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 17 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp Hp’ Hy Hy’ Hé H&” He He’ Sonstige
Arg - 3.920 |1.800 | 1.800 | 1.427 | 1.427 |3.101 |3.101 |6.998 | - -
Tyr 8.576 | 4558 |2.832 |2832 |- - 7.027 | 7.027 | 6.759 | 6.759 | -
Tyr 8.101 | 4.449 | 2.796 | 2.796 | - - 7.031 |7.031 |6.774 | 6.774 | -
Tyr 7.938 |4.440 | 2912 | 2912 | - - 7.078 | 7.078 | 6.789 | 6.789 | -
Leu 7.965 |4.248 | 1511 | 1511 | 1511 |- 0.889 | 0.837 | - - -
Lys 8.083 |4.177 | 1715 | 1715 | 1402 |1.402 | 1.715 | 1715 | 2969 | 2.969 | HC 7.500
Peptid 18 NIDATS
Molmasse (g/mol) 618.64
Exakte Masse (g/mol) 618.30
Summenformel C,4H4oNgO1
AnsatzgroRe (LM) 400
Synthese AAV 3
HPLC Methode 2
Retentionszeit (CV) 2.32

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

75 mg (121 pmol, 30%)

618.7 (M+H"), 640.7 (M+Na"), 656.7 (M+K")

Tabelle 35: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 18 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy Hd H&" He | He’ Sonstige
Asn | - | 4197 | 2802 | 2802 | - — | 7480 | 6904 | - | - -
lle | 8505 | 4036 | 1.608 | - | 1.282 | 1.282 | 0.732 | - - Hy” 1.018
Asp | 8510 | 4539 | 2710 | 2710 | - - - - N -
Ala | 8242 | 4204 | 1.250 | - - - - - N :
Thr | 8.058 | 4180 | 4189 | - | 1.044 | - - . - :
Ser | 8107 | 4261 | 3712 | 3712 | - - - ; . 7.5%%?7%% .
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Peptid 19 FERDIS
Molmasse (g/mol) 764.83
Exakte Masse (g/mol) 764.38
Summenformel CasHs2N10011
AnsatzgroBe (UM) 20

Synthese AAV 3
HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 2.46

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

4 mg (5.2 umol, 26%)
763.1(M+H"), 784.9 (M+Na"),

Tabelle 36: *H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 19 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO

bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy Hd H&" He He’ Sonstige

Phe | - 4255 |3.194 |3.194 | - - 7.355 | 7.355 | 7.227 | 7.227 | -

Glu | 8528 |4.376 | 1956 | 1.956 | 2.397 |2.397 | - - - - -

Arg | 8.428 | 4.245 | 1.742 | 1.742 | 1.679 | 1.679 | 3.202 | 3.202 | 7.175 | - -

Asp | 8553 | 4.719 | 2.863 | 2.863 | - - - - - - -

lle 8.170 | 4.215 | 1.902 | - 1418 | 1.418 | 0.883 | - - - Hy” 1.157

Ser | 8.236 |4.410 |3.844 |3.844 | - - - - - - CONF,
7.488/7.109

Peptid 20 MNNKSQ

Molmasse (g/mol) 719.81

Exakte Masse (g/mol) 719.34

Summenformel Cy7H49N11040S

AnsatzgréRRe (LM) 25

Synthese AAV 1

HPLC Methode 2

Retentionszeit (CV) 1.43

Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

6 mg (8 pmol, 32%)
719.5 (M+H"), 741.5 (M+Na"), 757.4 (M+K")
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Tabelle 37: H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 20 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp Hp’ Hy Hy Hd H&’ He He’ Sonstige
Met | - 3.969 | 2.001 | 2.001 | 2.423 | 2423 | - - 1.938 | - -
Asn | 8.818 | 4594 | 2.703 | 2.609 | - - 7.534 | 6.853 | - - -
Asn | 8482 | 4514 | 2.644 | 2.644 | - - 7.507 | 6.807 | - - -
Lys | 8.284 | 4.145 | 1.645 | 1.645 | 1.273 | 1.273 | 1.522 | 1.522 | 2.825 | 2.825 | H{ 7.394
Ser | 8255 |4.241 | 3.711 | 3.711 | - - - - - - -
Gln | 8.280 | 4.145 | 1.985 | 1.813 | 2.204 | 2.204 | 7.436 | 6.749 | - - CONF.

7.467/7.049

Peptid 21 MNN(GIcNAC)KSQ

Molmasse (g/mol)
Exakte Masse (g/mol)
Summenformel
AnsatzgréRRe (LM)
Synthese

HPLC

Retentionszeit (CV)
Ausbeute
MALDI-TOF (m/z)

923.00

922.42

C35H62NlZC)15S

50

AAV 1 und nach 7.3.2

Methode 1

1.23

14 mg (15 pumol, 30%)

922.3 (M+H"), 944.2 (M+Na"), 960.2 (M+K")

Tabelle 38: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 21 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy’ Hd H&" He He’ Sonstige
Met - 3.972 | 2.009 | 2.009 | 2.434 | 2.434 - - 1.941 - -
Asn | 8.808 | 4.565 | 2.658 | 2.658 - - 7.528 6.854 - - -
Asn | 8518 | 4.530 | 2.657 | 2.657 - - - - - - -
Lys | 8.240 | 4.134 | 1.578 | 1.578 | 1.271 | 1.271 1.578 1.578 2.839 2.839 HC 7.393
Ser | 8.239 | 4.238 | 3.715 | 3.715 - - - - - - -
Gin | 8.248 | 4.147 | 1.811 | 1.811 | 2.198 | 2.198 7.413 6.751 - - CONF.

7.452/7.045
NH NHACc 1 2 3 4 5 6a,b Ac

GlcNAC 8.554 | 8.070 4890 |3.636 |3.371 |3.371 |3.636 | 3.636/3.371 | 1.842
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Peptid 22 IINNST

Molmasse (g/mol) 659.73

Exakte Masse (g/mol) 659.36
Summenformel C7H49NgO1g
AnsatzgroBe (UM) 25

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1
Retentionszeit (CV) 1.97

Ausbeute 15 mg (22 pmol, 88%)
MALDI-TOF (m/z) 660.2 (M+H")

Tabelle 39: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 22 in H,0/D,0O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy Hd H& He | He” | Sonstige

lle - 3.741 | 1819 |- 1.349 | 1.349 |0.830 |- - - Hy"1.072
lle 8.428 | 4.075 | 1.688 | - 1.367 | 1.367 | 0.753 | - - - Hy"1.045
Asn | 8586 | 4.592 | 2660 |2.660 | - - 7520 |6.813 |- - -
Asn | 8.464 | 4.621 | 2681 | 2681 |- - 7520 | 6.790 | - - -

Ser |8302 |4372 |3.781 |3.781 |- - - - - - -

Thr | 8.068 | 4.198 | 4.198 | - 1.076 | - - - - - CONF,
7.451/7.096

Peptid 23 IIN(GICNAC)NST

Molmasse (g/mol) 862.92

Exakte Masse (g/mol) 862.44

Summenformel C3sHgoN1gO015

AnsatzgréRRe (LM) 50

Synthese AAYV 1 und nach 7.3.2

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 1.62

Ausbeute 26 mg (30 pmol, 60%)

MALDI-TOF (m/z) 862.4 (M+H"), 884.4 (M+Na"), 900.3 (M+K")
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Tabelle 40: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 22 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp Hp’ Hy Hy Hd H&’ He | He" | Sonstige

lle - 3.707 | 1.785 | - 1.305 | 1305 |0.801 |- - - Hy" 1.045
lle 8.413 | 3999 | 1646 |- 1324 | 1324 |0.712 |- - - Hy"1.016
Asn | 8.606 | 4.565 | 2727 | 2558 |- - - - - - -
Asn | 8.407 | 4.586 | 2.648 | 2.648 | - - 7.495 | 6.754 | - - -

Ser | 8270 |4.328 |3.748 |3.748 | - - - - - - -

Thr | 8.048 | 4.149 | 4149 |- 1.038 | - - - - - CONM,
7.32/7.077

NH NHACc 1 2 3 4 5 6a,b Ac

GlcNAc 8.553 | 8.090 4870 | 3.639 |3.348 | 3.348 | 3.639 | 3.639/3.348 | 1.842

Peptid 24 GINITN

Molmasse (g/mol) 629.71

Exakte Masse (g/mol) 629.35

Summenformel C26Ha7N9Og

AnsatzgroRe (LM) 25

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 2.81

Ausbeute 12 mg (18 pumol, 72%)

MALDI-TOF (m/z) 630.2 (M+H")

Tabelle 41: 'H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 24 in H,O/D,0 (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha Hp Hp’ Hy Hy Hd H&’ He | He" | Sonstige

Gly |- 3729 |- - - - - - - |- -

lle 8.378 | 4.088 | 1.705 | - 1.310 | 1310 |0.769 | - - - Hy "1.042
Asn | 8546 | 4636 | 2636 |2636 |- - 7505 |6.815 |- - -

lle 8.228 | 4122 | 1.773 | - 1.324 | 1.324 | 0.767 | - - - Hy"1.060
Thr | 8.207 | 4.209 | 4.209 | - 1.057 | - - - - - -

Asn | 8.346 | 4563 | 2.662 | 2.662 | - - 7513 |6.802 | - - CONM:

7.432/7.065
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Peptid 25 GIN(GICNAC)ITN

Molmasse (g/mol) 832.90

Exakte Masse (g/mol) 832.43

Summenformel C34HgoN10014

AnsatzgroBe (UM) 50

Synthese AAV 1 und nach 7.3.2

HPLC Methode 1

Retentionszeit (CV) 2.35

Ausbeute 4 mg (5 umol, 10%)

MALDI-TOF (m/z) 832.6 (M+H"), 854.6 (M+Na"), 870.5 (M+K")

Tabelle 42: H-chemische Verschiebung in [ppm] von Peptid 25 in H,O/D,O (9:1), pH 3. Das
Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 300 K aufgenommen und auf HDO
bei 4.745 ppm kalibriert.

NH Ha HpB HB’ Hy Hy H& H&’ He | He" | Sonstige

Gly |- 3.688 | - - - - - - - - -

lle 8.351 | 4.018 | 1.657 | - 1.288 | 1.288 | 0.723 - - - Hy""0.999
Asn | 8554 | 4599 | 2660 | 2562 |- - - - - - -

lle 8.119 | 4.077 | 1.655 | - 1.290 | 1.290 | 0.723 - - - Hy™" 1.005
Thr | 8.163 | 4.165 | 4.130 | - 1.027 | - - - - - -

Asn | 8302 | 4516 | 2620 | 2620 |- - 7.494 6.770 - - CONF,

7.397/7.040
NH NHACc 1 2 3 4 5 6a,b Ac

GlIcNAc 8.531 | 8.079 4860 | 3.648 |3.355 | 3.355 |3.648 | 3.648/3.355 | 1.842

7.4 SPR-Experimente

Alle SPR-Messungen wurden an einem Biacore T100 Gerat (GE Healthcare) durchgefihrt
und erfolgten unter Verwendung eines CMS5-Chips der Firma GE Healthcare. Alle
thermodynamischen Auswertungen nach dem one-site-binding-Modell erfolgten mit der

Software Origin Pro 7.5.

7.4.1 Immobilisierung nach der Standard-Amid-Methode

Fur die SPR-Messungen wird immer einen Flusszellepaar (Fc1/2 oder Fc3/4) bestehend aus
Messzelle (Fc2 + Fc4) und Referenzzelle (Fcl + Fc3) verwendet. Zundchst wurden beide

Flusszellen mit einer Flussrate von 10 pL/min ftr 900 s mit einer frisch angesetzten Losung
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aus 0.05 M NHS und 0.2 M EDC (1:1) aktiviert. Dabei betrug die RU-Differenz auf beiden
Flusszellen etwa 300 RU. AnschlieBend wurde nur die Messzelle angesteuert und das zu
immobilisierende Protein mit einer Flussrate von 5-10 pL/min Uber die Zelle geleitet. Fir die
Immobilisierung wurde das jeweilige Protein mit einem Acetat-Puffer (pH 4.0 - 4.5) versetzt.
Nach der Immobilisierung wurden die freien Carboxylfunktionen auf beide Flusszellen bei
einer Flussrate von 10 pL/min fur 900 s mit einer 1M Ethanolamin-Ldsung blockiert.

7.4.2 SPR-Messungen mit dem rhACE2-Protein
Fur die SPR-Messungen mit dem rhACE2 der Firma R&D Systems wurden zwei CM5-Chips

verwendet. Die Immobilisierungen fanden jeweils in PBS (pH 7.2) statt. Auf dem einen SPR-
Chip wurde auf der Messzelle wie in 7.4.1 beschrieben 31 fmol (ARU= 3975) und auf dem
anderen SPR-Chip wurden 108 fmol (ARU = 12914) immobilisiert. Dafur wurden jeweils
10uL (10 pg) des rhACE2 zundchst nach der in 7.6.1 beschriebenen Methode
(MWCO =7 kDa) in den PBS gebracht und dann im Verhdltnis 1:4 mit Acetat-Puffer
(pH 4.0) verdunnt. Die Immobilisierung erfolgte bei einer Flussrate von 5 puL/min.

Als Laufpuffer fir die Messungen wurde ein Zink(l1)-haltiger TBS verwendet. Es wurden
verschiedene Konzentrationen der zu vermessenden Substanzen in TBS bei einer Flussrate
von 30 puL/min dber den Chip geleitet. Die Injektion erfolgte jeweils fur 20 s und die
Dissoziationszeit betrug 600 s. AnschlieRend wurde jeweils fur 120 s mit dem Laufpuffer
regeneriert. Die Konzentrationen der vermessenden Substanzen sind in Tabelle 43

zusammengefasst.

Tabelle 43: SPR-Messungen mit 31 fmol bzw. 108 fmol des ACE2-Rezeptors. Die Injektionszeit

betrug 20 s.

Peptid SPR-Chip [fmol] Konzentration [uM]

1 31 05,1,2,4,8,16, 32,64
2 31 05,1,2,4,8,16, 32, 64
3 31 05,1,2,4,8,16, 32,64
4 31 05,1,2,4,8,16, 32,64
5 31 05,1,2,4,8,16, 32

6 31 05,1,2,4,8,16, 32,64
7 31 05,1,2,4,8,16, 32,64
1 (2. Messung) 108 05,1,2,4,8,16,32, 64
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Peptid SPR-Chip [fmol] Konzentration [pUM]

8 108 1,2,4,8,16,32,64

9 108 1,2,4,8,16,32,64

10 108 05,1,2,4,8,16,32, 64

11 108 05,1,2,4,8,16,32,64

12 31 1,2,4,8,16,32,64

13 31 1,2,4,8,16,32,64

14 108 1,2,4,8,16,32,64

15 108 1,2,4,8,16,32,64

16 108 1,2,4,8,16,32,64

17 31 0.5,1,2,4,8,16, 32,64

18 108 1,2,4,8,16,32,64

19 108 1,2,4,8,16,32,64

S-Fusionsprotein a1 0.0459, 0.0918, 0.18359, 0.36719, 0.73438, 1.46875,
2.9375, 5.875, 11.75

7.4.3 SPR-Messungen mit dem S-Fusionsprotein

Als Negativkontrolle wurden zunéchst 52 fmol (ARU = 1360) GST-Protein der Firma Gen
Script nach 7.4.1 auf der Messzelle eines CM5-Chips immobilisiert. Dazu wurden 10 pL
(10 pg) des GST in PBS mit Acetatpuffer (Verdiinnung:1:10, pH 4.0) versetzt und flr
120 min Uber die Messzelle (Fc2) geleitet.

Die Immobilisierung des S-Fusionsproteins erfolgte Uber die antibody-based-capture-
Methode. Dazu wurden zunéchst 430 pg eines Anti-GST-Antikorper der Firma Sigma mittels
7.6.1 in einen PBS (pH 7.4) gebracht und anschlieend 30 pL (256 pg) des Antikorpers in
PBS im Verhéltnis 1:2 mit Acetat-Puffer (pH 4.5) versetzt. Als Immobilisierungspuffer diente
PBS. Es wurden 17000 RU des Antikorpers auf beiden Flusszellen (Fc3/4) nach 7.4.1 mit

einer Flussrate von 5 pL/min immobilisiert.

Es wurde auf den Zink(I1)-haltigen TBS als Laufpuffer gewechselt. Es wurden 23 uL (27 pg)
des S-Fusionsproteins nach 7.6.1 in den Laufpuffer gebracht und das Volumen auf 150 pL
eingestellt. AnschlieRend wurde das S-Fusionsprotein fur 20 min mit einer Flussrate von

5 uL/min Uber die Messzelle (Fc4) des Chips geleitet. Dadurch wurden 38 fmol
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(ARU =1300) S-Fusionsprotein immobilisiert. Auf der Referenzzelle (Fc3) wurden unter

denselben Bedingungen 15 fmol (ARU = 400) GST gebracht.

Die Messungen mit Peptid 1 erfolgten bei einer Flussrate von 30 pL/min mit
Konzentrationsreinen des Peptids in TBS. Die Injektion betrug 60 s und die Dissoziation
600 s. AnschlieBend wurde fur 120 s mit dem Laufpuffer regeneriert. Die Konzentration von
Peptid 1 sind in Tabelle 45 aufgefihrt.

Tabelle 44: SPR-Messungen mit Peptid 1 mit 52 fmol GST bzw. 38 fmol S-Fusionsprotein. Die
Injektionszeit betrug 60 s.

Peptid immo. Protein Konzentration [uM]
1 GST 1,2,4,8,16, 32, 64, 128, 256, 512
1 S-Fusionsprotein 1,2,4,8,16, 32, 64, 128, 256

7.4.4 SPR-Messungen mit der CRD des L-SIGN

Die Immobilisierung der CRD des L-SIGN erfolgte zunéchst nach der in 7.4.1 beschriebenen
Durchfiihrung. Zunachst wurde die CRD nach 7.6.2 in einen Calcium(ll)-haltigen BisTris-
Puffer gebracht und zusétzlich die Konzentration erhoht, so dass sie 72 pg/mL betrug. Zur
Immobilisierung wurden 50 pL (3.6 pg) der CRD im Verhéltnis 1:3 mit Acetatpuffer (pH 4.0)
versetzt. Es wurden 6.3 fmol (ARU = 100) der CRD mit einer Flussrate von 5 pL/min auf der

Messzelle des Chips immobilisiert.

Die Injektion der zu vermessenden Substanzen erfolgte fur 120 s bei einer Flussrate von
30 pL/min. AnschlieBend fand eine Dissoziationsphase von 600 s statt. Auf eine Regeneration
der Chipoberflache wurde verzichtet. Die Konzentrationen der vermessenden Substanzen in
TBS sind in Tabelle 45 zusammengefasst.

Tabelle 45: SPR-Messungen mit 6.3 fmol CRD bei einer Injektionszeit von 120 s.

Substanz Konzentration [mMM]

a-MeMan 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 4, 5, 10, 20, 40

GlcNAC 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 4,5, 10, 40

Man5 7.8125.10°%, 78.125:10°%, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5

Peptid 24 9.765-10°, 19.53.10°, 39.0625-10°, 78.125.10,0.15625 ,0.25 ,0.3125, 0.635
Peptid 25 9.765-10°, 19.53-10°%, 39.0625-10°, 78.125-10°,0.15625 ,0.25 ,0.3125, 0.635, 1.25
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Fur eine Immobilisierung der CRD nach der antibody-based-capture-Methode wurde
zundchst ein  Anti-FLAG-M2-Antikorper auf der Dextranmatrix eines SPR-Chips
immobilisiert. Es wurden 30 pL (30 pg) des Antikdrpers nach 7.6.1 in einen BisTris-Puffer
(pH 7.2) gebracht. AnschlieRend wurde die Lésung mit 90 pL Acetatpuffer (pH 4.5) versetzt.
Die Immobilisierung erfolgte mit einer Flussrate von 10 pL/min. Dadurch wurden 38 300 RU

auf beiden Messzellen immobilisiert.

Es wurde auf einen Calcium(ll)-haltigen TBS (pH 8.0) als Laufpuffer gewechselt. Zur
Immobilisierung der CRD auf der Messzelle wurde die CRD im Original-TBS mit einer
Flussrate von 5 puL/min fir 1200 s Gber die Messzelle geleitet. Dadurch gelang es 14.4 fmol
(ARU = 230) zu immobilisieren.

Es wurde eine Konzentrationsreihe von a-MeMan in TBS uber den Chip geleitet. Die
Injektionszeit betrug dabei 60 s und die Dissoziationszeit 600 s. Auf eine Regenerierung

wurde verzichtet. Die Konzentrationen des a-MeMan sind in Tabelle 46 aufgefuhrt.

Tabelle 46: SPR-Messungen mit a-MeMan mit 14.4 fmol der CRD Uber die antibody-based-capture-
Methode. Die Injektionszeit betrug 60 s.

Substanz Konzentration [mM]

a-MeMan 0.125,0.25,0.5,1,2,4,8, 16

Fur eine Immobilisierung der CRD (ber die doppelte antibody-based-capture-Methode
wurden 2.8 pL (2.8 ug) eines Anti-Maus-1gG (Capra hircus, goat) der Firma Sigma Aldrich
in PBS (pH 7.4) im Verhéltnis 1:10 mit Acetatpuffer (pH 4.5) versetzt und mit einer Flussrate
von 5 pL/min Uber beide Flusszellen geleitet. Dadurch wurden jeweils 6000 RU des
Antikdrpers immobilisiert. Anschliefend wurde der Anti-FLAG-M2-Antikdrper in PBS
(c =1 mg/mL) lber den Chips geleitet. Dadurch stieg die RU-Antwort auf der Messzelle um
320 RU und die RU-Antwort auf der Referenzzelle um 370 RU. Fir die Immobilisierung der
CRD auf der Messzelle wurde auf den Calcium(Il)-haltigen TBS gewechselt und die CRD im
Original-TBS mit einer Flussrate von 5 pL/min injiziert. Es konnte kein Anstieg der

RU-Antwort auf der Messzelle beobachtet werden.

7.5 STD-NMR-Experimente

Alle STD-NMR-Experimente wurden an einem Bruker Avance 700 Spektrometer mit einem
Cryoprobenkopf durchgefuhrt. Die Aufnahmebedingungen wurden analog zu denen in der

AAYV 12 beschriebenen gewahlt.
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7.5.1 STD-NMR mit ACE2 und Peptid 1

Die STD-NMR-Titration des Peptids 1 gegen rhACE2 der Firma R&D Systems wurden in
einem 3mm Shigemi®-NMR-Réhrchen mit einem Probenvolumen von 100 pL durchgefiihrt.
Dazu wurden 10 pL (10 pg, 0.83 uM) rhACE2 mittels der in 7.6.1 beschriebenen
Durchfiihrung in einen Zink(Il)-haltigen dTBS gebracht und verschiedene Konzentrationen
von Peptid 1 in der Proteinlésung eingestellt. Zur Einstellung der Peptidkonzentration wurde
eine 3 mM Lo6sung von Peptid 1 in dTBS verwendet. Die Bedingungen fiir die STD-NMR-
Experimente sind in Tabelle 47 und die Konzentrationen von Peptid 1 in Tabelle 48
zusammengefasst. Die Bestimmung der STD% erfolgte tber die Integrale in den jeweiligen

Spektren.

Tabelle 47: Bedingungen flr die STD-NMR-Experimente von ACE2 und Peptid 1

Pulsprogramm stddiffesgp2d.th™
Wasserunterdriickung excitation sculpting
Temperatur 300 K
on-resonance -0.5 ppm
off-resonance 40 ppm
Sattigungszeit 4s

Tabelle 48: Konzentration und Uberschuss von Peptid 1 in einer 0.83 pM Losung von ACE2. Der
Uberschuss des Peptids bezieht sich auf das ACE2-Protein.

Konzentration [uM] 14.9 29.7 44.3 58.8 1154 222.2

Uberschuss 18 36 54 72 144 288

Zur Bestimmung von Artefakten wurde eine 222 pyM LOsung von Peptid 1 in
Zink(11)-haltigen dTBS analog zu den Bedingungen aus Tabelle 47 vermessen. Die absoluten

STD-Prozente fiir diese Messung sind in Tabelle 49 aufgefihrt.
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Tabelle 49: Absolute STD-Artefakt-Prozente fiir eine 222 uM-L6sung von Peptid 1 in dTBS. Diese
Peptidkonzentration entspricht in der STD-Titration einem 288-fachen Ligandiberschuss.

6 [ppm] Aminosaure abs. STD [%0]
7.076 Y442-Holo' 2.62
7.012 Y440- Hols' 3.12
6.948 Y438- Hols' 2.21
6.761 Y442-Hele' 5.24
6.733 Y440- Hele' 3.49
6.712 Y438- Hele' 2.27
4.430 Y442-Ha 2.85
4.384 Y440-Ha 2.38
4.145 L443-Ha 3.54

K439-Ha
4.082 331
R441-Ha
3.026 R441- Hols' 2.26
K439-Hele'
2.833 2.62
Y (all)-Hp/p'
L443-Ho
0.804 3.28
R441-HBIp'
0.725 L443-Ho' 3.81

144



EXPERIMENTELLER TEIL

In Tabelle 50 sind alle absoluten STD-Prozente der Titration von Peptid 1 gegen ACE2
zusammengefasst. Alle STD-Prozente wurden durch die Artefakte aus Tabelle 49 korrigiert.

Tabelle 50: Zusammenfassung der STD% flr die Titration verschiedener Konzentrationen von
Peptid 1 in eine 0.83 uM Losung von ACE2. Der Uberschuss von Peptid 1 bezieht sich auf das
ACE2. Alle Werte wurden um die Artefakte aus Tabelle 49 korrigiert.

Uberschuss 18 36 54 72 144 288
6 [ppm] | Aminosdure
7.076 | Y442-Holo' 14.04 5.39 5.05 422 2.93 1.97
7.011 | Y440-Hdolo' 9.47 5.75 2.69 2.86 2.02 1.42
6.948 | Y438-Holo' 6.09 3.35 3.56 3.45 2.62 1.96
6.761 | Y442-Hele' 9.11 6.64 3.42 3.35 2.57 1.70
6.733 | Y440-Hele' 8.40 8.55 5.86 5.09 4.05 2.81
6.713 | Y438-Hele' 11.04 8.55 5.19 5.23 3.46 3.26
4.430 Y442-Ha 21.05 6.24 -16.52 0.58 3.62 5.46
4.385 Y440-Ha 2.97 1.52 -2.24 1.00 1.82 3.63
4,145 L443-Ha 4.93 2.31 0.86 0.71 1.85 1.53
K439-Ha
4.082 3.98 2.68 0.62 1.92 1.35 1.29
R441-Ha
3.026 R441-Hd/6' 461 6.31 -0.55 1.46 0.70 0.47
K439-Hele'
2.833 4.97 3.96 -0.16 1.87 0.56 0.61
Y (all)-Hp/p
L443-Ho
0.804 1.68 2.87 1.95 1.58 0.59 0.57
R441-HpIp'
0.725 L443-H¢' 4.84 4.44 2.37 1.83 0.92 0.62
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Zur Bestimmung der thermodynamischen Dissoziationskonstante Kp wurde nach

Gleichung 2-3 der STD-Amplifikationsfaktor fir die jeweiligen Protonen aufgestellt.

Tabelle 51: Zusammenfassung der STD-Amplifikationsfaktoren fur die Titration verschiedener
Konzentrationen Peptid von 1 in eine 0.83 uM Losung von ACE2. Der Uberschuss von Peptid 1
bezieht sich auf das ACE2.

Uberschuss 18 36 54 72 144 288
& [ppm] Aminosaure
7.076 Y442-Hs/6' 2.53 1.94 2.73 3.04 4.22 5.67
7.011 Y440-Hds/6' 1.70 2.07 1.45 2.06 2.91 4.08
6.948 Y438-Hds/6' 1.10 1.21 1.92 2.49 3.77 5.64
6.761 Y442-Hele' 1.64 2.39 1.85 2.41 3.70 4,90
6.733 Y440-Hele' 1.51 3.08 3.16 3.66 5.84 8.09
6.713 Y438-Hele' 1.99 3.08 2.80 3.76 4,99 9.39
4.430 Y442-Ha 3.79 2.25 -8.92 0.42 5.22 15.73
4.385 Y440-Ha 0.53 0.55 -1.21 0.72 2.62 10.46
4.145 L443-Ha 0.89 0.83 0.46 0.51 2.66 4.42
K439-Ha
4.082 0.72 0.97 0.34 1.38 1.95 3.73
R441-Ha
3.026 R441-Hés/6' 0.83 2.27 -0.30 1.05 1.00 1.34
K439-Hele'
2.833 0.89 1.43 -0.09 1.35 0.81 1.75
Y (all)-Hplp'
L443-Ho
0.804 0.30 1.03 1.05 1.14 0.85 1.65
R441-HpIB'
0.725 L443-Hé' 0.87 1.60 1.28 1.32 1.32 1.78

Fur die aromatischen Protonen der Tyrosine und die Ho/é ’-Protonen des L443 wurden die
jeweiligen STD-Amplifikationsfaktor gegen die Ligandkonzentration aufgetragen. Um den
Kp-Wert zu erhalten, wurden mit der Software Origin 7.5 das one-site-binding-Modell an die
Datenpunkte angepasst. Die Kp-Werte sind in Tabelle 52 zusammengefasst.
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Tabelle 52: Thermodynamische Dissoziationskonstanten Ky fur die Bindung einzelnen Protonen
des Peptids 1 an den ACE2-Rezeptor. Der Chi?-Wert und der R*Wert geben die Qualitat der
jeweiligen Analyse nach dem one-site-binding-Modell an.

3[ppm] Protonen Kp [uM] Chi? R?
7.076 Y442-Holo' 60 £ 25 0.35 0.90
7.012 Y440-Holo' 57 £ 29 0.28 0.85
6.948 Y438-Holo' 199 + 36 0.035 0.99
6.761 Y442-He/e' 7128 0.23 0.92
6.733 Y440-He/e' 119+ 23 0.13 0.98
6.712 Y438-He/e' 222 £114 0.63 0.93
0.804 L443-Ho 30£21 0.07 0.80
0.725 L443-Ho’ 106 0.05 0.89

7.5.2 STD-NMR-Experimente von Peptid 1 mit dem S-Fusionsprotein
Die NMR-Experimente mit Peptid 1 und dem S-Fusionsprotein der Firma BioMarket Ltd

wurden in einem 3mm-match-Réhrchen mit einem Probenvolumen von 180 uL durchgefihrt.
Es wurden 50 pL (60 pg) des S-Fusionsproteins mittels der in 7.6.1 beschriebenen
Durchfuhrung in den Zink(Il)-haltigen dTBS gebracht. AnschlieBend wurde eine 0.31 pM
Proteinlésung in dTBS in das NMR-Réhrchen gegeben. Die Parameter der STD-NMR-
Experimente der folgenden Messungen sind in Tabelle 53 zusammengefasst. Die Bestimmung

der STD% erfolgte Uber die Integrale in den jeweiligen Spektren.

Tabelle 53: Parameter fur die STD-NMR Experimente von Peptid 1 mit dem GST-tag und fur die
Experimente von Peptid 1 und dem S-Fusionsprotein

Pulsprogramm stddiffesgp2d.th™
Wasserunterdriickung excitation sculpting
Temperatur 300 K
on-resonance -0.5 ppm
off-resonance 40 ppm
Séttigungszeit 4s

Um das Bindungsereignis zwischen dem S-Fusionsprotein und dem Peptid 1 zu untersuchen,
wurden verschiedene Konzentrationen von Peptid 1 in der Proteinlosung eingestellt
(Tabelle 54).

147



EXPERIMENTELLER TEIL

Tabelle 54: Konzentration und Uberschuss von Peptid 1 in einer 0.31 uM Losung des
S-Fusionsproteins. Der Uberschuss des Peptids bezieht sich auf das Protein.

Konzentration [uM] 16.6 33.0 49.2 65.2 127.7 244.9

Uberschuss 55 109 164 218 437 874

Um die Messdaten durch Artefakte zu korrigieren, wurde zunéchst eine Artefaktmessung mit
einer 65 UM Lésung (entspricht dem Titrationspunkt mit einem 218-fachen Uberschuss) von
Peptid 1 in dTBS durchgefiihrt. Die daraus resultierenden absoluten STD% sind in Tabelle 55
dargestellt.

Tabelle 55: Absolute STD% der Artefaktmessung einer 65 uM Ldsung von Peptid 1

6 [ppm] Aminosaure abs. STD [%0]
7.091 Y442-Ho/o' 1.51
7.023 Y440-Ho/o' 1.34
6.960 Y438-Ho/0' 1.29
6.773 Y442-Hele' 1.99
6.751 Y440-Hele' 1.95
6.732 Y438-Hele' 2.24
4.448 Tyr442-Ha 221
4.402 Tyr440-Ho 2.00
4.161 Leud43-Ha 1.81

K439-Ha
4.100 1.68
R441-Ha
3.046 R441-Ho/o' 1.32
2.940 Y442-HBIp 1.64
2.860 K439-Hele' 1.28
2.778 Y (all)-Hp/p' 1.35
0.824 L443-Ho 2.08
0.745 L443-Ho' 2.35

Alle nachfolgenden Experimente wurden durch die Artefakt-Prozente korrigiert. Die
absoluten STD% fir die STD-Titration von Peptid 1 in eine 0.31 puM LoOsung des

S-Fusionsproteins sind in Tabelle 56 zusammengefasst.
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Tabelle 56: Zusammenfassung der STD% fiir die Titration verschiedener Konzentrationen von
Peptid 1 in eine 0.31 uM Loésung des S-Fusionsproteins. Der Uberschuss von Peptid 1 bezieht sich
auf das Protein. Alle Werte wurden um die Artefakte aus Tabelle 55korrigiert.

Uberschuss 55 109 164 218 437 874
6 [ppm] Aminosaure
7.091 Y442-Ho/o' 48.22 52.27 53.68 51.91 38.87 23.11
7.026 Y440-Ho/o' 51.28 52.75 54.47 52.06 39.89 23.51
6.966 Y438-Ho/o' 45.55 51.90 54.18 52.65 38.77 22.32
6.776 Y442-Hele' 50.64 52.47 54.63 52.45 41.07 25.52
6.754 Y440-Hele' 50.90 52.95 55.79 53.46 41.49 25.49
6.734 Y438-Hele' 48.83 54.09 55.98 53.88 41.15 25.47
4.452 Tyrd42-Ha 40.03 46.33 46.35 41.79 32.59 19.28
4.403 Tyr440-Ha 23.53 29.65 37.52 32.52 30.10 19.29
4,161 Leud43-Ha 36.47 41.14 44.66 42.57 32.79 19.86
K439-Ha
4,100 34.78 40.46 45.32 43.24 31.28 17.99
R441-Ha
3.046 R441-Ho/5' 27.75 35.01 37.97 34.19 24.72 12.05
2.940 Y442-HBIp 23.63 30.77 35.27 33.96 27.21 14.02
2.860 K439-Hele’ 32.25 37.46 40.31 37.73 26.84 13.91
2.778 Y (all)-Hplp' 26.87 32.58 38.96 36.35 27.07 13.82
0.822 L443-Ho 33.11 36.35 42.45 40.05 29.76 14.63
0.748 L443-H¢' 52.68 53.19 51.39 45.83 31.10 15.41
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Aus den absoluten STD% l&asst sich nach Gleichung 2-3 der STD-Amplifikationsfaktor
berechnen. In Tabelle 57 sind die jeweiligen STD-Amplifikationsfaktoren fur die STD-

Titration von Peptid 1 und dem S-Fusionsprotein zusammengefasst.

Tabelle 57: Zusammenfassung der STD-Amplifikationsfaktoren fir die Titration verschiedener
Konzentrationen von 1 in eine 0.31 uM Lésung des S-Fusionsproteins. Der Uberschuss von Peptid 1
bezieht sich auf das Protein.

Uberschuss 55 109 164 218 437 874
6 [ppm] Aminosaure
7.091 Y442-Ho/o' 26.33 57.08 87.93 113.37 169.79 201.92
7.026 Y440-Ho/o' 28.00 57.60 89.22 113.71 174.26 205.35
6.967 Y438-Ho/o' 24.87 56.67 88.75 114.98 169.34 195.03
6.776 Y442-Hele' 27.65 57.29 89.48 114.55 179.41 222.91
6.754 Y440-Hele'! 27.79 57.82 91.38 116.75 181.21 222.72
6.734 Y438-Hele' 26.66 59.07 91.69 117.67 179.75 222.52
4.452 Tyrd442-Ha 21.86 50.59 75.92 91.27 142.37 168.43
4.403 Tyr440-Ha 12.85 32.37 61.45 71.03 131.46 168.50
4.161 Leud43-Ha 19.91 44.92 73.16 92.97 143.22 173.51
K439-Ha
4.100 18.99 44.18 74.24 94.43 136.63 157.14
R441-Ho
3.046 R441-Ho/6' 15.15 38.23 62.20 74.66 107.97 105.26
2.940 YA442-Hplp 12.90 33.60 57.77 74.18 118.87 122.52
2.860 K439-Hele' 17.61 40.90 66.02 82.41 117.22 121.53
2.778 Y (alh)-Hpilp 14.67 35.58 63.81 79.38 118.25 120.71
0.822 L443-Ho 18.08 39.69 69.53 87.47 130.00 127.82
0.748 L443-Ho' 28.77 58.08 84.17 100.10 135.86 134.66
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Das Auftragen der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Ligandkonzentration und
anschlieBende Analyse nach dem one-site-binding-Modell mit der Software Origin 7.5 ergibt
die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp. In Tabelle 58 sind die Kp-Werte fur die

aromatischen Protonen der drei Tyrosine von Peptid 1 aufgefihrt.

Tabelle 58: Kp-Werte der einzelnen aromatischen Protonen fiir die Bindung von Peptid 1 an das
S-Fusionsprotein. Der Chi?-Wert und der R%-Wert geben die Qualitat der jeweiligen Analyse nach
dem one-site-binding-Modell an.

3[ppm] Protonen Kp [uM] Chi? R?
7.076 Y442-Hdlo' 126 £ 23 74 0.99
7.012 Y440-Holo' 128 + 23 78 0.99
6.948 Y438-Holo' 116 £ 25 105 0.98
6.761 Y442-Hele' 154 + 24 61 0.99
6.733 Y440-Hele' 148 + 25 70 0.99
6.712 Y438-He/e' 146 + 24 66 0.99

7.5.3 STD-NMR-Experimente mit Peptid 1 und dem GST-tag
Die STD-NMR-Experimente mit Peptid 1 und dem GST-tag der Firma Gen Script wurden

ebenfalls in einem 3mm-match-Réhrchen mit einem Probenvolumen von 180 pL
durchgefuhrt. Sie dienen als Negativkontrolle zu der in 7.5.2 beschriebenen STD-Titration.
Daher wurden die Parameter der Experimente analog zu Tabelle 53 gesetzt. Es wurden
160 uL (160 ug, ¢ = 1 mg/mL) des GST-tags in den Zink(ll)-haltigen dTBS gebracht
(Durchfuhrung siehe 7.6.1). AnschlieBend wurde im NMR-Rohrchen mittels dTBS eine
Proteinkonzentration von 2.14 uM eingestellt. Um die Bindung von Peptid 1 an den GST-tag
zu untersuchen wurden die Peptidkonzentrationen von 432.99 uM sowohl in Anwesenheit als
auch in Abwesenheit (Artefaktmessung) des GST-tags vermessen. Die absoluten STD% und
die Artefakt-STD% (kursiv) sind in Tabelle 59 aufgefuhrt.
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Tabelle 59: Absolute STD% und Artefakt-STD% (kursiv) von 433 uM Peptid 1. In einer 2.14 uM
GST-tag Probe entspricht dies einen 218-fachen Ligandiberschuss.

abs. STD%
abs. STD% ohne GST
6 [ppm] Aminosaure mit GST
Artefakt
7.114 Y442-Hols' 1.90 1.19
7.048 Y440-Holo' 1.87 1.08
6.983 Y438-Holo' 1.53 1.36
6.801 Y442-Hele' 3.25 1.67
6.777 Y440-Hele' 3.13 1.53
6.755 Y438-Hele' 2.61 181
4.473 Tyrd42-Ha 1.43 2.25
4.428 Tyr440-Ha 1.80 151
4.186 Leud43-Ha 2.24 1.35
4.123 K439-Ha, R441-Ha 211 1.27
3.070 R441-Holo' 0.88 1.06
2.966 YA442-Hplp' 1.29 1.21
2.889 K439-Hele' 1.36 1.05
2.801 Y (@ll)-Hplp' 1.33 1.29
0.847 L443-Ho 2.13 1.78
0.769 L443-Ho' 2.27 2.02

7.5.4 STD-NMR-Experimente mit der CRD des L-SIGN und a-MeMan
Um ein STD-System fiur die CRD des L-SIGN mit a-MeMan als Liganden zu entwickeln

wurden sowohl Experimente mit dem Protein in einem deuterierten Puffersystem als auch in
einem H,O0/D,O (9/1) Puffersystem durchgefiihrt. Fir alle Experimente wurde ein
3mm-match-Rohrchen mit einem Probenvolumen von 180 pL verwendet. Alle
Konzentrationen von a-MeMan wurden sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit des
CRD-Proteins STD-NMR-spektroskopisch untersucht. Fiir die Messungen im deuterierten
Puffer wurden 200 pL der CRD in BisTris (~ 14.4 pg, ¢ ~ 72 pg/mL) nach der in 7.6.1
beschriebenen Durchfuhrung in einen Calcium(ll)-haltigen dTBS gebracht. Da das Protein

wéhrend des Umpufferns ausfiel konnte die resultierende Proteinkonzentration nicht bestimmt
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werden Fur die Messungen im H,O/D,0O-Puffersystem wurden 162 pL der CRD im Original-
TBS mit 18 pyL D,O versetzt. Es wurden STD-Experimente mit einer excitation sculpting-
Wasserunterdriickung (Tabelle 60) und einer WATERGATE-Wasserunterdriickung (Tabelle 61)
durchgefuhrt. Aufgrund des sehr geringen Signal/Rausch-Verhéltnis im den STD-Spektren
erfolgte die Bestimmung der STD% (ber die Intensitaten. Es wurden jeweils nur fir die
Signale des H-2, der H-3/H-6 und der Methyl-Gruppe des a-MeMan bestimmt. Die absoluten
STD% und die Konzentrationen von a-MeMan sind tabellarisch im Abschnitt 4.8 (Seite 101)
aufgefiihrt.

Tabelle 60: Parameter fir die STD-Experimente mit der excitation sculpting-
Wasserunterdrickung. Es wurde die CRD im dTBS und die CRD im H,O/D,0O-Puffer untersucht.

Pulsprogramm stddiffesgp2d.th
Wasserunterdriickung excitation sculpting
Temperatur 300 K
on-resonance +0.9 ppm
off-resonance 40 ppm
Séttigungszeit 2s

Tabelle 61: Parameter fur die STD-Experimente mit der watergate-Wasserunterdrickung. Es
wurde die CRD im H,O/D,0O-Puffer untersucht.

Pulsprogramm stddiffgp 19
Wasserunterdriickung WATERGATE
Temperatur 300 K
on-resonance +0.9 ppm
off-resonance 40 ppm
Sattigungszeit 2s

Zur Zuordnung der STD-Signale wurde eine NMR-Charakterisierung des a-MeMan in D,0O
durchgefhrt.
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'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 4.692 (d, 1H, %311 1> = 1.8 Hz, H-1), 3.863 (d, 1H,
3Jh-2 11 = 1.8 Hz, H-2), 3.856 (d, 1H, *Jy.6, 1s = 1.7 Hz, H-6), 3.706-3.664 (m, 2H, H-3, H-
6°), 3.593-3.532 (m, 2H, H-4, H-5), 3.337 (s, 3H, O-CH3).

BBC-NMR (125 MHz, D;0): & [ppm] = 100.8 (C-1), 72.5 (C-5), 70.5 (C-2), 69.9 (C-3), 66.7
(C-4), 60.9 (C-6), 54.7 (O-CH).

7.6 Proteinchemische Methoden

Das Umpuffern von Proteinen wurde entweder in einem Dialyse-Cap oder in einem
Zentrifugalkonzentrator durchgefiihrt. Die Zentrifugalkonzentratoren kénnen zusétzlich zum

Konzentrieren von Proteinproben verwendet werden.

7.6.1 Dialyse von Proteinen

Fur die Dialyse von Proteinen wurden Dialyse-Caps der Firma GE Healthcare
(MWCO =1kDa) und der Firma Thermo Scientific (MWCO = 35 kDa und
MWCO = 7 kDa) verwendet. VVor der Dialyse wurden die Caps jeweils dreimal fir 5 min mit
ddH,O gespilt. Anschliefend wurde die Proteinprobe, die in einen anderen Puffer gebracht
werden sollte, auf die Dialyse-Membran gegeben. Zur Umpufferung in einen
nichtdeuterierten Puffer wurde das Dialyse-Cap in einem Schwimmer auf 2 L des Puffers
gegeben. Die Dialyse erfolgt Uber Nacht bei 4 °C. Zur Umpufferung in einem deuterierten
Puffer wurde das Dialyse-Cap auf 20 mL des deuterierten Puffers gegeben. Die Umpufferung
erfolgt bei 4 °C, wobei der Puffer dreimal gewechselt wurde. Dabei betrug jeder einzelne

Umpufferschritt mindestens 6 h.

7.6.2 Zentrifugalkonzentratoren

Es wurden Zentrifugalkonzentratoren der Firma Millipore mit einer AusschlussgréRe von
MWCO = 5 kDa fir ein Volumen < 4 mL verwendet. Bevor die Proteinprobe auf die
AusschlussgroRenmembran gegeben wurde, wurde diese zundchst dreimal mit ddH,O gespilt.
Dazu wurden jeweils 4 mL ddH,O in die Einheit gegeben. AnschlieRend wurde bei 4000 rpm
zentrifugiert. Anschlielend wurde die Proteinprobe auf die Membran gegeben und durch
Zentrifugieren bei 4000 rpm das Probenvolumen reduziert, was zu einer Erhéhung der
Konzentration des Proteins fiihrt. Zum Wechseln des Puffers wurde jeweils dreimal 4 mL
Puffer in die Einheit gegeben und durch Zentrifugieren das Volumen reduziert. Alle

Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt.
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7.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 140 V begonnen, die nach etwa 30 min auf
160 V erhoht wurde. Es wurden jeweils 10 pL der Proteinproben in PBS mit 2.5 uL
Probenpuffer (reduzierend, 5x) versetzt. Die Proben wurden 10 min auf 90 °C erhitzt und
anschlieBend in eine Tasche des PA-Gels gefullt. Eine der Probentaschen wurde mit 3 pL
eines Proteinstandards beladen. Zur Abschéatzung des Molekulargewichtes wurde fiir einen
anschlieBenden Western Blot ein vorgefarbter (prestained) Proteinstandard und fir
nachfolgende Coomassie-Farbung der entsprechende nicht-vorgeféarbte (unstained) Standard

aufgetragen.

7.6.4 Farbung von Proteinen in SDS-PAGE-Gelen

Nach abgeschlossener elektrophoretischer Auftrennung wurde das SDS-PAGE-Gel fiir 2 h bei
RT mit einer Coomassie-Brilliant-Blau-Farbelésung gefarbt. Zur Entfarbung wurde das Gel
anschlieBend fur 1 h bei RT mit 20%iger Essigsdure inkubiert. Die Entfarbelsung wird dabei
mehrfach erneuert, bis das Gel eine sichtbare Bandenfarbung mit geringem Hintergrund
aufweist.

7.6.5 Western Blot

Der Western Blot findet im Anschluss an die SDS-Gelelektophorese statt. Durch Anlegen
eines elektrischen Feld werden die Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulose (NC)-Membran
transferiert. Dazu wurde zundchst ein etwa 8 x 5 cm groRRes Stiick Membran zugeschnitten.
Der elektrochemische Transfer erfolgte horizontal in einer Semi-Dry-Blot-Apparatur. Dazu
wurde mit Transferpuffer getranktes Filterpapier auf die Platinelektrode (Anode) gelegt.
AnschlieBend wurde auf das Filterpapier die Membran und auf diese das luftfreie
SDS-PAGE-Gel gelegt. Das Gel wurde mit einer erneuten Schicht angefeuchtetem
Filterpapier bedeckt und die Kathode aufgesetzt. Der Transfer wurde bei einer konstanten

Stromstarke von 2 mA/cm? durchgefiihrt und nach etwa 1 h beendet.

7.6.6 Immunprinting

Durch Immunprinting erfolgt die spezifische Detektion bestimmter Proteine auf einer NC-
Membran durch Inkubation mit einem primaren bzw. sekundéaren Antikérper. Zundchst wurde
die mit PBS gewaschene NC-Membran fir 60 min in 4% MPBS blockiert. AnschlieRend
wurde fir 60 min mit dem primaren Antikdrper (1:2500 in 2% MPBS) inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen mit TPBS (0.2%) und PBS wurde der Alkalische Phosphatase (AP)-
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konjugierte sekundére Antikorper (1:20000 in 2% MPBS) hinzugegeben. Es wurde fur 1 h
inkubiert und die Membran dreimal mit TPBS und dreimal mit PBS gewaschen. Zur
Detektion wurde die Membran mit Detektionslosung (125 pL NBT-Lsg, 125 pL BCIP-Lsg. in
11.5 mL AP-Detektionspuffer) behandelt. Durch die eingeleitete AP-katalysierte Farbreaktion
wurden die mit Antikorper markierten Proteinbanden sichtbar. Nach abgeschlossener
Entwicklung wurde die Membran mit H,O gewaschen und an der Luft getrocknet.

7.6.7 BCA-Methode zur Konzentrationsbestimmung

Fir die Proteinbestimmung nach der BCA-Methode wurde ein BCA-Test-Kit der Firma
Pierce verwendet.?® Das Kit enthalt die Losung A (BCA) und die Lésung B (4% CuSO4 X
H,O). Die Proteinproben wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit je 200 pL der
BCA-Reaktionslosung, die aus 50 Teilen Losung A und einem Teil LOosung B
zusammengesetzt wurde, versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion bei
550 nm im ELISA-Reader gemessen. Anhand einer Eichreihe des Enzyms Lysozym
bekannter Konzentration konnte die Proteinkonzentration der zu testenden Probe bestimmt

werden.
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Substanz Piktogramme H-Satze P-Séatze
Aceton @ @ 225, 319, 336 210, 233,
EUH066 305+351+338
225, 210,
Acetonitril (MeCN) <§>® 302+312+332,  305+351+338,
319 403+235
O-(Benzotriazol-1-yl)- . 228, 315, 319, 210, 302+352,
N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluoro- 335 304+340,
borat (TBTU) 305+351+338
tert-Butylmethylether @@ 225,315 210, 302+352
Calciumchlorid @ 319 305+351+338
Chloroform 2?; 302,373, 302+352, 314

Deuteriumoxid

Dichlormethan

N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA)

2,5-Dihyroxybenzoesdure

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodii

midhydrochlorid (EDC)

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Essigsaure (100%)

Essigsaureanhydrid (Ac,0)

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

SOO

&
&

SSb

SO

SOD

157

351

225, 301, 314,
412

302, 315, 319,
335

335, 315, 319

360D, 226, 332,

312,319

226, 314

226, 332, 302,
314, 335

281, 308+313

210, 273, 280,
301+330+331,
305+351+338

261, 264, 280,
305+351+338

302+352,
305+351+338

201, 302+352,
302+351+338,
308+313

280,
301+330+331,
305+351+338

280,
301+330+331,
305+351+338



Ethanol

Ethanolamin

Ethylacetat

Fmoc-Aminosaurederivate

Fmoc-Rink-Amid-AM-Harz

Hydrazinhydrat

N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Kaliumchlorid

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid

di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat

Piperidin

Pyridin

TOXIKOLOGIE

@ 225 210

280, 302+352,

+312+
@ 2(1)2 32+ 30143304331,
305+351+338
@ @ 225,319,336, 210,240,
EUH066 305+351+338

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

201, 210, 273,
280,
O “& ‘@ 226, 350, 301+330+331,
301+311+331, 3024352
‘@ <¥f> 314, 317, 410 3044340
305+351+338

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

- 210, 233, 240,

' 2 2+352

<C>"§% ‘@ 301+311+331, 3?)2;2?10 352,
370 403+235

‘ 300, 410,
%@ EUHO032 213
Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

@ 225, 331, 311,
314
o® =
302+352+332

158

210, 280,
302+352,
301+330+331,
305+351+338

210, 233,
302+352



Salzséure (32%)

Trifluoressigséure (TFA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triisopropylsilan (TIPS)

Zink(Ihchlorid

TOXIKOLOGIE

280,

@ 314, 335, 290 301+330+331,

305+351+338

271, 273,

@ 332, 314, 412 301+330+331,

305+351+338

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG

<§> 226 210, 260, 262

273, 280,

302, 314, 335,
+330+
@@ o 301+330+331,

305+351+338
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9 Anhang

9.1 Proteinsequenzen

Die Proteinsequenzen stammen aus der UniProt-Datenbank (www.uniprot.org).*#?*4

9.1.1 Proteinsequenz S-Protein des SARS-CoV
UniProt Nummer: P59594

'MFIFLLFLTL TSGSDLDRCT TFDDVQAPNY TQHTSSMRGV YYPDEIFRSD TLYLTQDLFL
PFYSNVTGFH TINHTFGNPV  IPFKDGIYFA ATEKSNVVRG WVFGSTMNNK  SQSVIIINNS
TNVVIRACNF ELCDNPFFAV SKPMGTQTHT MIFDNAFNCT FEYISDAFSL DVSEKSGNFK
HLREFVFKNK  DGFLYVYKGY QPIDVVRDLP SGFNTLKPIF  KLPLGINITN  FRAILTAFSP
AQDIWGTSAA AYFVGYLKPT TFMLKYDENG TITDAVDCSQ NPLAELKCSV KSFEIDKGIY
QTSNFRVVPS GDVVRFPNIT NLCPFGEVFN ATKFPSVYAW ERKKISNCVA DYSVLYNSTF
FSTFKCYGVS ATKLNDLCFS NVYADSFVVK GDDVRQIAPG QTGVIADYNY KLPDDFMGCV
LAWNTRNIDA TSTGNYNYKY RYLRHGKLRP FERDISNVPF SPDGKPCTPP ALNCYWPLND
YGFYTTTGIG YQPYRVVVLS FELLNAPATV CGPKLSTDLI KNQCVNFNFN GLTGTGVLTP
SSKRFQPFQQ FGRDVSDFTD SVRDPKTSElI LDISPCSFGG  VSVITPGTNA  SSEVAVLYQD
VNCTDVSTAI HADQLTPAWR IYSTGNNVFQ TQAGCLIGAE HVDTSYECDI PIGAGICASY
HTVSLLRSTS QKSIVAYTMS LGADSSIAYS NNTIAIPTNF  SISITTEVMP  VSMAKTSVDC
NMYICGDSTE CANLLLQYGS FCTQLNRALS GIAAEQDRNT REVFAQVKQM YKTPTLKYFG
GFNFSQILPD PLKPTKRSFI EDLLFNKVTL ADAGFMKQYG ECLGDINARD LICAQKFNGL
TVLPPLLTDD MIAAYTAALV SGTATAGWTF GAGAALQIPF AMQMAYRFNG IGVTQNVLYE
NQKQIANQFN KAISQIQESL TTTSTALGKL QDVVNQNAQA LNTLVKQLSS NFGAISSVLN
DILSRLDKVE AEVQIDRLIT GRLQSLQTYV TQQLIRAAEI RASANLAATK MSECVLGQSK
RVDFCGKGYH LMSFPQAAPH GVVFLHVTYV PSQERNFTTA PAICHEGKAY FPREGVFVFN
GTSWFITQRN  FFSPQITTD NTFVSGNCDV  VIGIINNTVY DPLQPELDSF  KEELDKYFKN
HTSPDVDLGD ISGINASVVN IQKEIDRLNE VAKNLNESLI DLQELGKYEQ YIKWPWYVWL
GFIAGLIAIV MVTILLCCMT SCCSCLKGAC SCGSCCKFDE DDSEPVLKGV KLHYT#®

9.1.2 Proteinsequenz GST-tag
UniProt Nummer: P08515**

'MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID
GDVKLTQSMA 1IRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV
DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK
KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF GGGDHPPK?®
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9.1.3 Proteinsequenz rekombinantes S-Fusionsprotein mit GST-tag
UniProt Nummer: P59594 und P08515*

“%YNYKLPDDFM GCVLAWNTRN IDATSTGYNY KYRYLRHGKL RPFERDISNV PFSPDGKPCT*?
*9ppSSKRFQPF QQFGRDVSDF TDSVRDPKTS EILDI®”® 'MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE
HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA
EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH
PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF
GGGDHPPK#®

9.1.4 Proteinsequenz rhACE2 mit His-tag
UniProt Nummer: Q9BYF1%

'MSSSSWLLLS LVAVTAAQST IEEQAKTFLD KFNHEAEDLF YQSSLASWNY NTNITEENVQ
NMNNAGDKWS AFLKEQSTLA QMYPLQEIQN LTVKLQLQAL QQNGSSVLSE DKSKRLNTIL
NTMSTIYSTG KVCNPDNPQE CLLLEPGLNE IMANSLDYNE RLWAWESWRS EVGKQLRPLY
EEYVVLKNEM ARANHYEDYG DYWRGDYEVN GVDGYDYSRG QLIEDVEHTF EEIKPLYEHL
HAYVRAKLMN AYPSYISPIG CLPAHLLGDM WGRFWTNLYS LTVPFGQKPN IDVTDAMVDQ
AWDAQRIFKE AEKFFVSVGL PNMTQGFWEN SMLTDPGNVQ KAVCHPTAWD LGKGDFRILM
CTKVTMDDFL TAHHEMGHIQ YDMAYAAQPF LLRNGANEGF HEAVGEIMSL SAATPKHLKS
IGLLSPDFQE DNETEINFLL KQALTIVGTL PFTYMLEKWR WMVFKGEIPK DQWMKKWWEM
KREIVGVVEP VPHDETYCDP ASLFHVSNDY SFIRYYTRTL YQFQFQEALC QAAKHEGPLH
KCDISNSTEA GQKLFNMLRL GKSEPWTLAL ENVVGAKNMN VRPLLNYFEP LFTWLKDQNK
NSFVGWSTDW SPYADQSIKV RISLKSALGD KAYEWNDNEM YLFRSSVAYA MRQYFLKVKN
QMILFGEEDV RVANLKPRIS FNFFVTAPKN VSDIIPRTEV EKAIRMSRSR INDAFRLNDN SLEFLGIQPT
LGPPNQPPVS"* *MRGSHHHHHH GMASMTGGQQ MGRDLYDDDD KDRWGS*

9.1.5 Proteinsequenz L-SIGN
UniProt Nummer: Q9H2X3

'MSDSKEPRVQ QLGLLEEDPT TSGIRLFPRD FQFQQIHGHK SSTGCLGHGA LVLQLLSFML
LAGVLVAILV QVSKVPSSLS QEQSEQDAIY QNLTQLKAAV GELSEKSKLQ EIYQELTQLK
AAVGELPEKS KLQEIYQELT RLKAAVGELP EKSKLQEIYQ ELTRLKAAVG ELPEKSKLQE
IYQELTRLKA AVGELPEKSK LQEIYQELTE LKAAVGELPE KSKLQEIYQE LTQLKAAVGE
LPDQSKQQQI YQELTDLKTA FERLCRHCPK DWTFFQGNCY FMSNSQRNWH DSVTACQEVR
AQLVVIKTAE EQNFLQLQTS RSNRFSWMGL SDLNQEGTWQ WVDGSPLSPS FQRYWNSGEP
NNSGNEDCAE FSGSGWNDNR CDVDNYWICK KPAACFRDE®
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9.1.6 Proteinsequenz rekombinante CRD-FLAG des L-SIGN
UniProt Nummer: Q9H2X3

24CRHCPKDWTF FQGNCYFMSN SQRNWHDSVT ACQEVRAQLV VIKTAEEQNF LQLQTSRSNR
FSWMGLSDLN QEGTWQWVDG SPLSPSFQRY WNSGEPNNSG NEDCAEFSGS GWNDNRCDVD
NYWICKKPAA®* DYKDDDDK?®
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