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1. Einleitung

1.1 Wirkstoffforschung

Als Emil Fischer im Jahre 1894 den Begriff Schliissel-Schloss-Prinzip einfiihrte: ,,...Um ein
Bild zu gebrauchen, will ich sagen, dass Enzym und Glucosid wie Schloss und Schlissel zu
einander passen miissen, um eine chemische Wirkung auf einander ausiiben zu kénnen...,
sollte er damit das Konzept der medizinischen Chemie fir ein halbes Jahrhundert préagen. Die
hypothetische Schlussel-Schloss-Metapher beschreibt die spezifische Bindung von Enzym und
Substrat und wurde 1958 durch das Postulat des induced fit von Daniel E. Koshland? erweitert.
Diese beiden Modelle waren wegbereitend fir die aktuelle Forschung der medizinischen
Chemie, die gerade innerhalb der letzten Jahrzehnte durch neu etablierte Methoden eine
weitere Entwicklung erfuhr. Generell wird in der Wirkstoffforschung die Wechselwirkung
eines Liganden mit einem target, der meist ein Rezeptor, Enzym oder lonenkanal darstellt,
untersucht. Heutzutage wird die Entwicklung eines neuen Wirkstoffs in high-throughput
screening (HTS), fragmentbasiertes und strukturbasiertes Design unterteilt.

Beim fragmentbasierten Wirkstoffdesign® werden aus einer Liste verfiigbarer Chemikalien
diejenigen herausgesucht, die Uber gute physio-chemische Eigenschaften verfligen.
Entscheidend ist hierbei, dass diese nur Massen bis zu 250 Da, im Gegensatz zur
WirkstoffgroRe des HTS mit 300 - 500 Da, aufweisen. Fir oral verabreichte Wirkstoffe sollten
dabei die Richtlinien der Rule of Five* eingehalten werden, die MaRstab tber die
Bioverfugbarkeit sind. Die entstehende Bibliothek umfasst bis zu 2000 Fragmente, die durch
beispielsweise =~ NMR  basierte ~ Kompetitivmessungen  auf  10-100 hits  mit
Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich selektiert wird. Diese hits werden durch
Zusammenflgen der Fragmente mittels structure-activity relationships (SAR) Analysen
optimiert, was zu einem sogenannten lead mit verbesserter Dissoziationskonstante im
nanomolaren Bereich fiihrt.”® Der erhaltene, weiter optimierte lead durchl4uft anschlieRend die
praklinische Prifung, die in den Phasen der klinischen Forschung miindet.

Ein anderes Prinzip bietet HTS, das in den 1990ern in der Industrie eine hohe Konjunktur
erlebte. Bei diesem Verfahren werden bis zu eine Millionen Verbindungen in einmaligen
Analysen vermessen, die Qualitats- und Quantitatsanspriiche dabei jedoch meist vernachlassigt
und pharmakologische Parameter werden unzureichend beriicksichtigt.® Weiterhin stellt die
hit-to-lead-Optimierung ein groRes Problem bei diesem Verfahren dar.

Im Gegensatz dazu steht das strukturbasierte Wirkstoffdesign. Ausgehend von einem

natirlichen Liganden des targets, der Kristallstruktur eines Proteins oder, wenn nicht
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vorhanden, einem Homologiemodell werden computergestiitzte Untersuchungen zur Findung
und Optimierung eines Liganden durchgefiihrt, der gut in die Bindungsstelle passt.” Der
anschlieBend synthetisierte Ligand wird daraufhin mittels verschiedener Methoden wie
beispielsweise NMR und SPR in mehreren Optimierungszyklen auf seine Bindungsaffinitat
gepruft.

Neben der Pharmakodynamik, also der biologischen Wirkung eines Wirkstoffs, ist ebenfalls
vor Eintritt eines Wirkstoffs in die klinischen Phasen die Pharmakokinetik eines Stoffs zu
priifen. Dazu gehoren unter anderem die Plasmahalbwertszeit und die LADME-Parameter
(libertation, absorption, distribution, metabolism, excretion), die Auskunft Uber die Wirkung

des Wirkstoffs auf den Organismus geben.?

1.2 Der Humane Immundefizienzvirus (HIV)

Der Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist Ausloser der Immunschwéchekrankheit AIDS
(acquired immunodeficiency syndrome), die zum ersten Mal 1981 bei Patienten in den USA
diagnostiziert wurde.® Seit der Entdeckung des Virus im Jahre 1983 von Francoise
Barré-Sinoussi und Luc Montagnier hat sich das Auftreten der Infektionen zu einer globalen
Pandemie entwickelt.’®** Die WHO und UNAIDS publizierten im Jahre 2009, dass weltweit
33.3 Millionen Menschen mit HIV infiziert seien, wobei jahrlich 2.6 Millionen Neuinfizierte
gezahlt wiirden (Abbildung 1). Die durch den Virus ausgeloste Krankheit AIDS forderte
alleine im Jahr 2009 1.8 Millionen Todesopfer.

820 4 million
MNorth Americs. 7200000500004 mikor. ~ 1.5 milon] =
3.5 million q Ezst Asia
{12 milion — 20 illor] I 770000
Midde Esst & North Africa 52 000 - 1:0mBor
Caribbsan 460000 ;
AL P I S South & South-Esst Asa
< il B ‘Av,g milli.o‘r‘v‘
Sut-Sanaran Africz o e e
B s 225 million
1.4 million SRS £ o0
2 milion = 1.5 milior; 50 000-64
Total: 33.3 million [31.4 million—235.3 million]
& UNAIDS

Abbildung 1: Globale Verteilung der HIV-Infektionen des WHO Berichts aus dem Jahr 2009. Weltweit

sind 33.3 Millionen Menschen mit HIV infiziert, pro Jahr werden 2.6 Millionen Neuinfizierte gezahlt.'?

HIV lasst sich in zwei Arten unterteilen, dem Humanen Immundefizienzvirus-1 (HIV-1) und -2
(HIV-2), wobei letzteres erstmalig im Jahre 1985 identifiziert werden konnte. HIVV-1 wiederum

wird in verschiedene Subklassen unterteilt, die M-Gruppe (major), O-Gruppe (outlier),



Einleitung 3

N-Gruppe (new) und P-Gruppe. AuBerdem unterliegt die M-Gruppe einer weiteren
Differenzierung in 9 verschiedene Subtypen. Eine Coinfektion dieser Subtypen fuhrt zu der
rekombinanten Form CRF (circulating recombinant form). Ungeféhr 98% der weltweiten
Infektionen gehéren der M-Gruppe an, die unterschiedlichen Subtypen sind geographisch
gebunden. So ist in Amerika und Europa beispielsweise der Subtyp B dominierend, in Indien
hingegen liegt hauptsachlich der Subtyp C vor. Auch das Auftreten der anderen Gruppen des
HIV-1 ist ortsgebunden. Viren der O-Gruppe treten in West-Zentral-Afrika auf, die N- und

P-Gruppe sind sehr selten und fast ausschlief3lich im Kamerun zu finden.

Der Ursprung von HIV-2 konnte 1989 aufgedeckt werden.**** Mangaben, die in Westafrika als
Haustiere gehalten werden und hdufig mit dem Virus SIVg, (SIV, Simianes
Immundefizienzvirus), infiziert sind, sind die Ubertrager dieser Form des Humanen
Immundefizienzvirus. Eine weitere Form des Virus, SIVsmm, wurde anschlielRend in weiteren
Affen Westafrikas entdeckt. Die Herkunft des HIV-1 war lange Zeit unbekannt, bis sich
herausstellte, dass das Virus SIV,, dass Schimpansen befallt, eine enge Verwandtschaft mit

HIV-1 aufweist und somit als Ursprung dieser Zoonose gilt."

Das Humane Immundefizienzvirus ist ein Retrovirus und gehort der Gattung der Lentiviren
an.'® Im Inneren der Lipiddoppelschicht des 120 nm groBen Virions (Abbildung 2) befindet
sich ein konisch geformtes Capsid, welches aus p24 Proteinen aufgebaut ist. Im Inneren dieses
Capsids befinden sich zwei Kopien positiver einzelstrangiger RNA (ssRNA). Das Genom
besteht aus 9 Leserahmen, wovon gag, pol und env insgesamt 15 Proteine kodieren. Gag
beinhaltet die Matrix, das Capsid, Nucleocapsid und das Linkerprotein p6. Pol kodiert die drei
Enzyme Reverse Transkriptase, Protease und Integrase, die essentielle Funktionen im viralen
Replikationszyklus haben. Die beiden Proteine des env Gens sind das membranverankerte
gp4l und daran gebundene gpl120. Die sechs anderen Leserahmen sind akzessorische,
regulatorische Gene und kodieren die Proteine Vif, Vpr, Nef, Tat, Rev und Vpu.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des HI-Virions. Im Inneren der Membran befindet sich das
Capsid, in dem zwei sSRNA Strange und die viralen Enzyme vorliegen. Die beiden Glycoproteine gp4l
und gp120 bilden die membranstandigen Proteine."

Die beiden Glycoproteine gp41 und gp120 werden beim Durchgang der zellularen Membran
durch die Spaltung des Glycoproteins gp160 mit Hilfe der viralen Protease gebildet. Das gp41
ist in der viralen Membran verankert und bindet mit seiner extrazellularen Doméne
nicht-kovalent an das gp120. Die entstehenden Heterodimere der beiden Glycoproteine liegen
als Trimere vor.'**

Das gp120 (Abbildung 3) ist ein hochglykosyliertes 120 kDa schweres Protein und baut sich
alternierend aus funf variablen Schleifen, den sogenannten V-loops (V1 bis V5), und fiinf
konservierten C-Regionen (C1 bis C5) auf.” Das Protein bildet eine globuldre Struktur aus
25 B-Faltblattern, finf o-Helices und 10 loops. Diese Struktur formt sich zu einer
inner domain, einer outer domain und der sogenannten bridging sheet, die die beiden anderen
Doménen verbindet und erst rezeptorgebunden in dieser Konformation vorliegt.>** Die
bridging sheet, die die V1- und V2-stems und C4-Region beinhaltet, prasentiert ein
Antikorper-neutralisierendes Epitop.

Die variablen V-loops weisen eine hohe Verschiedenheit der Sequenzen auf, was auf die starke
Fehlerrate der Transkriptionsprozesse und eine dadurch bedingte hohe genetische Variabilitét
zuriickzufithren ist.”> Weiterhin zeigten Curlin et al., dass sich auch die Lange der variablen
loops und deren Glykosilierungsgrad im Laufe der Infektion verandern.?® So wurden selbst bei
Folgeisolaten aus demselben Patienten im Verlauf der Erkrankung signifikante Unterschiede

der Sequenzen der V-loops detektiert.™®
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Abbildung 3: Schematische Struktur des gp120.” Das Protein besteht aus 5 variablen V-loops und

5 konservierten C-Regionen. Die mdglichen Glykosilierungsstellen sind mit Kreisen markiert.

1.3 Replikationszyklus des HIV

Das Humane Immundefizienzvirus befallt CD4"-Zellen, wie T-Helferzellen, Monocyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen.” Der Replikationszyklus wird in verschiedene Stufen
eingeteilt: dem Eintritt (entry), der reversen Transkription, der Integration, der

Zusammenlagerung (assembly) und zuletzt der Ausknospung (Abbildung 4 a-e).

Abbildung 4: Replikationszyklus des HIV.® Mit a: entry, b: reverse Transkription, c: Integration,

d: assembly und e: Ausknospung mit folgender Maturation.
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Der erste Schritt des Replikationszyklus des Virus ist der entry (Abbildung 4a, Abbildung 5a),
in dem zun&chst eine Wechselwirkung des viralen gp120 mit dem CD4-Rezeptor der humanen
Zelle stattfindet (Abbildung 5b). Durch die Bindung des gp120 zum CD4-Rezeptor wird eine
Konformationsanderung induziert, wodurch ein zweites Epitop des gp120 freigelegt wird. 3
Die Corezeptoren des gpl20 sind der CCR5- und CXCR4-Rezeptor, die der Familie der
Chemokin-Rezeptoren angehoren. Die Viren, die CCR5 als Corezeptor verwenden, werden
R5-1solate bzw. R5-Viren genannt, jene die CXCR4 bevorzugen, sind dementsprechend
X4-1solate bzw. X4-Viren.3*3

Die Frage, welcher Corezeptor bevorzugt wird, ist noch Gegenstand der Forschung. Es konnten
R5-Isolate in der Friihphase von Infizierten festgestellt werden, wéhrend in spateren Phasen der
Erkrankung X4-Isolate oder dualtropische Viren (X4R5-Isolate) haufiger isoliert wurden
(Phenotyp-shift).>>* Bei den von Dubey et al. untersuchten Patienten in Indien konnte im
Verlauf der Infektion eine Herabregulation von CCR5 auf Monozyten festgestellt werden,
wobei die Expression von CXCR4 konstant blieb. Diese Regulation solle die infizierten Zellen
vor zytotoxischen CD8"-Zellen schiitzen.*’ Es konnte mehrfach belegt werden, dass X4-Isolate
eine hohere Anzahl an positiv geladenen Seitenketten der Aminosduren in der V3-loop
aufweisen und daher Mutationen der gp120 Sequenz Grund fur den Wechsel der Corezeptoren
sind.®**“ Rosen et al. fokussierten die Position 322 des gp120, die eine ionische
Wechselwirkung mit der Position 440 der C4-Region eingeht.”” AuBerdem konnten
Karlsson et al. zeigen, dass bei Patienten mit X4-lsolaten schneller die Krankheit AIDS

ausbricht, wobei der Grund bis jetzt noch nicht geklart werden konnte.*

Der néchste Schritt des Replikationszyklus ist die Bindung an den priméren Rezeptor CD4 und
Corezeptor CCR5 (Abbildung 5c), wodurch eine weitere Konformationsanderung im gp120
induziert wird. Die virale Determinante, die fir die Interaktion mit dem CCR5 verantwortlich
ist, wird der V3-loop des gp120 zugeschrieben.*” Diese Konformationsanderung erlaubt der
hydrophoben Fusionsdomdne des gp4l in die Membran der Wirtszelle einzudringen
(Abbildung 5d).*® Die drei gp41-Glycoproteine formen anschlieRend das sogenannte trimer of
hairpins mit dem 6-helikalen Bulndel-Motiv, so dass sich die virale Membran und die der
Wirtszelle in unmittelbarer Nahe befinden (Abbildung 5e).*° Durch diese Interaktionen kommt
es zur Fusion der beiden Zellmembranen, wodurch das Capsid mit der viralen Erbinformation

in die Wirtszelle eintreten kann (uncoating, Abbildung 5f).
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Abbildung 5: Detaillierte Abfolge des entry.®® a: Virion mit den membranstiandigen Glycoproteinen,
b: Wechselwirkung des gp120 mit dem Primarrezeptor CD4 an Wirtszelle, c: Interaktion des gp120 mit
Corezeptor CCR5, d: Fusionsdomane des gp4l an Wirtszelle, e: 6-helikales Blindel-Motiv des gp120 und

gp4l, f: Fusion der Zellmembranen.

Der nachste Schritt des Replikationszyklus ist die reverse Transkription, bei dem die virale
Reverse Transkriptase die ssSRNA in die provirale cDNA umschreibt (Abbildung 4b). Die
cDNA wird, gebunden an die viruseigene Integrase als Nukleoproteinkomplex, in den Zellkern
transportiert und mit Hilfe der viralen Integrase in die DNA der Wirtszelle insertiert
(Abbildung 4c). Das virale Genom wird daraufhin vervielféltigt und die viruseigenen Proteine
translatiert. Die Hullproteine Env werden an den Membranen des endoplasmatischen
Retikulums synthetisiert, im Gegensatz dazu werden alle anderen viralen Proteine an den freien
Ribosomen im Zytoplasma gefertigt. An der Wirtzellmembran kommt es, gesteuert vom
Polyprotein Gag, anschlieBend zum assembly (Abbildung 4d). Dabei sammeln sich die virale
RNA, Precursor-Proteine und die Glycoproteine gp41 und gp120 an der Membran, die durch
Ausknospung, dem sogenannten budding, abschliefend neue, noch unreife Virionen bilden
(Abbildung 4e). Nach der Freisetzung aus der Wirtszelle erfolgt die Maturation zu infektiosen
Viren Uber die Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine durch die virale Protease und

zeitgleicher struktureller Umlagerung zum konischen Capsid.

Die HIV-Erkrankung wird nach den Centers of Disease Control (CDC) in drei Stadien
eingeteilt.>* In der ersten symptomfreien Phase liegt der Anteil von CD4*-Zellen (iber einem
Wert von 500 Zellen/pL Blut. Dabei entstehen pro Tag bis zu 10° neue Viren, die jedoch vom
noch intakten Immunsystem abgefangen werden kdnnen. Dieses Gleichgewicht bricht bei dem
Ubergang in die zweite, sogenannte symptomatische Phase ein. Die Anzahl der CD4"-Zellen
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liegt bei 200-499 Zellen/uL Blut. Grund fiir die Verminderung der CD4"-Zellen ist einerseits
eine eingeleitete Apoptose, zum anderen werden sie von zytotoxischen CD8-Zellen lysiert. Im
AIDS-Stadium, der letzten und dritten Phase der Erkrankung, ist die Architektur der
Lymphkoten zerstort und alle restlichen CD4"-Zellen produzieren HI-Viren. Die Konzentration
der CD4"-Zellen liegt dabei unter der kritischen Grenze von 200 Zellen/uL Blut.

1.4 CCR5 — naturliche Liganden und Inhibitoren

CCR5 ist ein aus 352 Aminoséuren bestehender Chemokin-Rezeptor  der
7-Helixtransmembranproteine (7TM), die zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) gehoren.””®® Zu finden ist dieser Rezeptor unter anderem auf
T-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen. Die Struktur beinhaltet
drei extrazellulare loops und vier intrazellulare loops, die durch hydrophobe transmembrane
Doménen unterteilt sind. Der N-Terminus befindet sich an der ersten extrazellularen loop
(ECL1Y), der C-Terminus ist intrazellulér gelegen (Abbildung 6). Am N-Terminus, der reich an
aciden Aminoséauren ist, befindet sich eine ungewdhnliche posttranslationale Modifikation
bestehend aus vier sulfatierten Tyrosinen.

Die genaue Struktur des CCR5 ist unbekannt, da es noch nicht mdoglich war, eine
Kristallstruktur zu erhalten. Es wird aber davon ausgegangen, dass eine strukturelle
Ahnlichkeit zum Rhodopsin vorhanden ist.>” Kontrovers ist jedoch die Sequenzdiversitat, da

weniger als 30% Ubereinstimmung der Homologie zwischen Rhodopsin und CCR5 vorliegt.>®

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur von CCRS5, ein Chemokin-Rezeptor der
Superfamilie der GPCRs.*® Das Protein besteht aus drei extrazellularen und vier intrazelluldren loops. Die
schwarz eingefarbten Aminosduren der ersten intrazelluldren loop stellen die Bindungsstelle des

gekoppelten G-Proteins dar. Am N-Terminus sind die vorliegenden sulfatierten Tyrosine hervorgehoben.
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Die natdrlichen Liganden des CCR5 sind die allosterischen  Chemokine
macrophage inflammatory protein (MIP)-1a, (MIP)-13 und RANTES (regulated upon
activation, normal T cell expressed and secreted).?* ®! Durch die Bindung zwischen CCR5
und einem der Chemokine kommt es zur Dissoziation des intrazellular gekoppelten G-Proteins
(Guaninnucleotid-bindendes  Protein).®® Das G-Protein  induziert daraufhin  eine

Signaltransduktion, wodurch es unter anderem zur Chemotaxis der Zellen kommt.*

Die Wechselwirkung des HI-Virus mit diesem Corezeptor findet am N-Terminus und der
ECL2 des CCR5 statt.®*® Dabei wechselwirkt der N-Terminus mit der bridging sheet des
gp120, wobei besonders den Asparaginsauren 2 und 11 und den sulfatierten Tyrosinen 3, 10,
14 und 15 des CCR5 eine Interaktion zugeschrieben wird. Die sulfatierten Tyrosine 10 und 14
sind dabei essentiell zur Einleitung des Zellfusionsprozesses.*® Lam et al. konnten
NMR-spektroskopisch belegen, dass R298, N302, T303 des V3-stem und G441 der C4-Region
der bridging sheet eine starke Bindung zum Tyrosin 14 aufweisen.®® Wahrend das gp120 nur
an CD4 gebunden ist, ist die V3-loop noch flexibel, doch durch Wechselwirkungen mit der
ECL2 des CCR5 wird eine Rigiditat dieser Region und damit die Mdglichkeit der viralen
Fusion induziert.®® Suphaphiphat et al. war es méglich, mittels ELISA und Reporter Gen
Aktivitats Assays an V3- und C4-Mutanten zu belegen, dass sowohl die V3-loop als auch
Aminosauren der C4-Region, interagierend mit CCR5, fiir die Fusion des Virus verantwortlich
sind.®” Auch Rizzuto et al. belegten mit einem synthetisierten Peptid dieser viralen Regionen,
dass die betreffenden Aminoséuren nicht nur CCR5 sondern auch neutralisierende Antikorper
bindet.®®®° Gestiitzt wird diese Tatsache durch die Arbeiten von Wyatt et al. und Moore et al.,
die unabhéngig voneinander ein Zusammenwirken der V3-loop und der C4-Region durch

strukturelle Nahe zeigen konnten.”®"*

Kurz nach der Entdeckung, dass CCRS5 einer der Corezeptoren des HIV ist, konnten Liu et al.
eine Deletion von 32 Basenpaaren des CCR5-Gens (CCR5A32) identifizieren.®* Durch diese
Deletion entsteht ein verkirztes, nicht funktionsfahiges Protein, welches nicht an der
Zelloberflache présentiert werden kann. Das Auftreten dieser Deletion ist geospezifisch und
findet seinen Ursprung im Nordosten Europas, wo diese Besonderheit bei circa 20% der
Bevélkerung vorkommt.”? Menschen, die homozygot beziiglich CCR5A32 sind, sind
hochresistent gegen eine HIV-Infektion und weisen keinerlei immunologische Defekte auf. In
allen Féllen, in denen bei Menschen mit homozygoter A32-Deletion eine Infektion festgestellt

wird, wurden diese durch X4-Viren befallen.”® Heterozygote Menschen mit einem
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CCR5A32-Allel und einem Wildtyp-Allel werden ebenfalls seltener mit HIV infiziert. Da
Menschen mit einem oder zwei CCR5A32-Allelen keine weiteren Beeintrdchtigungen ihrer
Gesundheit aufweisen, ist die Entwicklung von CCR5-Inhibitoren ein bedeutender Punkt der
aktuellen Forschung, um eine Inhibition des HIV-entry zu ermdglichen.>® ™"

Ein weiterer Grund, die Entwicklung eines Inhibitors fur CCRS5 zu fokussieren, ist die
derzeitige medikamenttse Behandlung von Infizierten. Die hochaktive antiretrovirale Therapie
(HAART) ist eine Komposition aus Inhibitoren der viralen Reversen Transkriptase und
Protease, die im Jahr 2009 5.2 Millionen Menschen weltweit verabreicht bekamen.’® Insgesamt
stehen ber 30 verschiedene Inhibitoren zur Verfligung, die verschieden miteinander
kombiniert werden.”” Dank dieser Therapie kann das Eintreten in die dritte Phase der
Erkrankung (AIDS) hinausgezogert und damit die Lebensdauer der Infizierten gesteigert
werden. Nachteile dieser Applikation sind jedoch einerseits die hohen Kosten dieser Therapie,
die es fir den GroRteil der Infizierten unzugédnglich macht und andererseits die starken
Nebenwirkungen der Medikamente.”® Der groRte Nachteil liegt jedoch in der schnell
eintreffenden Resistenzentwicklung, wodurch stdndig neue Inhibitoren verabreicht werden

mussen.”®

Das aktuelle Forschungsfeld eines CCR5-Inhibitors ist weit gefachert, da sowohl Praparate zur
Prophylaxe als auch zur Behandlung wahrend einer Infektion von Interesse sind.>® AuBerdem
stellen mogliche Medikamente einerseits Agonisten, die durch Bindung eine Aktivierung des
Rezeptors fordern, dar. Andererseits sind Medikamente von Interesse, die inhibierend wirkende
Antagonisten des CCR5 sind. Eine seltenere Ausnahme sind die nichtagonistisch-
nichtantagonistischen ,,neutralen* Inhibitoren.*® &

Zu den wichtigsten Vertretern der Agonisten gehdren die allosterischen Chemokinanaloga
beziehungsweise Derivate von RANTES®! wie PCS-RANTES®, die an CCR5 binden und
seine Internalisierung fordern. Saita et al. stellten einen weiteren Agonisten, das
Triphenylphosphonioderivat YM-370749, vor, der ebenfalls in der Lage ist, die
Internalisierung von CCR5 veranlassen und somit die virale Replikation zu inhibieren.®
Wesentlich haufiger vertreten sind jedoch die antagonistischen Inhibitoren des CCR5, die mit
dem Suffix —viroc (viral receptor occupancy) gekennzeichnet werden. Der erste zugelassene
Antagonist Maraviroc (Pfizer)®* mit einem 1Csy = 2 nM wird als Comedikament eingesetzt,
insofern ein Nachweis von mindestens 80% R5-Viren vorliegt. Durch HTS und SAR-Analysen
konnte der potente Antagonist Vicriviroc (Schering-Plough Corporation) identifiziert werden,
der sich zur Zeit in der Phase 111 der klinischen Studien befindet.®> Andere Antagonisten wie
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beispielsweise Alpaviroc (GlaxoSmithKline) wurden entwickelt, jedoch wéhrend klinischer
Studien als herz- und lebertoxisch befunden.® Jayasuriya et al. zeigten, dass auch natiirliche
Produkte als Inhibitoren eingesetzt werden konnen. Das Alkaloid Anibamin aus Baumen der
Aniba species konnte sich bei kompetitiven Bindungsstudien mit einem 1Cso = 1 UM gegen das
virale gp120 behaupten.®’

Vertreter der Gruppe der nichtagonistisch-nichtantagonistischen ,,neutralen Inhibitoren ist der
humanisierte monoklonale Antikdrper PRO140 (Progenics Pharmaceuticals), der bereits die

Phase 11 der klinischen Studien erfolgreich abschlieRen konnte.®®
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2. Methoden

2.1 Peptidsynthese

Die von Robert B. Merrifield entwickelte Festphasensynthese ist ein Syntheseweg fir Peptide
an einem festen Trager.®® Die Synthese basiert auf einer Verknipfung der gewiinschten
Aminosauren an einem Polystyrolharz, wobei das Peptid entgegen der biologischen Richtung
vom C- zum N-Terminus synthetisiert wird. Der grofite Vorteil dieser Methode besteht darin,
dass das gewinschte Produkt bei jedem Schritt am Harz gebunden bleibt, so dass die
jeweiligen Reaktionslosungen durch einfaches Waschen entfernt werden konnen. Der
Syntheseweg besteht aus mehreren Schritten, um einen Kupplungszyklus zu durchlaufen
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematischer Ablauf eines Kupplungszyklus der Festphasenpeptidsynthese. Ein Zyklus
lasst sich in Entschitzung der am Harz befindlichen Aminosaure, Kupplung einer zweiten Aminosaure

und capping einteilen. AbschlieBend wird das erhaltene Peptid vom Harz abgespalten.

Nach der Entschiitzung mit Piperidin der Fmoc-geschiitzten Aminofunktion®*? der terminal
am Harz befindlichen Aminosdure wird die in der Sequenz folgende Aminosdure
hinzugegeben. Diese wird in situ mit O-(Benzotriazol-1-yl-)-N,N,N*,N -tetramethyluronium-
tetrafluoroborat (TBTU) zum Aktivester an der Carboxyfunktion aktiviert, wodurch es zur
Kniipfung einer neuen Amidbindung kommt.*® Die nicht umgesetzten Aminofunktionen
werden in einem n&chsten Schritt, dem capping, mit Essigsaureanhydrid verestert, um keine
Deletionsprodukte zu erhalten. Diese Zyklen werden solange durchlaufen, bis die gew(inschte
Sequenz am Harz erhalten wird. Abschliefend wird das Peptid mit Trifluoressigsaure und
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Triisopropylsilan abgespalten, wobei gegebenenfalls die Seitenschutzgruppen ebenfalls mit
abgespalten werden.®*
Durch mikrowellenunterstiitzte Synthese lassen sich die Ausbeuten und Reinheiten der

synthetisierten Peptide verbessern.*>*

2.3 Oberflachenplasmonenresonanz

Anfang der neunziger Jahre gelang es der Firma Biacore (Uppsala, Schweden) ein auf der
Oberflachenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR) beruhendes Sensorchip-
Messsystem (Abbildung 8) zu etablieren, welches in der Lage ist, Interaktionen zwischen
Biomolekiilen zu beobachten.®’

Die Oberflachenplasmonenresonanz wird erzeugt, indem Licht an einem Trager geméal dem
Totalreflexionsgesetz reflektiert wird und somit die Oberflachenplasmonen des auf dem
Glastrager befindlichen dunnen Goldfilms angeregt werden und ein evaneszierendes Feld
erzeugen.® In einem bestimmten Totalreflexionswinkel, dem SPR-Winkel, kommt es zur
Resonanz der Plasmonen und somit einer Verstarkung des evaneszierenden Feldes.” Auf
diesem Goldfilm ist eine Dextranmatrix aufgetragen, an der der zu untersuchende Rezeptor
kovalent gebunden ist. Ein weiterer Bestandteil des Messsystems ist eine Flusszelle, in der sich
der zu untersuchende Bindungspartner in Lésung befindet.!%** Ein Wechselwirkungsereignis
zwischen diesen beiden Komponenten fithrt durch Anderung des Brechungsindex zu einer
Anderung des SPR-Winkels. Da mit dem Auftreten von SPR eine Reduktion der Intensitat des
reflektierten Lichtes messbar ist, wird durch Anderung des Winkels die Verschiebung der
Intensitatsmimima erfasst. Die Verschiebung des Intensitdtsminimums der Totalreflexion ist
also der den Messungen zugrunde liegende Parameter zur Verfolgung von

Bindungsereignissen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines SPR-Messsystems. Interaktionen zwischen Rezeptor und
Ligand werden durch Anderung des SPR-Winkels detektiert.'*

Als Signal wird die zeitliche Veranderung des SPR-Winkels in RU (response unit) erfasst,

wobei eine Massendanderung von etwa 1 pg einer Antwort von 1 RU entspricht. Da die

Injektion der gelosten Komponente jedoch auch ohne spezifisches Bindungsereignis zu einer

gewissen Verdnderung des RU-Wertes fihrt, wird parallel zur Messung der Flusszelle stets

eine Referenzzelle vermessen, auf der kein Bindungspartner immobilisiert wurde. Erst die

Differenz dieser beiden RU-Werte stellt das Sensorgramm (Abbildung 9) dar. Die in Lésung

befindliche Komponente wird durch die Flusszelle geleitet und der RU-Wert steigt, sofern eine

Assoziation stattfindet. Nach einer leichten Dissoziation des Bindungspartners, induziert durch

Beendigung der Injektion, wird mit Hilfe einer geeigneten L&sung regeneriert. Das

Sensorgramm ist die Auftragung der RU-Werte von der Injektion bis zur Regeneration gegen

die Zeit.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines SPR-Sensorgramms.
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Die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp lasst sich bestimmen, indem eine
Konzentrationsreihe vermessen wird und die maximale RU-Antwort gegen die Konzentration
aufgetragen wird. Durch Anpassung eines 1:1-Bindungsmodell (One-Site-Binding,
Gleichung 1) an die experimentellen Datenpunkte kann die Dissoziationskonstante ermittelt
werden.

Ce
(Kp +¢5)

Gleichung 1: One-Site-Binding-Modell. Wobei RU = response unit, cg = Konzentration der geldsten

RU=RU,, -

Komponente und Kp = thermodynamische Dissoziationskonstante.

2.2 Durchflusszytometrie

Allgemein dient die Durchflusszytometrie als optisches Messverfahren der Charakterisierung
von Einzelzellen, die mit Fluoreszenzmarkern gefarbt sein kénnen.

Um die Analyse von einzelnen Zellen gewahrleisten zu kénnen, bedient sich dieses Verfahren
der hydrodynamischen Fokussierung.’%*% Dabei werden die fluoreszenzmarkierten Zellen
mittels eines Hullstroms in die Messkammer zum Analysepunkt transportiert, was dazu fihrt,
dass die Zellen einzeln die Kammer durchlaufen. In der Kammer befindet sich ein Laser als
optische Lichtquelle, der auf den Fluss der Zellsuspension gerichtet ist. Die eingesetzten
Argon- oder Heliumneonlaser (z.B. FL1-FITC-A =488 nm, FL2-PE-A = 633 nm) werden
durch Reflexionsspiegel verstarkt und die Wellenldnge mit Hilfe eines Prismas eingestellt. Die
am Kreuzungspunkt von Lichtstrahl und markierter Zelle verursachten Fluoreszenzanregungen
und Streulichteffekte werden detektiert. Die Lichtstreuung wird hierbei sowohl im
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) bei einem Winkel von 0 - 10° als auch im
Seitwartsstreulicht (Sidewards Scatter, SSC) bei 90° erfasst (Abbildung 10). Mit Hilfe des FSC
lasst sich die Grolie der Zellen bestimmen, der SSC ist ein Indikator der Granularitat der Zelle.
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Abbildung 10: Aufbau einer durchflusszytometrischen Messkammer. Der auf die Zellprobe auftreffende
Laserstrahl wird gestreut und im SSC und FSC detektiert.'®

Die Zellen werden mit Antikorpern gegen ein auf den Zellen vorhandenes Antigen markiert.
Diese Antikorper sind in der Regel mit Fluorochromen wie dem Phycoerythrin (PE) konjugiert,
deren Fluoreszenz zur Detektion genutzt wird. Dabei muss das Absorptionsmaximum der
Fluorochrome der Wellenl&nge des verwendeten Lasers entsprechen.

Die Messwerte, die jeweils eine Zelle mit bestimmten Parametern représentieren, kénnen
einerseits in einer Haufigkeitsverteilung (Histogramm) als Einparameterdarstellung
wiedergegeben werden. Andererseits bietet sich die Mdoglichkeit, die Daten in einem
Punkthistogramm, dem sogenannten Dotplot (Zweiparameterdarstellung) darzustellen. Die
Dotplots sind x,y-Diagramme, in denen jede gemessene Zelle als ein Punkt wiedergegeben ist
und die resultierenden Punktwolken jeweils Zellen mit ahnlichen Eigenschaften représentieren.
Es konnen verschiedene Parameter wie SSC, FSC oder die Kandle der einzelnen Laser FL-1
und FL-2 gegeneinander aufgetragen werden. In den Diagrammen kann eine Eingrenzung
(gating) vorgenommen werden, um nur solche Zellen zu analysieren, die bei der Auswertung
von Interesse sind.

Um die erhaltenen Fluoreszenzdaten der Durchflusszytometrie zu quantifizieren, werden
sogenannte Beads zur Hilfe gezogen.®%" Diese Beads sind kleine Kugeln unterschiedlicher
Populationen, die mit vier definierten Anzahlen an Fluorochromen konjugiert sind. Werden die
Beads vermessen, konnen die erhaltenen mittleren Fluoreszenzintensitdten der einzelnen
Populationen gegen die definierten Fluorochromanzahl aufgetragen werden und mittels einer
linearen Regression und eine Kalibriergerade erstellt werden, die eine Quantifizierung der

gebundenen Fluorophore iiber die gemessene Fluoreszenzintensitat erlaubt.'% ™
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2.4 Sattigungstransfer-Differenz-STD-NMR-Spektroskopie
Die Séttigungstransfer-Transfer-STD-NMR-Spektroskopie ist eine Methode zur Detektion von

Bindungsereignissen zwischen Proteinen und kleinen Liganden.”***? Diese Technik kann
sowohl zum screening von Substanzbibliotheken eingesetzt werden als auch zur Identifikation
von Bindungsepitopen und Bestimmung der thermodynamischen Dissoziationskonstante Kp.
Bei dieser NMR-Technik wird ausgenutzt, dass Proteine mit einer Masse grofier als 10 kDa
kleine T,-Relaxationszeiten und daraus resultierend grof3e Linienbreiten aulerhalb des
spektralen Bereichs kleiner Molekile aufweisen. Wird eine selektive Pulskaskade im
sogenannten on-resonance-Spektrum in diesem spektralen Bereich eingestrahlt, kommt es
durch Spindiffusion zu einer selektiven Sattigung Uber das gesamte Protein. Ist in diesem
Moment ein kleines Molekdl an das Protein gebunden, wird die Sattigung vom Protein auf den
Liganden Ubertragen, wobei die Intensitdt der Sattigung abhangig vom Abstand des Proteins
und seinem Liganden ist.

Neben dem on-resonance-Spektrum wird ein off-resonance-Spektrum aufgenommen, bei dem
ein Séattigungspuls auBerhalb des spektralen Fensters bei 40 ppm eingestrahlt wird. Dieses
Spektrum weist normale Signalintensitaten auf und dient als Referenz. Das Differenzspektrum
des off-resonance- und on-resonance-Spektrums zeigt ausschlieBlich die Signale der
Ligandprotonen, die an der Bindung zum Protein beteiligt sind (Abbildung 11).

nichthindende Ligand Komplex aus

Molekiile

>
L

Rezeptor und Ligand

selektive
Sattigung

H off-resonarnce Spektrum

'H on-resonance Spekirum

H J— Differenzspekirum (STD)

Abbildung 11: Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie. Im on-resonance-Spektrum wird das Protein
selektiv gesattigt. Die Sattigung wird auf gebundene Liganden tbertragen, die in Ldsung zu verminderten
Ligandsignalen im Spektrum fihren. Im off-resonance-Spektrum fuhrt ein Sattigungspuls aufierhalb des
spektralen Fensters zu einem Spektrum mit normalen Signalintensitéten. Das Differenzspektrum zeigt die

Ligandprotonen, die an der Bindung zum Protein beteiligt sind.
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Die Intensitaten der Ligandsignale unterliegen der Abhéngigkeit, dass die Kreuzrelaxationsrate
der Protonen umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des Abstands des Proteins ist. Dies
bedeutet, dass Protonen, die ndher am Protein liegen, intensive Signale im STD-Spektrum
bedingt durch eine hohere Sattigung ergeben. Durch diese Abstandsabhéngigkeit ist es
maoglich, ein Bindungsepitop zu erstellen.
Die thermodynamische Dissoziationskonstante lasst sich bestimmen, indem eine
Titrationsreihe mit verschiedenen Ligandkonzentrationen aufgenommen wird. Aus den
STD-Effekten kann anschlieRend der STD-Amplifikationsfaktor bestimmt werden
(Gleichung 2).
STDampI = ﬁ.%

e [Pl

Gleichung 2: Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors STDgmy. Mit lo:  Signalintensitdt im
off-resonance-Spektrum, lsat: Signalintenstiat im on-resonance-Spektrum,

[L]o: Gesamtligandkonzentration und [P]y: Gesamtproteinkonzentration.

Durch Auftragung des STD-Amplifikationsfaktors gegen die Ligandkonzentration [L]o und
Anpassung des One-Site-Binding-Modells an die Datenpunkte wird die Dissoziationskonstante

Kp ermittelt.

2.5 Sattigungstransfer-Doppeldifferenz-STDD-NMR-Spektroskopie

Durch diese Variante der STD-NMR-Spektroskopie ist es moglich, membranstéandige Proteine,
als Liposomen oder an intakten Zellen vorliegend, zu vermessen.'®* Da die Komplexe aus
Protein und Ligand in diesem Fall eine sehr hohe Masse und somit hohe Spindiffusion
aufweisen, kann Sattigungstransfer auf weitere kleine Molekile auftreten. Um diese
unerwiinschten Signale aus dem Spektrum zu eliminieren, wird das sogenannte
Doppeldifferenzverfahren angewandt. Dazu wird ein STD-Spektrum aufgenommen, in dem
sich einzig die Liposomen befinden. Ein weiteres STD-Spektrum mit Liposomen und Ligand
wird erstellt, von dem das STD-Spektrum mit Liposomen subtrahiert wird. Das erhaltene
STDD-Spektrum enthélt nur die Ligandsignale, die an das membranstandige Protein gebunden
sind (Abbildung 12).
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STDD-Spektrum = Spektrum A - Spektrum B
Abbildung 12: Prinzip der STDD-NMR-Spektroskopie.'™* Ein Spektrum, welches nur Signale von
Liposomen enthalt, wird vom STD-Spektrum von Liposomen und Ligand subtrahiert. Das erhaltene
STDD-Spektrum zeigt die Signale der bindenden Ligandprotonen.**®

2.6 Konformationsanalyse von Peptiden

Die Konformation von Peptiden in wassriger LoOsung lasst sich  mithilfe
NMR-spektroskopischer Methoden analysieren.’*> Die Konformation des Peptidriickgrats l4sst
sich tiber die Torsionswinkel ¢ und y beschreiben (Abbildung 13).*°

Abbildung 13: Torsionswinkel ¢ und w des peptidischen Ruckgrats, die Auskunft Giber die Konformation
von Peptiden geben.'"’
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Da 3J-Kopplungskonstanten abhangig vom Torsionswinkel sind, lassen sich die
Torsionswinkel durch Ermittlung der Kopplungskonstanten aus NMR-Spektren bestimmen.

Der Zusammenhang wird durch die Karplus-Beziehung''®

(Gleichung 3) beschrieben, wobei ¢
der Karpluswinkel ist und A, B und C empirische Karpluskoeffizienten darstellen:
%J(¢) = Acos® ¢+ Bcosg+C

Gleichung 3: Karplus-Beziehung.

Durch Parametrisierungen und quantenmechanische Berechnungen lasst sich Gleichung 3 nach
dem Torsionswinkel ¢ auflésen und ergibt mit den Karpluskoeffizienten flr Peptide folgende

Karplus-Gleichung:

2
¢ = 60°+ar cos 13, (ﬁj —[—LS_JJ
134 134 6.7

Gleichung 4: Karplus-Gleichung.

Gleichung 4 ergibt maximal vier Ldsungen fiir den Torsionswinkel. In Anbetracht des
Ramachandran-Plots sind jedoch nicht alle Werte mdglich, da nur gewisse Bereiche

vollstandig erlaubt sind oder im sogenannten outer limit liegen.**°

Neben der Ermittlung von Torsionswinkeln aus skalaren Kopplungskonstanten, besteht die
Méglichkeit aus dipolaren Relaxationen zweier Kerne interatomare Abstande zu ermitteln.*?*
122 Mittels des Nuklearen Overhauser Effektes (NOE) aus NOESY-NMR-Experimenten
koénnen Abstande zweier Kerne S und | erfasst werden. Das NOESY-Experiment ist eine
2D-Kaorrelation uber dipolare Kopplungen. Die darin observierten NOE-Effekte werden durch
die Kreuzrelaxation vermittelt, die durch Null- und Zweiquantenlbergange entsteht. Die
Solomon-Gleichung (Gleichung 5) beschreibt die Verstarkung der Intensitat des NOE-Signals,

die mit der Kreuzrelaxationsrate o5 korreliert.*?

o W, -W
f'{S}J_S'iEy_S[W +§v\/'iw}
0 1 2

Gleichung 5: Solomon-Gleichung. Wobei f; = Verstdrkung der Intensitdt des NOE-Signals von Kern I,
y = gyromagnetisches Verhaltnis des Kerns, ;s = Kreuzrelaxationsrate, p;s = Eigenrelaxationsrate,

W, = Nullguanteniibergangswahrscheinlichkeit und W, = Zweiquantentbergangswahrscheinlichkeit.

Die Kreuzrelaxationsrate os ist die Differenz der Zweiquanteniibergangswahrscheinlichkeit W,

und der Nullguanteniibergangswahrscheinlichkeit Wy und ist somit proportional zum Aufbau



Methoden 21

des NOEs, wahrend die Eigenrelaxationsrate p;s den Abfall des der Signalintensitaten und
damit auch der observierten NOEs darstellt. Aus Gleichung 6 geht hervor, dass eine direkte

Korrelation zwischen Kreuzrelaxationsrate ais und dem Abstand r,s zweier Kerne existiert.'?*

6 T
e =W, -W. ocp?d—— __ql%c
s =W Mo o {1+4wgf3 }r,g

Gleichung 6: Berechnung der Kreuzrelaxationsrate eines NOEs. Wobei wg = Lamorfrequenz,

7. = Korrelationszeit und r;s = Abstand zwischen den Kernen | und S.

Werden NOESY-NMR-Messungen durchgefuhrt, kdénnen Abstandsinformationen zweier
Protonen erhalten werden. Wahrend der Mischzeit baut sich der NOE zunéchst auf, bis ein
Maximum erreicht wird, bei dem Kreuzrelaxationsrate und Eigenrelaxationsrate gleich hoch
sind (Gleichung 5). Anschlielend dominiert die Eigenrelaxationsrate, so dass bei weiter
steigender Mischzeit ein Abfall des NOEs detektiert wird. Das NOESY-Spektrum zeigt
Kreuzsignale, deren Volumina Verosspeak Proportional zum NOE sind. Werden die
Peakvolumina der NOE-Kontakte gegen die Mischzeiten aufgetragen, entsteht eine
Aufbaukurve.'® Durch Anpassen einer doppelt exponentiellen Funktion (Gleichung 7) an die
Aufbaukurve, kann aus der Steigung die Kreuzrelaxationsrate bestimmt werden. Das Produkt

der Parameter PO und P1 ergibt die Kreuzrelaxationsrate.

V _ PO . e7P2'[,n . (1_ e—Pltm)

crosspeak —

Gleichung 7:  Doppelt  exponentielle  Funktion zur  Anpassung der Aufbaukurve. Mit

Verosspeak = Kreuzpeakvolumen und t, = Mischzeit. PO, P1 und P2 sind dimensionslose Parameter.

Der Zusammenhang zwischen der Kreuzrelaxationsrate und dem Abstand zweier Protonen ist
in Gleichung 6 wiedergegeben. Da die Korrelationszeit meist unbekannt ist, werden die

Abstande mittels eines Referenzabstandes ermittelt (Gleichung 8).

o -6
ref
I’IS = rref [ )
Os

Gleichung 8: Berechnung des Abstandes zweier Kerne. Mit s = Abstand und ¢,s = Kreuzrelaxationsrate.

Als Referenzprotonenpaar bieten sich vicinale, aromatische Protonen an, da sie einen festen
Abstand aufweisen. Der Referenzabstand wird aus einer Computersimulation ermittelt, um so

anschlieflend die erwiinschten Abstande errechnen zu kdnnen.
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Aus der Gleichung 6 geht hervor, dass die Intensitidt des NOEs eine Funktion des Produktes
von Lamorfrequenz und Korrelationszeit ist. So durchlduft die Kurve einen Nulldurchgang,
wenn das Produkt ungefdhr 1.12 betrdgt (Abbildung 14) wund sich die beiden
Quantenibergangswahrscheinlichkeiten gegenseitig aufheben. Anschlielend erfolgt eine
negative Verstarkung der Intensitaten. Der Nulldurchgang ist ndherungsweise abhangig von
der GroRe der Molekule, wobei u.a. die Form des Molekils und die Viskositat der Losung eine
Rolle spielen. Bei einer Spektrometer-Frequenz von 500 MHz liegt der Nulldurchgang bei
800-1400 g/mol.

Im Gegensatz zu den Intensitaten der NOEs steht der Verlauf der ROE-Intensitaten.'** ROEs
werden mittels eines ROESY-NMR-Experimentes erhalten, in dem anstelle der longitudinalen
Relaxation die transversale Relaxation in Gegenwart eines Spinlockfeldes T;, eines
Zweispinsystems erfasst wird. Da sich die Kreuzrelaxationsrate des ROEs anders als beim
NOE verhélt, verandert sich die Intensitat der ROEs dahingehend, dass diese stets ein positives
Vorzeichen tragen (Abbildung 14). Die Kreuzrelaxationsrate ist auch bei diesem Experiment

proportional zu r,s® (Gleichung 9).

3 T

4 c

T <7 {Wz}r
0%c IS

Gleichung 9: Kreuzrelaxationsrate eines ROEs. Wobei w, = Lamorfrequenz, z. = Korrelationszeit und

s = Abstand zwischen den Kernen | und S.

Daher stellt das ROESY-NMR-Experiment eine gute Alternative bei Molekilen mit einer
Masse um ~1000 g/mol zum NOESY-NMR-Experiment dar.

NOE

. s

Abbildung 14: Abhangigkeit der Intensitat des NOEs und ROEs von dem Produkt aus Lamorfrequenz eq
und Korrelationszeit 7o. Im Gegensatz der NOE Intensitdten nehmen die Intensitdten der ROEs stets

positive Werte an.'?
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Ein Problem der ROESY-NMR-Experimente stellt das Auftreten von TOCSY-Artefakten
aufgrund des Spinlockfeldes wahrend der ROESY-Sequenz dar. Weiterhin beeinflussen die
offset-Effekte die Intensitaten der Kreuzsignale und lasst somit keine eindeutige Integration zu.
Um diese Probleme zu umgehen, kann die Pulssequenz EASYROESY verwendet werden.*?’ In
dieser Pulssequenz werden durch Anlegen eines Hochfeld- und Tieffeld-Spinlocks die
offset-Effekte verringert, so dass eine quantitative Integration ermdglicht wird und die

TOCSY-Artefakte unterdriickt werden.

Die spektroskopisch erhaltenen Winkel und Abstande liefern jedoch nur eine Struktur, die der
zeitlich gemittelten Konformation des Peptids entspricht. Um dieses Problem zu umgehen,
werden distance geometry (DG)-Algorithmen verwendet, bei denen die NMR-Daten als
Beschrankungen (constraints) zur Berechnung der Konformationen Verwendung finden. Das
verwendete Programm CYANA (combined assignment and dynamics algorithm for NMR
applications) berechnet mit einem ECEPP-Kraftfeld'® aus den Winkel- und
Abstandsbeschrankungen als einzige Freiheitsgrade Konformationen unter Einhaltung
realistischer Bindungslangen und —winkel.*?**** Da die Rechnungen im Torsionswinkelraum
stattfinden, werden Bindungsldngen, Chiralititen und Planaritaten auf dem Optimalwert
festgehalten. Diese randomisierten Strukturen werden anschlielend mit Hilfe des
Programmzusatzes REDAC (redundant dihedral angle constraints) optimiert, indem durch
Variationen der Torsionswinkel unter VVorlage der Abstédnde die Strukturen angepasst werden.
Die erhaltenen Zielfunktionswerte sind ein Mal} darlber, inwieweit die Beschrankungen erfillt

werden.

2.7 Molecular Modeling

Mit Hilfe des Molecular Modeling konnen dreidimensionale Molekiilstrukturen durch
computergestutzte Techniken simuliert, dargestellt und analysiert werden. Weiterhin sind auch
komplexe Systeme wie Protein-Protein-Wechselwirkungen oder dynamische Untersuchungen
modellierbar.

Kristallographische Daten oder mittels Computer erstellte neue Strukturen werden mit Hilfe
der auf einem Kraftfeld basierenden Molekildynamik-Rechenverfahrens beziglich ihrer
Konformation und ihrem dynamischen Verhalten optimiert.”®* Dabei dienen
Optimierungsalgorithmen der Findung von Konformationen minimaler potentieller Energie des
Molekdls. Molekilgeometrien und —energien werden unter der Annahme, dass Bindungen und

Bindungswinkel Standardwerte annehmen, berechnet.
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Einen besonderen Aspekt stellen Molecular Dynamics (MD)-Simulationen biologischer
Strukturen dar. Annahme hierfir ist, dass die Wechselwirkungen den Gesetzen der klassischen
Physik unterliegen. Die Bewegungen der einzelnen Komponenten eines Systems werden
numerisch schrittweise fiir alle Teilchen gleichzeitig erfasst.**" 1%

Bei diesen Simulationen wird vorab ein Volumen, die waterbox, definiert, in dem der zu
untersuchende Komplex in wassriger Lésung vorliegt. Weiterhin wird eine ausreichende
Konzentration an lonen hinzugeflgt, um das System im neutralen Zustand vorliegen zu haben.
Diese waterbox wird unter periodischen Randbedingungen als vierdimensionaler Torus
aufgestellt, um Randeffekte an den Wanden der waterbox zu umgehen.’* Basierend auf
Grundlagen der statistischen Mechanik konnen verschiedene Ensembles erstellt werden, in
denen physikalische GroRen wie die Temperatur (T), das Volumen (V), die Energie (E) oder
die Teilchenzahl (N) Uber den gesamten Zeitraum konstant gehalten werden. So stellt das
kanonische Ensemble ein System dar, in dem wahrend der Simulation die Teilchenzahl, das
Volumen und die Temperatur unveréndert bleiben (NVT-Ensemble) und einzig die Energie
variabel bleibt.

Das Programm Desmond (Schrddinger, D.E. Shaw Research) integriert vor der eigentlichen
Simulation optional eine Minimierung, wodurch das System in ein lokales Energieminimum
gefuhrt wird. Anschlielend erfolgt die eigentliche Simulation, in der alle Atome des Systems
nach einer berechneten Kraft, ausgelibt von den umgebenden Atomen, bewegt werden. Die
Simulationszeit liegt dabei im Nanosekundenbereich und die Energie und Trajektorie des
Systems wird in Abstdnden von Femtosekunden erfasst.

Nach Beendigung der Simulation ermdglicht das Simulation Quality Analysis Panel einen
Uberblick der totalen und potentiellen Energie, der Temperatur, des Drucks und des Volumens
wahrend der Simulationszeit. AuBerdem bietet Simulation Event Analysis die Mdéglichkeit, die
Entfernung von Schweratomen Uber die gesamte Simulation zu berechnen und somit mégliche

Interaktionen zu interpretieren.'*’
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3. Aufgabenstellung

Der CCR5-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Infektion mit dem Humanen
Immundefizienzvirus. Nach dem ersten Kontakt zum humanen CD4-Rezeptor dient CCR5 als
Corezeptor des viralen Proteins gp120. Da Menschen mit einem oder zwei CCR5A32 Allelen
keine gesundheitlichen Beeintrachtigungen durch HIV-Kontakt aufweisen, bietet sich der
Ansatz, diesen Corezeptor zu inhibieren, um eine virale Infektion zu unterbinden.>® 4"

Im Rahmen dieser Dissertation sollten in-silico-Sequenzen des viralen Oberflachenproteins
gpl120 identifiziert werden, die mogliche inhibitorische Fahigkeiten zum CCR5-Rezeptor
aufweisen. Diese Sequenzen sollten als Peptidbibliothek synthetisiert werden. AnschlieRend
sollte mittels Oberflachenplasmonenresonanz eine qualitative Aussage uber die mdglichen
Interaktionen dieser Peptide zum CCR5-Rezeptor getroffen werden und eine Leitstruktur
gefunden werden, die das groBte inhibitorische Potential aufweist. Da es sich bei dem Rezeptor
um einen Siebentransmembranrezeptor handelt, werden sémtliche Bindungsstudien mit Zellen
durchgefuhrt, die CCR5 (berexprimieren. Um eine quantitative Aussage der Bindungsstudien
fallen zu konnen, sollten die Zellen mittels Durchflusszytometrie hinsichtlich der Anzahl an
CCRb5-Rezeptoren untersucht werden. Anschliefend sollte diese optische Methode genutzt
werden, um Bindungsstudien durchzufuhren und die  thermodynamische
Dissoziationskonstante der Leitstruktur zu ermitteln.

Die Dissoziationskonstante, die durchflusszytometrisch bestimmt wurde, sollte mit einer
weiteren Methode, der STDD-NMR-Spektroskopie, verifiziert werden.

Ein wichtiger Anhaltspunkt zur Findung eines entry-Inhibitors ist die Verbesserung der
Dissoziationskonstanten durch Mimikrieren der Leitstruktur. Aus diesem Grund sollte die
Struktur des Leitpeptids mit Hilfe der NMR-Spektroskopie aufgeklart werden. Dazu sollten
Abstande und Winkel innerhalb des Peptids ermittelt werden und in-silico die Konformation
berechnet werden. Einen Vergleich sollte eine Molecular Dynamics-Simulation geben, in der
sich die Leitstruktur im interagierenden Zustand am CCR5-Rezeptor befindet. Da es sich bei
dem viralen gpl120 um ein Protein mit teilweise variabler Sequenz handelt, sollte eine
Homologie der betreffenden Sequenz aufgestellt werden. Insofern in der Leitstruktur variable
Aminosdauren  auftreten, sollten  die  Homologen  ebenfalls  mittels  einer
Molecular Dynamics-Simulation untersucht werden, um festzustellen, welchen Einfluss die

mdogliche Varianz der Sequenz auf die Wechselwirkung zum CCR5-Rezeptor ausibt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Ausgehend von einer in-silico Analyse des Komplexes aus gp120 mit dem Corezeptor CCR5*®
sollte untersucht werden, welche Bereiche des viralen Proteins neben der literaturbekannten
V3-loop eine Wechselwirkung mit dem humanen Rezeptor eingehen. In Abbildung 15 sind der
CCR5-Corezeptor (colored by atomtype) und das gp120 (rot koloriert) abgebildet. Rechts im
Bild ist die VV3-loop zu erkennen, die eine starke Interaktion zum humanen Corezeptor eingeht.
Die Aminosauren des gp120 auferhalb der V3-loop wurden dahingehend analysiert, ob eine
Entfernung unter 3 A zum CCRS5 vorliegt, da unterhalb dieser Entfernung davon auszugehen
ist, dass Wechselwirkungen wie beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen vorliegen. Um
die Aminoséauren des gp120 hervorzuheben, die eine Wechselwirkung zum CCRS5 in Bezug auf
ihre Entfernung eingehen konnen und nicht der V3-loop angehdren, wurden diese in blau

koloriert.

Abbildung 15: Crossed-eye-Darstellung des Komplexes des Corezeptors CCR5 (colored by atomtype) und
gp120 (rot koloriert). Die Aminosauren des gp120, die naher als 3 A zum humanen Corezeptor sind und

nicht der V3-loop angehdéren, sind in blau koloriert.
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Bei naherer Betrachtung dieser Region (Abbildung 16) stellte sich heraus, dass es sich bei
diesen Aminoséauren um zwei verschiedene Sequenzen des gp120 handelt. Zum einen zeigt die
Sequenz “*ACPKVS? der C1-Region (Peptid 1) eine wechselwirkende Nihe zum CCR5,
zum anderen weist die Sequenz “*APPIEGQI**® der C4-Region (Peptid 2) eine Nahe zum
Corezeptor auf, die eine Interaktion der beiden Proteine zulésst. Aus diesem Grund sollten die
Peptid 1, Peptid 2 und Analoga in dieser Arbeit synthetisiert und anschlieRend bezuglich ihrer
Affinitaten zum Corezeptor CCR5 untersucht werden.

Abbildung 16: Crossed-eye-Darstellung des Komplexes bestehend aus CCR5 (colored by atomtype) mit
gp120 (rot). Die Aminoséuren des gp120, die eine Entfernung zum Corezeptor unter 3 A aufweisen, sind
in blau koloriert. Es handelt sich hierbei um die Sequenzen 2*ACPKVS®® und *“*APPIEGQI**® des gp120.

4.1 Synthese und Analyse der Peptiden

Die Peptide wurden mit Hilfe automatisierter Festphasenpeptidsynthese (7.2.1, AAV 1 und
AAV 2) unter Verwendung von Rink-Amid-AM-Polystyrolharz als feste Phase hergestellt,
wobei einige der Synthesen mikrowellenunterstiitzt abliefen. Das durch die Sequenz bedingte
C205 wurde mit einem Serin aus Griinden der Handhabbarkeit substituiert (S). Als Aktivator
diente TBTU und als Aktivatorbase wurde DIPEA, beides gelést in DMF, verwendet. Ein
zusétzlicher capping-Schritt mit Essigsdureanhydrid in DMF diente zur Acetylierung nicht
umgesetzter Aminosauren nach dem Kupplungsschritt. Die Peptide wurden anschlielend mit

einer Losung aus TFA, TIPS und Wasser vom Harz abgespalten (7.2.1, AAV 4) und mit einem
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ungeschitzten N-Terminus und einem Carbonsdaureamid am C-Terminus erhalten. Die
Reinigung erfolgte zundchst mittels einer Etherextraktion nach 7.2.1, AAV 5, wobei unpolare
Nebenprodukte abgetrennt wurden. Abschliefend wurden die Peptide mit Hilfe RP-HPLC
gereinigt, bis diese eine Reinheit von mindestens 95% aufwiesen (7.2.1, AAV 6).

Die Peptide sind in Tabelle 1 tabellarisch zusammengefasst. Es sind sowohl ihre Lage der

gp120 Sequenz als auch die erhaltenen Ausbeuten nach der Reinigung angefiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht der synthetisierten Peptide, der jeweiligen Region im gp120, der Sequenzen und

Ausbeuten nach der Reinigung.

Peptid Region gp120 Sequenz Ausbeute [%0]
1 C1 ACPKVS 34

2 C4 APPIEGQI 22

3 C1 ASPKVS 54

4 C4 GSGSAPPI 6

5 C4 GSGSEGQI 7

6 C4 MYAPPIEGQIEG 4

7 c4 GSGSPIEGQI 2

Die Peptide 1-3 konnten in hohen Ausbeuten hergestellt werden, wohingegen die Ausbeuten
der Peptide 4-7 gering ausfielen. Grund hierfir kénnte sein, dass die Peptide 4-7 mit Hilfe

eines anderen Syntheserobotors hergestellt wurden.
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4.2 SPR-Messungen der Peptidbibliothek mit GHOST(3)-Zellen

Mit Hilfe der SPR-Messungen wurde die synthetisierte Peptidbibliothek in Hinblick auf die
Bindungsaffinitaten zum CCR5-Rezeptor qualitativ untersucht (Tabelle 2). Bei Peptiden, bei
denen eine Bindung detektiert wurde, wurde eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Fir die
Peptide 3 und 4 konnte keine Affinitdt zum CCRS5 detektiert werden. Die anderen Peptide
zeigten Wechselwirkungen zum Rezeptor. Die Interaktionen wurden jedoch bei dieser

Bindungsstudie nicht quantifiziert.

Tabelle 2: Ubersicht der SPR-Ergebnisse der untersuchten Peptide 2-7.

Peptid Sequenz Bindungsaffinitdt zum CCR5 Negativkontrolle

2 APPIEGQI starke Bindung keine Bindung

3 ASPKVS keine Bindung /

4 GSGSAPPI keine Bindung /

5 GSGSEGQI Bindung unspezifische Interaktion
6 MYAPPIEGQIEG starke Bindung keine Bindung

7 GSGSPIEGQI starke Bindung keine Bindung

Die Messungen der Oberflachenplasmonenresonanz wurden an einem Biacore J
(GE Healthcare) durchgefuhrt. Es wurde jeweils das Peptid auf einen SPR-Chip immobilisiert
(7.6.1) und anschlieRend die Affinitat von Zellen in Lésung analysiert (7.6.2). Bei allen
Messungen wurden Doppelt- bis Mehrfachbestimmungen mit Zellkonzentrationen von 3600,
1800, 900, 360 und 36 Z/uL durchgefihrt.

Die in dieser Arbeit verwendeten GHOST(3)-Hi5-Zellen und deren Parentalzellen des NIH
AIDS Research & Reference Reagent Program leiten sich von humanen Osteosarkomzellen ab.
GHOST(3) steht fiir green fluorescent osteosarcoma cell, diese Zellen beinhalten ein
GHOST(3)-Indikatorpanel mit einem Promotor, der bei einer HIV-Infektion aktiviert wird.
Neben einer Expression des CD4-Rezeptors bei beiden Zellarten liegt bei den GHOST(3)-
Hi5-Zellen weiterhin eine Expression des CCR5-Corezeptors vor.*®
GHOST(3)-Hi5-Zellen lber Resistenzgene gegen Zytostatika.

Die GHOST(3)-Hi5-Zellen dienten zur Messung von Interaktionen der Peptide und dem

AuRerdem verfiigen die

CCR5-Rezeptor, wéhrend die Parentalzellen zur Negativkontrolle Verwendung fanden.
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4.3.1 SPR-Messungen der C1-Region des gp120

Da die Region *>*ACPKVS?® entsprechend des Peptids 1, die in-silico eine Bindung zum
CCRb5-Rezeptor eingeht, ein Cystein beinhaltet, wurde die Aminosaure C205 zur besseren
Handhabung gegen ein Serin getauscht. Mit dem Peptid 3, das der Sequenz *ASPKVS?® der
C1-Region des gpl20 entspricht, wurden SPR-Bindungsstudien mit GHOST(3)-Hi5-Zellen
durchgefuhrt. Es konnten 53.2 fmol des Peptids durch Amidkupplung des N-Terminus auf
einen SPR-Chip immobilisiert werden. Aus den Sensorgrammen der Abbildung 17a, b wird
ersichtlich, dass dieser Teil des Proteins keine Wechselwirkung mit dem CCR5-Rezeptor
eingeht. Die erhaltenen Sensorgramme weisen weder positive RU-Antworten auf, noch sind
diese konzentrationsabhéngig. Aus diesem Grund wurde die Sequenz der C1-Region fir

weitere Untersuchungen verworfen.

- (@)

Abbildung 17: SPR-Bindungskurven von Peptid 3 (ASPKVS) mit CCR5 exprimierenden
GHOST(3)-Hi5-Zellen. Es wurden zwei Durchfiihrungen der Messung durchgefihrt (a, b). Aus den
Sensorgrammen geht hervor, dass keine spezifische Bindung stattfand. Es wurden Zellkonzentrationen
von 3600 Z/uL (rot), 1800 Z/uL (blau), 900 Z/uL (mangenta), 360 Z/uL (grau) und 36 Z/uL (cyan)

vermessen.

4.3.2 SPR-Messungen der C4-Region des gp120
Zunachst wurde Peptid 2 der Sequenz “**APPIEGQI*?® der C4-Region des gp120 mittels SPR

mit GHOST(3)-Hi5-Zellen vermessen, wobei vorab 81.1 fmol des Octapeptids immobilisiert
werden konnten. Die Sensorgramme sind in Abbildung 18a, b dargestellt. Bei der niedrigsten
Zellkonzentration (36 Z/pL, cyan) konnten RU-Antworten von ungefdhr 5 RU erhalten
werden, gefolgt von der Konzentration von 360 Z/uL (grau) mit 10 RU. Bei der Konzentration
von 900 Z/uL (mangenta) konnten RU-Antworten um 15 RU detektiert werden, die
RU-Antworten der zweithéchsten Konzentration (1800 Z/uL, blau) lagen bei etwa 30 RU. Die
RU-Antworten der hochsten Zellkonzentration (3600 Z/pL, rot) lagen im Bereich von 40 RU.
Somit sind die RU-Antworten der Zellen in beiden Sensorgrammen stark

(b)
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konzentrationsabhangig, was einer spezifischen Wechselwirkung zwischen Rezeptor und
Ligand entspricht.
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Abbildung 18: SPR-Sensorgramme des Peptids 2 (APPIEGQI). Die Messung wurde zweimal
durchgefiihrt (a, b). Es wurden Konzentrationen von 3600 (rot), 1800 (blau), 900 (mangenta), 360 (grau)
und 36 (cyan) Zellen/pL vermessen.

Neben den GHOST(3)-Hi5-Zellen wurden ebenfalls Parentalzellen mit gleichen
Zellkonzentrationen vermessen. Diese Zellen exprimieren den CCR5-Rezeptor nicht und
dienen somit einer Negativkontrolle.

Die Sensorgramme (Abbildung 19) des Peptids 2 mit den Parentalzellen weisen keine
spezifische Bindung auf. Die Kurven unterliegen keiner Konzentrationsabhéngigkeit und

haben nicht den typischen Verlauf einer Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand, der durch
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eine Anfangssteigung und einem Sattigungsplateau charakterisiert ist. Daraus geht hervor, dass

die Wechselwirkung zwischen GHOST(3)-Hi5-Zellen und 2 spezifischer Natur ist.
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Abbildung 19: Negativkontrollsensorgramme des Peptids 2. Mit rot: 3600 Z/uL. blau: 1800 Z/uL,
mangenta: 900 Z/uL, grau: 360 Z/uL und cyan: 36 Z/uL.

Um das Bindungsmotiv des Peptids 2 ndher zu untersuchen, wurde die Sequenz in zwei
Peptide unterteilt. Da sequenzbedingt die Peptide lediglich am N-Terminus an den Chip mittels
Amidkupplung immobilisiert werden kénnen, wurde N-terminal ein GSGS-Motiv eingefiihrt,
damit die Peptide flr die Zellen leichter zugénglich sind.

Die erste Halfte der Sequenz von Peptid 2 findet sich in dem Octapeptid 4 (GSGS**APPI**?)
wieder. VVon diesem Octapeptid konnten 144.6 fmol auf einen SPR-Chip immobilisiert werden.
Die anschlieBenden SPR-Messungen mit GHOST(3)-Hi5-Zellen zeigten, dass dieser Teil des
Leitmotivs keine Interaktion mit dem CCR5-Rezeptor eingeht (Abbildung 20a, b). Begriinden
lasst sich dies durch die nicht konzentrationsabh&ngigen RU-Antworten, die im niedrigen

negativen Bereich lagen und somit keine spezifische Wechselwirkung repréasentieren.
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@ -~ 0 .

Abbildung 20: SPR-Sensorgramme des Peptids 4. Es wurde eine Doppelbestimmung (a, b) der Messung
durchgefiihrt. Die Zellkonzentrationen betrugen 3600 (rot), 1800 (blau), 900 (mangenta), 360 (grau) und
36 (cyan) Zellen/pL.

Das Peptid 5 (GSGS*’EGQI**®) spiegelt die zweite Halfte des Motivs des Peptids 2 wieder.
Auch in dieser Sequenz wurde N-terminal das GSGS-Motiv angefiigt. Es konnten 162.7 fmol
des Peptids auf einen SPR-Chip immobilisiert werden. Die mit GHOST(3)-Hi5-Zellen
vermessenen Sensorgramme sind in Abbildung 21a, b dargestellt. In dem ersten Sensorgramm
konnte eine maximale RU-Antwort von 55 RU detektiert werden, wobei die Ausschlage der
RU-Antworten bei der Konzentration 3600 Z/uL von Zellaggregaten herriihren. Die einzelnen
Konzentrationen sind, mit Kkleinen Abweichungen, beziglich ihrer RU-Antworten
reproduzierbar. Die starke Konzentrationsabhéngigkeit der RU-Antworten zeigt, dass die
Wechselwirkung von Peptid 5 und CCR5-Rezeptor spezifischer Natur ist. Im zweiten
Sensorgramm liegt die maximale RU-Antwort bei deutlich hoheren Werten. Grund hierfr ist
eine unspezifische Interaktion der Zellen mit dem Immobilisat, was bei sehr hohen
Zellkonzentrationen auftreten kann. Ab der Konzentration von 1800 Z/uL sind die
RU-Antworten bereits identisch zu denen des ersten Sensorgramms und unterliegen auch dort

einer reproduzierbaren Konzentrationsabhangigkeit.

(b)
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Abbildung 21: SPR-Sensorgramme des Peptids 5. Die Messung wurde zweimal durchgefiihrt (a, b). Die
Konzentrationen der vermessenen GHOST(3)-Hi5-Zellen lagen bei 3600 (rot), 1800 (blau), 900
(mangenta), 360 (grau) und 36 (cyan) Zellen/pL.
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Um die Bindungskurven der GHOST(3)-Hi5-Zellen mit dem Peptid naher analysieren zu
kénnen, wurden mit 5 ebenfalls Negativkontrollen mit Parentalzellen durchgefuhrt. Die
Sensorgramme sind in Abbildung 22 zu sehen. Die Kurven mit einer Konzentration von
3600 Z/uL weisen sehr hohe RU-Antworten auf, was fir eine unspezifische Wechselwirkung
sprechen koénnte. Alle anderen Konzentrationen, bis auf die niedrigste mit 36 Z/uL, liegen mit
ihren RU-Antworten in einem &hnlichen Bereich wie die Messungen mit GHOST(3)-Hi5-
Zellen. Die Verladufe der Sensorgramme weichen jedoch von den SPR-Messungen mit
GHOST(3)-Hi5-Zellen ab, da die anfanglichen Steigungen der Assoziation anders verlaufen
und die Kurven kein Sattigungsplateau erreichen, sondern linear ansteigen. Diese Merkmale
sind ein Indiz einer unspezifischen Wechselwirkung mit der Zelloberflache. Es ist daher davon
auszugehen, dass das Peptid 5 sowohl unspezifische als auch spezifische Interaktionen mit den

Zellen aufweist.
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Abbildung 22: SPR-Negativkontrolle des Peptids 5. Mit rot: 3600 Z/uL. blau: 1800 Z/uL,
mangenta: 900 Z/uL, grau: 360 Z/uL und cyan: 36 Z/uL.

Die Leitstruktur 2 wurde weiterhin am C- und N-Terminus um jeweils zwei Aminosauren
verlangert, woraus das Dodecapeptid 6 (“**MYAPPIEGQIEG*®) resultierte. Auch dieses
Peptid wurde mittels SPR mit GHOST(3)-Hi5-Zellen vermessen, nachdem 138.5 fmol auf
einen SPR-Chip immobilisiert werden konnten. In den Sensorgrammen (Abbildung 23a, b)
treten durch eine zu hohe Zellkonzentration, wie bereits erwahnt, unspezifische Interaktionen
bei der Konzentration von 3600 Z/uL auf. Die RU-Antworten sinken darauffolgend bei der
Zellkonzentration von 1800 Z/pL auf Werte von 100 RU und folgen mit abnehmender
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Konzentration einer Konzentrationsabhangigkeit, die durch mehrfache Durchl&ufe der gleichen

Konzentration reproduziert werden konnten.
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Abbildung 23:SPR-Sensorgramme des Peptids 6. Es wurden Zellkonzentrationen von 3600 Z/pL (rot),
1800 Z/pL (blau), 900 Z/uL (mangenta), 360 Z/pL (grau) und 36 Z/uL (cyan) in einer Doppelbestimmung

(a, b) analysiert.
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Das Sensorgramm der Negativkontrolle mit Parentalzellen (Abbildung 24) zeigt, dass die
Wechselwirkung von 6 mit diesen Zellen unspezifisch ist. Es findet zwar ein Bindungsereignis
mit RU-Antworten bis Werten von 30 RU statt, jedoch unterliegen die Sensorgramme keiner
Konzentrationsabhangigkeit. So liegt der RU-Wert der Konzentration von 1800 Z/pL
beispielsweise in der gleichen GrélRenordnung wie der der Kurven mit einer Konzentration von
36 Z/uL. Daher ist davon auszugehen, dass die Interaktion von 6 mit GHOST(3)-Hi5-Zellen,
im Gegensatz zu der Negativmessung, eine spezifische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung ist.
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Abbildung 24: SPR-Negativkontrolle des Peptids 6. Mit blau: 1800 Z/uL, mangenta: 900 Z/uL, grau:
360 Z/uL und cyan: 36 Z/uL.

AbschlieBend wurde die Leitstruktur 2 dahingehend modifiziert, dass das Motiv des Peptids 5
um die zwei direkten, zum N-Terminus benachbarten, Aminosdauren und einem GSGS-Motiv
verlangert wurde. Dieses resultierende Decapeptid 7 (GSGS**®PIEGQI***) wurde auf einen
SPR-Chip immobilisiert (153.3 fmol) und dann mit Hilfe der Oberflachenplasmonenresonanz
mit GHOST(3)-Hi5-Zellen vermessen (Abbildung 25). Der hohe anféngliche Ausschlag der
RU-Antwort bei der Konzentration von 3600 Z/pL (rot) wurde vermutlich durch Zellaggregate
verursacht. Auch in diesem Sensorgramm folgen die RU-Antworten einer
Konzentrationsabhangigkeit, wobei bei den hohen Konzentrationen von 3600 und 1800 Z/pL

die RU-Antworten den gleichen Sattigungsbereich erreichen.
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Abbildung 25: SPR-Sensorgramm des Peptids 7. Es wurden Messungen bei Konzentrationen von

3600 Z/uL (rot), 1800 Z/uL (blau), 900 Z/uL (mangenta), 360 Z/uL (grau) und 36 Z/uL (cyan)
durchgefihrt.

Aus dem Sensorgramm der Negativkontrolle des Peptids 7 (Abbildung 26) geht hervor, dass
die RU-Antworten bei verschiedenen Konzentrationen willklrliche Werte annehmen. Die
hochsten Konzentrationen (3600 und 1800 Z/uL) erreichen lediglich Werte um 0 RU,
wohingegen die niedrigeren Konzentrationen, wie beispielsweise die Konzentration von
360 Z/uL (grau), Werte um 20 RU erreichen. Diese konzentrationsunabhéngige
Negativkontrolle belegt, dass die Bindungsstudien von 7 und GHOST(3)-Hi5-Zellen
spezifische Interaktionen représentieren.
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Abbildung 26: SPR-Sensorgramme der Negativkontrolle von Peptid 7. Die Zellkonzentrationen betrugen

3600 Z/uL (rot), 1800 Z/uL (blau), 900 Z/uL (mangenta), 360 Z/pL (grau) und 36 Z/pL (cyan).
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4.3.3 Auswertung der SPR-Daten

Bei der durchgefuhrten Form der SPR-Messungen ist es nicht mdglich, das
One-Site-Binding-Modell (Gleichung 1) an die aus den Sensorgrammen resultierenden
Datenpunkte anzupassen. Da die Zellen eine Grofe von 17 pm aufweisen, ist davon
auszugehen, dass eine Zelle mit mehr als nur einem immobilisierten Peptid gleichzeitig in
Interaktion tritt. Ein weiterer Aspekt ist, dass die Messgerate lediglich Massenzunahmen am
Chip bis zu einer Entfernung von 0.3 pm der angelagerten Vesikel detektieren.**® Bei den
verwendeten eukaryotischen Zellen, die groRer als der optimale GrdRenbereich von 0.3 pm
sind, ragt ein beachtlicher Anteil aus dem Messbereich heraus, der nicht vom Gerét erfasst
werden kann. Auch kann nicht festgelegt werden, wie viele zelluldre Rezeptoren sich auf der
Seite der Zelle befinden, die gerade zu den immobilisierten Peptiden ragt. Daher ist eine
quantitative Aussage der Rezeptorkonzentration unmdglich zu treffen. AuBerdem ist davon
auszugehen, dass wéhrend der Injektion die Zellen durch Scherkréfte innerhalb kiirzester Zeit
zerrissen werden kénnen und nur noch Membranfragmente der Zelle wechselwirken.

Ein weiterer Nachteil dieser Form der Oberflachenplasmonenresonanz ist, dass die zu
untersuchenden Peptide immobilisiert werden. Grund hierfur ist, dass der CCR5-Rezeptor als
Siebenhelixtransmembranrezeptor nicht immobilisiert werden kann, ohne dessen Funktion zu
zerstoren. Durch die Immobilisierung der Peptide ist nicht deren komplettes Motiv fur den
Rezeptor zuganglich, was die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor stark beeinflussen
kann. Daher wurde in dieser Arbeit bei kurzen Peptidfragmenten von vier Aminoséuren ein
GSGS-Motiv N-terminal angefligt, um eine rdumliche N&herung des CCR5-Rezeptors zu
gewahrleisten. Doch auch die Dextranmatrix kann die immobilisierten Peptide so weit
abschirmen, dass eine Interaktion zum zellularen Rezeptor gestort ist.

Aus diesen Grinden soll an dieser Stelle nicht, wie ublich, die Dissoziationskonstante Kp
mittels des One-Site-Binding-Modells bestimmt werden, sondern lediglich eine qualitative
Aussage Uber die spezifischen Bindungen der Peptide mit dem CCR5-Rezeptor getroffen
werden. Daher werden in den anschlieBenden Bindungsisothermen die RU-Antworten gegen
die Zellkonzentrationen und nicht gegen die Rezeptorkonzentration aufgetragen. Es wird bei
allen Auftragungen das One-Site-Binding-Modell an die Datenpunkte angepasst, um einen
maoglichen Kurvenverlauf zu verdeutlichen, die Ergebnisse werden jedoch nicht angefiihrt, da

dieses MeRsystem keine Quantifizierung der Datenpunkte zul&sst.

In Abbildung 27 sind die gemittelten RU-Antworten des Peptids 2 gegen die
Zellkonzentrationen der GHOST(3)-Hi5-Zellen aufgetragen, wobei beide in Abbildung 18
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gezeigten Messungen als Doppelbestimmung dargestellt sind. Weiterhin wurde ein Nullpunkt
eingefligt. Es ist zu erkennen, dass die représentierten Wechselwirkungen bis zu einer
Zellkonzentration von 1800 Z/uL einem spezifischen Kurvenverlauf folgen und bei diesem
Wert einen Sattigungsbereich erreichen. Der weitere Kurvenverlauf der Datenpunkte ist linear
und somit liegen unspezifische Interaktionen vor. Dies lasst sich auch damit begriinden, dass
die Abweichungen der RU-Antworten der beiden Messungen bei hoheren Zellkonzentrationen

starker voneinander abweichen.
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Abbildung 27: Auftragung der RU-Antworten des Peptids 2 gegen die Zellkonzentration. Es wurden beide
SPR-Messungen als Doppelbestimmung graphisch dargestellt.

Die Doppelbestimmung des Peptids 5 ist in Abbildung 28 dargestellt. Es wurden die
gemittelten RU-Antworten gegen die Zellkonzentration aufgetragen. Die Abweichung der
Datenpunkte bei den einzelnen Zellkonzentrationen liegt bei etwa 10 RU, bei der hdchsten
Zellkonzentration sogar etwa bei 20 RU. Nichtsdestotrotz sind die beiden Verldufe der
Datenpunkte ahnlich. Die anfangliche Steigung beider Messungen ist recht flach. Bei einer
Zellkonzentration von etwa 3000 Z/uL zeichnet sich ein Sattigungsbereich der spezifisch
verlaufenden Kurve bei ungefdhr 50 RU ab. Der spezifische Kurvenverlauf der gezeigten
Datenpunkte ist nicht so stark ausgepragt wie der des Peptids 2. Auch liegt der
Séattigungsbereich bei weit hoheren Zellkonzentrationen, wohingegen die RU-Antworten
hohere Werte aufweisen. Es kann daher angenommen werden, dass die Abwesenheit der ersten
vier Aminosauren (***APPI*®) der Leitstruktur 2 zu einem Verlust der spezifischen Interaktion
mit dem CCR5-Rezeptor fihrt. Auf der anderen Seite kann die Wechselwirkung, die das

APPI-Motiv ausubt, keinen starken Beitrag zur Gesamtinteraktion liefern, da bei den
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SPR-Messungen des Peptids 4 der Sequenz GSGSAPPI keine Wechselwirkungen detektiert

werden konnten.

Doppelbestimmung von Peptid 5 _ GSGSEGAQI
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Abbildung 28: Doppelbestimmung der SPR-Messungen des Peptids 5. Es sind die RU-Antworten gegen

die Zellkonzentrationen aufgetragen.

Um den Einfluss des APPI-Motivs naher zu erldutern, wurde das Peptid 7 mit der Sequenz
GSGSPIEGQI vermessen, dessen Auftragung der erhaltenen RU-Antworten gegen die
Zellkonzentrationen in Abbildung 29 gezeigt ist. Der Verlauf der Datenpunkte stellt sehr
ausgepragt den Kurvenverlauf einer spezifischen Wechselwirkung dar. Die anféangliche
Steigung ist steil und erreicht bei einer Zellkonzentration von etwa 1800 Z/pL ein
Sattigungsplateau. Die RU-Antworten liegen zwischen den Werten der vorangegangenen
Messungen von Peptid 2 und 5 bei einem maximalen Wert von etwa 25 RU. Dies lasst darauf
schlieRen, dass innerhalb des APPI-Motivs die hier untersuchten Aminoséuren P438 und 1439
neben dem *°EGQI**-Motiv einen erheblichen Beitrag zur gesamten Interaktion zum CCR5

beisteuern.
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Bestimmung von Peptid 7 _ GSGSPIEGQI
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Abbildung 29: Auftragung der RU-Antworten des Peptids 7 gegen die Zellkonzentrationen.

Weiterhin wurde das Peptid 6 der Sequenz **MYAPPIEGQIEG*® vermessen, von dessen
Doppelbestimmung die RU-Antworten gegen die Zellkonzentrationen in Abbildung 30
aufgetragen wurden. Die Datenpunkte zeichnen einen Kurvenverlauf einer spezifischen
Wechselwirkung ab, die bei einer Zellkonzentration um 3000 Z/pL einen linearen Anstieg
erfahrt. Dabei liegen die RU-Antworten im Sattigungsbereich bei ungefdhr 100 RU. Die
RU-Werte sind bei den einzelnen Messungen relativ identisch, es sind lediglich Abweichungen
von 10 RU zu verzeichnen. Durch diese Messung sollte untersucht werden, ob die jeweils zwei
zum N- bzw. C-Terminus gelegenen benachbarten Aminosduren Wechselwirkungen zum
CCR5 aufweisen, obwohl diese im Homologiemodell (Abbildung 16) etwas weiter vom
Rezeptor entfernt liegen. Der Verlauf der Datenpunkte dieser Messung ist etwa identisch mit
dem des Peptids 2. Einziger signifikanter Unterschied ist, dass die RU-Antworten bei Peptid 6
wesentlich hohere Werte annehmen. Daher l&sst sich sagen, dass auch die erweiternden
Aminosauren der Sequenz eine Wechselwirkung zum CCRS5 aufweisen.
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Doppelbestimmung von Peptid 6 _ MYAPPIEGQIEG
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Abbildung 30: Auftragung der RU-Antworten des Peptids 6 gegen die Zellkonzentrationen. Die
Doppelbestimmungen sind graphisch vereint.

Schlussfolgernd l&sst sich festhalten, dass die SPR-Messungen einen qualitativen Aufschluss
uber die Interaktionen der untersuchten C4-Region des gp120 zum CCR5-Rezeptor gaben. So
konnte herausgefunden werden, dass das Leitmotiv “*APPIEGQI**® mit dem Rezeptor
wechselwirkt. Besonders die Sequenz EGQI des Peptids 5 steuert einen Beitrag zur Interaktion
bei, wahrend die Sequenz APPI des Peptids 4 einen Einbruch der Wechselwirkung bewirkt.
Doch scheinen nicht alle Aminosduren des APPI-Motivs einen Einbruch herbeizufiihren, da die
Messungen des PIEGQI-Motivs des Peptids 7 sehr starke spezifische Wechselwirkungen
aufwiesen. Auch die Messungen der zum N- und C-Terminus jeweils zwei Aminosduren
verlangerte Sequenz MYAPPIEGQIEG lie} eine spezifische Wechselwirkung mit dem
CCRb5-Rezeptor verzeichnen.

Im Folgenden sollen quantitative Analysen einen Einblick Uber die Bindungsaffinitat der

Leitstruktur 2 zum CCR5-Rezeptor geben.
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4.3 Durchflusszytometrie mit GHOST(3)-Zellen
Mit dieser Technik wurde die Anzahl an CCR5-Rezeptoren pro GHOST(3)-Hi5-Zelle auf

40000 Rezeptoren pro Zelle quantifiziert. AnschlieRend wurde mit dieser Methode eine
Bindungsstudie durchgefuhrt und die thermodynamische Dissoziationskonstante zwischen
CCR5-Rezeptor und Leitstruktur 2, die mit dem Fluorophor Cy3 markiert wurde, bestimmt.

Die Arbeiten zur Durchflusszytometrie wurden an einem FACS Cantoll (Becton Dickinson,
Heidelberg) der Medizinischen Fakultdt des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf,
Universitat Hamburg, durchgefihrt. Bei den Messungen wurden GHOST(3)-Hi5-Zellen, die
durch stabile Transfektion den CCR5-Rezeptor exprimieren, und untransfizierte Parentalzellen

des NIH AIDS Research & Reference Reagent Program verwendet.

4.3.1 Quantitative Bestimmung des CCR5-Rezeptors

Die Durchflusszytometriemessungen gaben Aufschluss dariiber, wie viele CCR5-Rezeptoren
von den verwendeten GHOST(3)-Hi5-Zellen exprimiert werden, um Bindungsstudien mit den
Zellen quantitativ auswerten zu konnen. Durch Kalibrierung des FACS-Gerats mit Beads ist es
maoglich, die gemessene Fluoreszenz der Zellen mit einer aufgestellten Kalibriergerade zu
quantifizieren und dadurch die Anzahl der Rezeptoren zu bestimmen. Wichtig bei dieser
Technik ist die Verwendung von monoklonalen Antikérpern (mAB) zum Markieren der
Zellen, um eine spezifische Wechselwirkung zum Rezeptor gewahrleisten zu kénnen. Bei den
durchgefuhrten Messungen wurde ein spezieller Klon (7.5.1) verwendet, der die aktive
Konformation des CCR5-Rezeptors erkennt.

Zunachst erfolgte eine Kalibrierung des FACS Cantoll mithilfe von QuantiBrite™ PE-Beads
(Becton Dickinson, Heidelberg). Diese Beads sind kleine Kugeln, die in den vier
unterschiedlich hohen Stufen Low, MedLow, HighLow und High mit einer vom Hersteller
definierten Menge an PE-Fluorophoren konjugiert sind. Die Beads wurden vorab unter den
gleichen Geratebedingungen wie anschlieend die Zellen vermessen. In Tabelle 3 sind die
gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitaten der Beads mit unterschiedlichen Populationen an

konjugiertem Fluorophor gelistet.
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Tabelle 3: Mittlere Fluoreszenzintensitaten der vermessenen Beads mit unterschiedlichen Populationen an
konjugiertem Fluorophor. Die Beads sind mit vier vom Hersteller definierten Low-, MedLow-, HighLow-
und High-Populationen an PE-Fluorophoren konjugiert.

Fluorochrompopulation ~ gemessene mittlere Log mittlere

der Beads Fluoreszenzintensitéat Fluoreszenzintensitat, PE-A
Low 73 1.86

MedLow 643 2.81

HighLow 2724 3.44

High 7360 3.87

Die erhaltenen mittleren Fluoreszenzintensitaten der vier Populationen wurden gegen die vom
Hersteller definierte Menge an PE-Molekilen/Bead aufgetragen und eine lineare Regression
berechnet (Abbildung 31).

Kalibriergerade der linearen Regression »

y = 0057k - Q0579

Log mittere Fluoreszensintenaitat, PE-A

35 a
Log PE Malekite/Sead

Abbildung 31: Kalibriergerade durch eine lineare Regression der gemessenen mittleren
Fluoreszenzintensitéten. Die mittleren Fluoreszenzintensitdten der Beads sind gegen vom Hersteller

definierte Mengen an PE-Molekiile/Bead aufgetragen.

Es wurden Parental- und GHOST(3)-Hi5-Zellen, die nach dem Auftauen nur einmal passagiert
wurden, am FACS Cantoll vermessen. Die Parentalzellen stellen die Negativkontrolle dar, da
diese Zellen nicht mit dem CCR5-Expressionsvektor transfiziert sind. Einerseits wurden
GHOST(3)-Hi5-Zellen, die ohne Selektionsmittel (Zytostatika) wuchsen und andererseits

GHOST(3)-Hi5-Zellen, die mit Selektionsmittel im Medium wuchsen, verwendet. Die weitere
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Wachstumsbehandlung der Zellen war identisch. Dadurch sollte aufgeklart werden, inwieweit
sich das Selektionsmittel auf die Rezeptorexpression des CCR5 und Wachstumsverhalten der
Zellen auswirkt. Es wurde von jeder Zelllinie eine Konzentration von 1:10° Z/mL eingestellt.
Jeweils ein Aliquot wurde anschlieBend mit einem PE-konjugierten, monoklonalem
mouse 1gG2a eingefarbt, ein anderes Aliquot jeder Zelllinie blieb unbehandelt.

Die sechs Aliquots der Zellen Parental, GHOST(3)-Hi5 und GHOST(3)-Hi5 + Selektion
wurden durchflusszytometrisch vermessen. Abbildung 32 zeigt die Dotplots der einzelnen
Messungen, in denen der PE-A-Kanal gegen den FITC-A-Kanal aufgetragen ist. Die
ungeféarbten Zellen der Negativkontrollen befinden sich alle im linken unteren Quadranten Q3
und sind daher PE-negativ. Eine leichte Verschiebung der Population in den rechten unteren
Quadranten Q4 auf der FITC-A-Achse ist nicht ungewohnlich und wird mit dem leaking-
Phénomen erklart. Bei diesem Phanomen veranlasst der Reportergen-Promotor auch ohne eine
HIV-Infektion eine geringe konstitutive Expression des GFP. Die Morphologie und das
Erscheinen im Dotplot der GHOST(3)-Hi5-Zellen, die mit dem Selektionsmittel kultiviert
wurden, unterscheiden sich deutlich von dem der Zellen ohne Selektionsmittel. Da die Zellen
nach der Behandlung mit dem Selektionsmittel nicht passagiert wurden, sind vermutlich auch
tote bzw. sterbende Zellen im Ansatz.

Der Dotplot der Negativmessung der gefarbten Parentalzellen zeigt keine Verénderung der
Zellen verglichen mit dem Dotplot der zweifach negativen Messung der Parentalzellen ohne
Antikdrper. Die Messung der GHOST(3)-Hi5-Proben mit PE-konjugiertem Antikorper zeigen
einen shift der Zellen in den oberen linken Quadranten Q1 und sind damit PE-positiv. Es ist
jedoch ersichtlich, dass sich jeweils zwei Zellpopulationen gebildet haben, die nicht homogen
bezuglich der CCR5-Expression zu sein scheinen, da eine Population weniger

PE-fluoreszierend ist als die andere.
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Abbildung 32: Dotplots der Zelllinien Parental, GHOST(3)-Hi5 und GHOST(3)-Hi5 + Selektion, jeweils
mit und ohne Farbung mit dem PE direkt konjugiertem Maus monoklonalem Antikdrper gegen den
humanen CCR5-Rezeptor. Es wurde der PE-A-Kanal gegen den FITC-A-Kanal aufgetragen.

Exemplarisch fir alle Messungen sind in Abbildung 33 die Dotplots, in dem der Sidewards
Scatter (SSC) gegen den Forward Scatter (FSC) aufgetragen ist, und Histogramme mit
monoklonalem, PE-konjugierten Antikorper gefarbten Parentalzellen und
GHOST(3)-Hi5-Zellen gezeigt. In den Dotplots erfolgte die Eingrenzung (gating-Strategie) der
zu betrachtenden Zellpopulation, in den Histogrammen wurde anschlieRend die Anzahl der
Zellen gegen die mittleren Fluoreszenzintensitdten gemessen. Im Histogramm der
GHOST(3)-Hi5-Zellen ist eine Schulter zu erkennen, die nicht in die Quantifizierung
miteinbezogen wurde, da es sich wahrscheinlich um eine Population handelt, die weniger

Rezeptoren exprimiert und daher eine geringere Fluoreszenz aufweist.
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Abbildung 33: Gating-Strategie (SSC-A/FSC-A) und Histogramme (PE-A-Kanal) von mit dem
monoklonalem PE-konjugierten Antikérper eingefarbten Parentalzellen und GHOST(3)-Hi5-Zellen. In

den Histogrammen sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten gegen die Counts aufgetragen.

Aus den gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitaten konnte mittels der vorher aufgestellten
linearen Regression der Kalibriergeraden eine Quantifizierung der Rezeptoranzahl auf der
Zelloberflache erstellt werden, die als Anzahl CCR5-Rezeptor/Zelle in Abbildung 34
dargestellt ist. Die Negativkontrollen ohne Farbung mit Antikdrper weisen eine geringe
Fluoreszenz auf. Dies begrundet sich mit der Annahme, dass die Zellen eine Eigenfluoreszenz
aufweisen. Grund hierfur ist einerseits die geringe Expression des GFPs, welches ebenfalls
durch das Ph&nomen der Spektraliberlappung im FL2-PE-A-Kanal sichtbar sein kann.
Andererseits wurden alle Zellen wahrend des Wachstums mit FKS behandelt, was ebenfalls
zu einer Fluoreszenz fiihren kann. Daher wurden die Werte der Negativkontrollen von etwa
500 Rezeptoren pro Zelle als Hintergrund gesetzt. Die GHOST(3)-Hi5-Zellen weisen einen
Wert von 39811 Rezeptoren pro Zelle auf. Die GHOST(3)-Hi5-Zellen, die mit
Selektionsmittel kultiviert wurden, besitzen lediglich 3345 Rezeptoren. Die oben angefihrte
Annahme, dass sich die Zellen durch das Kultivieren mit Selektionsmittel in einem schlechten

Zustand befinden, wird durch diesen Wert gestiitzt.
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Abbildung 34: Ergebnis der Messung zur quantitativen Durchflusszytometrie. Die Anzahl der
CCR5-Rezeptoren pro Zelle fur die verschiedenen Zelllinien ist abgebildet (grau: Zellen, dunkelgrau:
Zellen mit monoklonalem Antikérper, schwarz: Zellen mit der hdchsten Anzahl an CCR5-Rezeptoren,

mit monoklonalem Antikdrper).

Um zu untersuchen, ob die Expression des CCR5-Rezeptors bei langerem Kultivieren der
Zellen beeinflusst wird, wurden die Zellen weitere drei Male passagiert. AnschlieBend wurden
sie unter den gleichen Bedingungen erneut analysiert.

In Abbildung 35 sind die erhaltenen Dotplots aller vermessenen Zellen gezeigt, in denen der
PE-A-Kanal gegen den FITC-A-Kanal aufgetragen ist. Auch bei dieser Messung ist deutlich zu
erkennen, dass alle Zellen zwei Populationen mit unterschiedlicher Fluoreszenz im
FITC-A-Kanal aufweisen. Im Vergleich zu der ersten Messung sind die Zellen bei allen Proben
homogener beziglich ihrer Fluoreszenzeigenschaften. Die Dotplots der Negativkontrollen
liegen alle im rechten unteren Quadranten Q4 und weisen daher keine Fluoreszenz im
PE-A-Kanal auf. Die beiden gefarbten GHOST(3)-Hi5-Zellproben erfahren im Dotplot einen
shift in den rechten oberen Quadranten Q2 und sind damit PE-positiv, wohingegen die
gefarbten Parentalzellproben im Quadranten Q4 liegen und keine PE-Fluoreszenz aufweisen.
Weiterhin ist zu erkennen, dass die sich GHOST(3)-Hi5-Zellen mit Selektionsmittel in einem
besseren Zustand als im ersten Experiment befinden und sich nicht von den anderen
GHOST(3)-Hi5-Zellen unterscheiden.
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Abbildung 35: Dotplots der zweiten Messung von Parentalzellen, GHOST(3)-Hi5-Zellen und
GHOST(3)-Hi5-Zellen + Selektion nach drei Passagen in Kultur, jeweils mit und ohne Farbung mit dem
PE direkt konjugiertem Maus monoklonalen Antikérper gegen den humanen CCR5-Rezeptor. Es wurde

der PE-A-Kanal gegen den FITC-A-Kanal aufgetragen.

In Abbildung 36 sind beispielhaft die Dotplots, in denen SSC-A gegen FSC-A aufgetragen
sind, und die Histogramme der gefarbten Parentalzellen und GHOST(3)-Hi5-Zellen gezeigt.
Die linke Schulter des Histogramms der GHOST(3)-Hi5-Zellen weist auf Zellen mit
niedrigerer Rezeptorexpression hin und wurde nicht in die Bestimmung der Rezeptoranzahl pro

Zelle miteinbezogen.
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Abbildung 36: Gating-Strategie (SSC-A/FSC-A) und Histogramme (PE-A-Kanal) der mit monoklonalem
Antikorper eingefarbten Parental- und GHOST(3)-Hi5-Zellen. In den Histogrammen sind die mittleren
Fluoreszenzintensitaten gegen die Counts aufgetragen.

Das Gerat wurde, wie bei der ersten Messung, mit QuantiBrite™ PE-Beads kalibriert und eine
lineare Regression erstellt. Dadurch war es mdoglich, die gemessenen mittleren
Fluoreszenzintensitdten zu quantifizieren. In  Abbildung 37 sind die Ergebnisse
zusammengetragen. Die Negativkontrollen besitzen eine geringe Fluoreszenz, was zu einer
durchschnittlichen Rezeptoranzahl von 300 pro Zelle fiihrt. Diese Anzahl ist aus oben
angefuhrten Griinden als Autofluoreszenz der Zellen zu betrachten. Die Quantifizierung ergab
fur die GHOST(3)-Hi5-Zellen eine Rezeptoranzahl von 37050 pro Zelle; fir die
GHOST(3)-Hi5-Zellen, die mit Selektionsmittel behandelt wurden, wurden 29093 Rezeptoren
pro Zelle ermittelt. Fir die GHOST(3)-Hi5-Zellen bedeutet dies, dass die Anzahl der
CCR5-Rezeptoren gleichbleibend ist und somit auch ein h&ufigeres Passagieren der Zellen
keinen Einfluss auf die Expressionsfahigkeit hat. Bei den GHOST(3)-Hi5-Zellen mit
Selektionsmittel konnte eine Verbesserung der Expressionsféhigkeit festgestellt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die quantitative Rezeptorbestimmung gut mit dem
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Wert von etwa 510* Rezeptoren pro Zelle, den Lee et al. beschrieb™, tibereinstimmt und das

dreimaliges Passagieren der Zellen keinen Einfluss auf deren Rezeptorexpression darstellt.
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Abbildung 37: Ubersicht der Ergebnisse zur quantitativen Durchflusszytometrie. Die Anzahl der
CCR5-Rezeptoren pro Zelle sind fur alle vermessenen Zellen angefuhrt (grau: Zellen, schwarz: Zellen mit

monoklonalem Antikérper).

4.3.2 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten

Mit Hilfe dieses Messverfahrens ist es moglich, die thermodynamische Dissoziationskonstante
Kp eines Liganden und seinem Rezeptor zu ermitteln. Der Ligand stellt in diesem Fall ein
Peptid dar, das mit genau einem Aquivalent eines Fluorophors markiert ist. In dieser Arbeit
wurde die Leitstruktur 2 der C4-Region des gp120 mit dem Cy3-Fluorophor markiert. Bedingt
durch die Struktur des Peptids wurde das Fluorophor Cy3-NHS-ester an den N-Terminus
gekuppelt und somit eine Einfachkupplung durchgefiihrt. Dies machte es mdglich, pro
Fluoreszenzsignal der Messung von einer 1:1-Bindung zwischen Rezeptor und Ligand
auszugehen.

Um die Dissoziationskonstante eines Liganden bestimmen zu koénnen, wurde eine
Konzentrationsreihe des zuvor hergestellten Cy3-markierten Octapeptids 2+Cy3 mit
CCR5-liberexprimierenden GHOST(3)-Hi5-Zellen durchflusszytometrisch vermessen. Die
erhaltenen mittleren Fluoreszenzintensitaten aus den Histogrammen wurden gegen die

Konzentrationen von 2+Cy3 aufgetragen. Durch die Annahme, dass je ein Ligand mit nur



Ergebnisse und Diskussion 54

einem Fluorophor markiert ist, konnte das One-Site-Binding-Modell an die Datenpunkte
angepasst und somit die Dissoziationskonstante ermittelt werden.

Es wurden GHOST(3)-Hi5-Zellen mit Lésungen von 2+Cy3 mit den Konzentrationen von
10 mM, 1 mM, 500 uM, 100 uM, 10 uM, 1 puM, 500 nM und 100 nM vermessen. Als
Negativkontrollen dienten einerseits Parentalzelllésungen mit 10 mM und 100 nM 2+Cya, als
auch die beiden Zellarten ohne Peptidldsung. Es wurden Messungen mit Zellkonzentrationen
von 1'10° Z/mL durchgefiihrt.

Bei den Messungen wurden in den SSC-A/FSC-A-Dotplots gates gelegt, um nur die
lebendigen Zellen zu berticksichtigen. Die Messungen der Zellen sind als Dotplots, in denen
der PE-A-Kanal gegen den FITC-A-Kanal aufgetragen ist, dargestellt (Abbildung 38). In den
Dotplots ist ersichtlich, dass zwei Zellpopulationen vorlagen. Die Zellpopulation der
Quadranten Q1 und Q3 sind GFP-negativ, wohingegen die Zellpopulation im Quadranten Q2
bzw. Q4 GFP-positiv ist. Um Fehler in der Bestimmung der Dissoziationskonstanten
auszuschliel3en, wurden nur die Zellen im Quadranten Q1 bzw. Q3 der Dotplots und deren
mittlere  Fluoreszenzintensitdten in den Histogrammen abgebildet, die sie keine
Autofluoreszenz aufwiesen. Aus den Histogrammen des PE-A-Kanals und den Quadranten Q1
und Q3 der Dotplots geht hervor, dass die Fluoreszenz mit sinkender Peptidkonzentration
abnimmt, bis bei einer Konzentration von 10 uM keine Fluoreszenz im PE-A-Kanal mehr
observiert werden kann. Da ab dieser Konzentration keine Fluoreszenz mehr detektiert wurde,

sind Ergebnisse der niedrigeren Konzentrationen nicht mit angefigt.

Dotplot: GHOST(3)-Hi5 mit 10 mM 2+Cy3 Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 10 mM 2+Cy3
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Abbildung 38: Dotplots (PE-A/FITC-A) und

Histogramme (PE-A-Kanal) der

Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 1 mM 2+Cy3
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GHOST(3)-Hi5-Zellen gefarbt mit einer Konzentrationsreihe von 10 mM, 1 mM, 500uM, 100 pM, 10 uM

des Peptids 2+Cy3. In den Histogrammen sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten der Zellen in den

Quadranten Q1 und Q3 abgebildet.
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Um eine unspezifische Wechselwirkung ausschlieBen zu koénnen, wurden zwei
Negativkontrollen durchgefuhrt. Einerseits wurden nur Zellen ohne Peptidlésung vermessen,
was in Abbildung 39 dargestellt ist. Bei den Negativkontrollen treten im FITC-A-Kanal des
Dotplots zwei Populationen auf, es liegen aber nirgends PE-positive Zellpopulationen vor. Aus

den Histogrammen (PE-A-Kanal) geht hervor, dass die Zellen PE-negativ sind.
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Abbildung 39: Negativkontrolle der durchflusszytometrischen Bestimmung der Dissoziationskonstanten.
Dotplots (PE-A/FITC-A) und Histogramme des PE-A-Kanals von GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen, die
nicht mit 2+Cy3 gefarbt wurden. In den Histogrammen sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten der
Zellen in den Quadranten Q1 und Q3 der Dotplots abgebildet.

Um die Spezifitdit der Wechselwirkung zu untersuchen, wurden andererseits auch
Parentalzellen, die mit Peptididsungen der Konzentrationen von 10mM und 100 nM geférbt
wurden, vermessen (Abbildung 40). Parentalzellen, die mit 10 mM 2+Cy3 gefarbt wurden,
waren PE-positiv. Im Histogramm der Quadranten Q1 und Q3 ist die mittlere
Fluoreszenzintensitét jedoch geringer als die der GHOST(3)-Hi5-Zellen, die ebenfalls mit der
gleichen Konzentration von 10 mM 2+Cy3 gefarbt wurden. Bei der Konzentration von 10 pM
2+Cya3 zeigen die Parentalzellen kein Signal im PE-A-Kanal.
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Abbildung 40: Dotplots (PE-A/FITC-A) und Histogramme (PE-A-Kanal) der Negativkontrolle der
durchflusszytometrischen Messung der Dissoziationskonstanten. Es wurden Parentalzellen, die mit
Peptidlosungen mit Konzentrationen von 10 MM und 100 nM gefarbt wurden, vermessen. In den

Histogrammen sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten der Quadranten Q1 und Q3 abgebildet.

Diese Negativmessung zeigt, dass das Peptid 2+Cy3 auch unspezifische Wechselwirkungen
mit den Zellen eingeht. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der Messung mit GHOST(3)-Hi5-
Zellen und einer Ligandkonzentration von 10 mM liegt bei 9617, die Intensitat der gleichen
Peptidkonzentration mit Parentalzellen liegt bei 2112. Dementsprechend geht aus diesen
Mittelwerten hervor, dass die Wechselwirkung zu ungefahr 20% unspezifisch ist. Dies ist nicht
weiter verwunderlich, da sowohl das Fluorophor als auch das Peptid einen hohen hydrophoben
Charakter aufweisen und daher eine unspezifische Interaktion mit beispielsweise der
Zellmembran eingehen kénnen.

Da die Zellen ab einer Ligandkonzentration von 2 uM keine Anfarbung mehr zeigten, war es
nicht moglich, eine eindeutige graphische Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitéten
gegen die Peptidkonzentrationen zu erhalten. Diese Messung diente dementsprechend als
Anhaltspunkt, in welchem Konzentrationsbereich nachfolgende Messungen erfolgen mussten.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Ligand 2+Cy3 zu 20% unspezifische

Wechselwirkungen mit den vermessenen Zellen eingeht.
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Aus diesem Grund wurde erneut eine Messung zur Bestimmung der Dissoziationskonstante
durchgefiihrt. Diesmal wurden die Konzentrationen des Cy3-markierten Peptids den
Ergebnissen der vorangegangenen Messung angeglichen. Es wurden Zellen, die mit der
Konzentrationsreihe von 12.0, 9.6, 7.7, 6.6, 3.1, 1.3, und 0.8 mM des Peptids 2+Cy3 gefarbt
wurden, vermessen. Als Negativkontrolle diente eine Messung von ungeférbten
GHOST(3)-Hi5-Zellen. Die Zellkonzentrationen betrugen jeweils 1-10° Z/mL. Dabei wurde im
SSC-A/FSC-A-Dotplot ein gate gelegt, um nur die lebendigen Zellen zu beriicksichtigen. Im
PE-A/FITC-A-Dotplot wurden GFP-positive Zellen ausgeschlossen, um die starke
Autofluoreszenz auszuschliefen und nur die mittlere Fluoreszenzintensitat der GFP-negativen
Zellen zu betrachten. Die Histogramme des PE-A-Kanals (Abbildung 41) zeigen eine deutliche
Abhédngigkeit der Fluoreszenzintensitdten von den Ligandkonzentrationen. In einigen
Histogrammen ist eine Schulter zu verzeichnen, die auf die Spektraliberlappung und dessen
unzureichende Kompensation im FITC-A-Kanal zuriickzufiihren ist. Daher wurde eine
Beschréankung vorgenommen, so dass nur die mittlere Fluoreszenzintensitat im P4-gate in der

Auswertung bertcksichtigt wurde.
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 12.0 mM 2+Cy3 Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 9.6 mM 2+Cy3
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 7.7 mM 2+Cy3

; Fi
X
.:*— !
- i,
< | ‘||
i .
i rj Il
:IIIII:“: T II:“:II IIW
2E-A, )
Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 3.1 mM 2+Cy3
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 0.8 mM 2+Cy3
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 6.6 mM 2+Cy3
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5 mit 1.3 mM 2+Cy3
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Histogramm: GHOST(3)-Hi5, Negativkontrolle
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Abbildung 41: Histogramme zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten. Es wurden Zellen, die mit der

Konzentrationsreihe von 12.0, 9.6, 7.7, 6.6, 3.1, 1.3, und 0.8 mM des fluoreszenzmarkierten Peptids 2+Cy3

gefarbt wurden, vermessen. Als

Negativkontrolle

diente eine Messung der ungeférbten

GHOST(3)-Hi5-Zellen. Nur Zellen im P4-gate wurden bericksichtigt.
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Die vermessenen mittleren Fluoreszenzintensitaten des P4-gates wurden gegen die
Konzentrationen des fluorophormarkierten Peptids aufgetragen und das One-Site-Binding-
Modell an die Datenpunkte angepasst (Abbildung 42).
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Abbildung  42: Berechnung der thermodynamischen  Dissoziationskonstanten Ky  des
fluoreszenzmarkierten Peptids 2+Cy3. Es wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten gegen die

Ligandkonzentrationen aufgetragen und das One-Site-Binding-Modell an die Datenpunkte angepasst.

Aus der Auftragung der Abbildung 43 ergibt sich ein Kp von 21 £ 32 mM. Die Fehler der
Bmax- und Kp-Werte liegen jedoch sehr hoch und auch die angepasste Funktion weist eine hohe
mittlere Abweichung auf, weshalb ein zusétzlicher kinstlicher Datenpunkt zur Stabilisierung in
die Auftragung mit einbezogen wurde. Dazu wurde der errechnete Bpa-Wert von 100000
(Abbildung 42) bei einer hohen Konzentration gesetzt. Da die Konzentration, bei der eine
Sattigung der mittleren Fluoreszenzintensitat vorliegt, nur geschatzt werden konnte, wurden
zwei Graphen mit einerseits einer Ligandkonzentration von 100 mM (Abbildung 43a) und
andererseits mit einer Konzentration von 200 mM (Abbildung 43b) aufgestellt und das
One-Site-Binding-Modell an die Datenpunkte angepasst.
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Abbildung 43: Berechnung der Dissoziationskonstanten des Peptids 2+Cy3. Es wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitdten gegen die Ligandkonzentrationen aufgetragen und jeweils ein kunstlicher
Datenpunkt gesetzt. Dieser Datenpunkt liegt in beiden Graphen bei einer mittleren Fluoreszenzintensitat
von 100000. Die Konzentration, bei der eine Sattigung der Fluoreszenz auftritt, wurde in der Berechnung
(a) auf 100 mM und in (b) auf 200 mM gesetzt. Das One-Site-Binding-Modell wurde an die Datenpunkte
angepasst.

Die daraus resultierende Dissoziationskonstante liegt im Graphen (a) bei 31 £ 6 mM und im
Graphen (b) bei 25 £ 4 mM und ist somit in der gleichen GréRenordnung des Wertes der
vorherigen Auftragung in Abbildung 42. Die Bpa-Werte liegen mit 111894 — 130168 der
mittleren Fluoreszenzintensitat in dem Bereich, der als Sattigungsintensitat vorgegeben wurde.
Der Bnax-Wert der Auftragung mit einer Sattigungsligandkonzentration von 200 mM liegt
jedoch naher an dem vorab definierten Wert und weist auch einen niedrigeren Fehler auf.
Daher ist davon auszugehen, dass die Sattigungskonzentration des Liganden bei 200 mM liegt
und somit eine Dissoziationskonstante Kp von 25 mM aufweist.
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4.4 STDD-NMR-Spektroskopie der Leitstruktur 2 und Liposomen

Die durchflusszytometrisch bestimmte Dissoziationskonstante des Peptids 2+Cy3 wurde mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie verifiziert. Es konnte durch eine STDD-NMR-Titration eine

Bindungskurve erstellt werden.

4.4.1 Préaparation von Liposomen aus Zellen

Um Bindungsereignisse von Liganden mit dem CCR5-Rezeptor untersuchen zu kénnen, liegt
es nahe, das Protein in seiner natlirlichen Membranumgebung zu bewahren. Wirde der
Rezeptor aus der Membran herausgel6st, verlore dieser Struktur und Funktion. Da aber die
Zellen, die in dieser Arbeit Verwendung finden, aufgrund ihrer GroRe zu schnell
sedimentieren, sind sie ungeeignet fir NMR-Experimente. Ein von Hiinnefeld entwickeltes
Verfahren bietet jedoch die Mdglichkeit, Interaktionen von Transmembranrezeptoren und ihren
Liganden NMR-spektroskopisch untersuchen zu kénnen.'*! Dabei werden aus GHOST(3)-Hi5-
und Parentalzellen Liposomen hergestellt (Abbildung 44), wobei die natlrliche Umgebung der
CCR5-Rezeptoren  erhalten  bleibt. Die Zellen werden zundchst mittels eines
Stickstoffhomogenisators bei einem hohen Druck zerstdrt. Organellen, Kerne sowie l6sliche
Proteine werden anschliefend abgetrennt. Die verbleibenden Vesikel der Membranfraktion
werden durch Extrusion auf grof3e, unilamellare Vesikel (LUVS) mit einer einheitlichen

Grolenverteilung von etwa 200 nm gebracht.

STOD-NMH-Expenmente

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Herstellung von Liposomen aus Zellen.'** Die Zellen werden
durch Stickstoffkompression zerstért und die Membranfraktion abgetrennt. Durch Extrusion der Vesikel
wird eine durchschnittliche GroRenverteilung der Liposomen von 200 nm erreicht, die

NMR-spektroskopisch untersucht werden kénnen.
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In dieser Arbeit wurden jeweils 26 Aliquots tiefgefrorener Zellen fur die NMR-Experimente
verwendet, die in 300 pL Puffer suspendiert wurden. Unter der Annahme, dass ein Aliquot
durchschnittlich 110" Zellen umfasste und den durchgefiihrten Durchflusszytometrie-
messungen, die eine Rezeptoranzahl von 40000 Rezeptoren pro Zelle ergaben, resultierte

daraus eine Konzentration von 58 nM an CCR5-Rezeptor.

4.4.2 STDD-NMR-Titration

Um die Ergebnisse der Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Durchflusszytometrie
zu verifizieren, wurde eine STDD-NMR-Titration des Peptids 2 mit Liposomen der
GHOST(3)-Hi5-Zellen durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren werden die STD-Effekte einzelner
Ligandprotonen aus entsprechenden NMR-Experimenten bestimmt, die
STD-Amplifikationsfaktoren STDamp ermittelt (Gleichung 2) und diese gegen die verwendeten
Ligandkonzentrationen aufgetragen. Durch Anpassen des One-Site-Binding-Modells an die

Datenpunkte wird die Dissoziationskonstante Kp erhalten.

Fur die STDD-NMR-Titration wurden 150 pL einer 58 nM, bezogen auf CCRS5,
Liposomensuspension, aus GHOST(3)-Hi5-Zellen dargestellt. Dies entspricht einer
Zellkonzentration von 17:10° Zellen/100 pL. Diese Suspension wurde mit jeweils 2 pL des
Liganden 2 vermessen, wobei die Ligandkonzentrationen 5, 10, 15, 20 und 36.5 mM betrugen.
Sowohl die Liposomen als auch das Peptid lagen in LUV-EDTA-NMR-Puffer vor. Da das
Peptid in dem Puffer nicht vollstdndig geldst vorlag, wurden 2 pL H,O/D,0 (9:1, pH 3.0) zur
Peptidstammldsung hinzugefiigt. Die NMR-Messungen wurden bei einer Temperatur von
285 K durchgefuhrt, um die Stabilitat der Liposomen zu gewéhrleisten. Die Unterdriickung des
Wassersignals der NMR-Spektren erfolgte durch eine excitation-sculpting-Pulssequenz*#?, der
Einstrahlpunkt lag bei den on-resonance-Spektren bei -1.0 ppm, bei den
off-resonance-Spektren lag der Einstrahlpunkt bei 40 ppm.

Durch Subtraktion der off-resonance-Spektren von den dazugehdérigen on-resonance-Spektren
wurden die STD-Spektren erhalten. Eine erneute Subtraktion des STD-Spektrums ohne Ligand
von den STD-Spektren mit Ligand lieferte die STDD-NMR-Spektren der einzelnen
Ligandkonzentrationen. In Abbildung 45 sind die erhaltenen STDD NMR-Spektren dargestellt,
mit A: STDD-Spektrum der Liposomen, B: STDD-Spektrum mit 5 mM Peptidldsung,
C: STDD-Spektrum mit 10 mM Peptidlosung, D: STDD-Spektrum mit 15 mM Peptidlésung,
E: STDD-Spektrum mit 20 mM Peptidlésung und F: STDD-Spektrum mit 36.5 mM
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Peptidlésung. Das Signal bei 2.73 ppm zeigt Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan und stammt

aus dem verwendeten Puffer.
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Abbildung 45: NMR-Spektren mit einer excitation-sculpting—Pulssequenz von 58 nM Liposomen aus
GHOST(3)-Hi5-Zellen und unterschiedlichen Ligandkonzentrationen. A: STDD-Spektrum der
Liposomen, B: STDD-Spektrum mit 5mM Peptidldsung, C: STDD-Spektrum mit 10 mM Peptid,
D: STDD-Spektrum mit 15 mM Peptidlosung, E: STDD-Spektrum mit 20 mM Peptidlésung und
F: STDD-Spektrum mit 36.5 mM Peptidlésung. Hervorgehoben ist die Spur der Signale des Protons
E440-Hy im aliphatischen Bereich.

Es ist ein deutlicher Anstieg der Signale mit steigender Ligandkonzentration zu verzeichnen.
Bei dem STDD-Spektrum der niedrigsten Ligandkonzentration von 5 mM (Abbildung 45B)
sind ein Signal im aliphatischen Bereich und Signale amidischer Protonen observierbar, die
bedingt durch die Zugabe von 2 pL H,O/D,0-L6sung detektiert wurden.

Fur das Proton Hy der Aminosaure E440 konnte eine Bindungskurve aufgestellt werden, in der
die STD-Amplifikationsfaktoren als Produkt aus STD-Effekt und Ligandiiberschuss gegen die
Ligandkonzentrationen aufgetragen wurden. Durch Anpassen des One-Site-Binding-Modells
an die experimentell bestimmten Datenpunkte konnte eine Dissoziationskonstante von
14 + 10 mM bestimmt werden (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Kurve zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten. Es sind  die
STD-Amplifikationsfaktoren des E440-Hy gegen die Ligandkonzentrationen aufgetragen und das
One-Site-Binding-Modell an die Datenpunkte angepasst.

Der Wert der Dissoziationskonstante liegt im gleichen GroRenbereich des Wertes der
Dissoziationskonstante von 25+ 4 mM, der mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt
wurde. Bei dem Vergleich muss in Betracht gezogen werden, dass der Ligand 2 bei der
durchflusszytometrischen Bestimmung der Dissoziationskonstante mit einem Fluorophor
markiert war, der ebenfalls eine Interaktion zum CCR5-Rezeptor oder anderen Zellfragmenten
eingehen kann. Da die Kp-Werte jedoch bei beiden Methoden in derselben GréRenordnung
liegen, ist davon auszugehen, dass eine eventuelle Wechselwirkung des Fluorophors

vernachldssigbar ist.

Neben den Liposomen aus GHOST(3)-Hi5-Zellen wurden auch Liposomen aus Parentalzellen
als Negativkontrolle vermessen. Die Liposomen wurden auf gleiche Weise dargestellt, die
Zellkonzentration der Suspension betrug 17-10° Zellen in 100 pL LUV-EDTA-NMR-Puffer.
Zum einen wurden nur die Liposomen vermessen, zum anderen wurden 2 pL einer 15 mM
Losung der Leitstruktur 2 hinzugeftgt. In Abbildung 47 sind das STDD-NMR-Spektrum der
Liposomen (A) und das STDD-NMR-Spektrum der Liposomen und 15 mM Ligand 2 (B)
abgebildet.
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Abbildung 47: NMR-Spektren einer Liposomenldsung aus Parentalzellen. Die Zellkonzentration betrug
1710° Zellen/100 pL LUV-EDTA-NMR-Puffer. Mit A: STDD-NMR-Spektrum der Liposomen und
B: STDD-NMR-Spektrum von Liposomen mit 15 mM Peptidlésung.

Aus den Messungen der Liposomen aus Parentalzellen geht hervor, dass im
STDD-NMR-Spektrum mit 15 mM Ligandlésung STD-Effekte observiert werden konnten. In
Tabelle 4 sind die Daten beider STDD-NMR-Messungen zusammengefasst. Angegeben sind
dabei die Zellarten der verwendeten Liposomen mit der gegebenen Ligandkonzentration, der
daraus resultierende Ligandiberschuss und den STD-Effekten des Protons E440-Hy. Es
wurden jeweils Suspensionen mit Zellkonzentrationen von 17-10% Zellen/100 pL verwendet.
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Tabelle 4: Ubersicht der STDD-NMR-Titration. Fiir die einzelnen Titrationspunkte der Liposomen aus
GHOST(3)-Hi5-Zellen sind die Uberschiisse an Ligand, bezogen auf eine Konzentration von 56 nM
CCR5-Rezeptor, angegeben. Die Liposomen aus Parentalzellen wurden, genauso wie die Liposomen mit
CCR5-Rezeptor, mit einer Zellkonzentration von 17-10° Zellen/100 pL  eingesetzt. Aus den
Liganduberschiissen und den observierten STD-Effekten wurden die STD-Amplifikationsfaktoren
(STDamp) bestimmt, die fuir das Proton E440-Hy gelistet sind.

Zellen + Ligandkonzentration Ub-erschuss STD-Effekt STDami
(Ligand) (E440-Hy) (E440-Hy)

GHOST(3)-Hi5 + 5 mM 86870 0.033 2874
GHOST(3)-Hi5 + 10 mM 173730 0.044 7645
GHOST(3)-Hi5 + 15 mM 260600 0.018 4678
GHOST(3)-Hi5 + 20 mM 347460 0.021 7450
GHOST(3)-Hi5 + 36.5 mM 634120 0.015 9700
Parental + 15 mM / 0.008 /

Aus den Daten geht hervor, dass auch die Liposomen der Parentalzellen eine Interaktion mit
der Leitstruktur 2 eingehen, wobei der STD-Effekt der Negativkontrolle des Protons E440-Hy
geringer ist als der Wert der Titration, die im gleichen GroéRenbereich der Ligandkonzentration
liegen. Es erweist sich jedoch als schwierig, die beiden Zellsysteme miteinander zu vergleichen
und somit die Parentalzellen als Negativkontrolle fur diese Art von Bindungsstudien zu
verwenden. Die GHOST(3)-Hi5-Zellen und Parentalzellen leiten sich zwar beide von den
humanen Osteosarkomzellen ab, es ist jedoch naheliegend, dass diese Zellen in ihrer Struktur
vollig verschieden sind. Da in der Membran der GHOST(3)-Hi5-Zellen ungeféhr 40000
CCR5-Rezeptoren, einem  Siebenhelixtransmembranrezeptor,  vorliegen, liegt die
Wahrscheinlichkeit einer strukturellen Veranderung der Zellmembran nahe. Daher ist es gut
maoglich, dass sich die Liposomen der GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen in den
durchgefuhrten  Bindungsstudien unterscheiden und somit die Parentalzellen als
Negativkontrolle ungeeignet sind.

Schlussfolgernd ist festzuhalten, dass die durch STDD-NMR-Titration ermittelte
Dissoziationskonstante im gleichen GroélRenbereich liegt wie der Wert, der aus der
Durchflusszytometrie hervorging. Leider ist das System der Negativkontrolle unzureichend
genau und mit Ungewissheiten beztglich der Zellstruktur und mdglichen unspezifischen

Wechselwirkungen behaftet.



Ergebnisse und Diskussion 68

4.5 Konformationsanalyse der Leitstruktur 2 mittels NMR-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Konformation der Leitstruktur 2 untersucht werden.
Durch Aufnahme von EASYROESY**-NMR-Aufbaureihen wurden interresiduale Abstande
einzelner Protonen bestimmt und durch skalare 3J-Kopplungen amidischer Protonen die
entsprechenden  ¢-Torsionswinkel ermittelt. Durch Aufstellen von Abstands- und

Winkelbeschrankungen konnte die Struktur des Peptids bestimmt werden.

4.5.1 Berechnung der Abstéande und ¢-Winkel aus NMR-Spektren

Obwohl das Peptid 2 eine aus nur acht Aminosauren bestehende Sequenz darstellt, kann davon
ausgegangen werden, dass das Peptid eine definierte Konformation aufweist. Grund hierflr
sind die zwei aufeinander folgenden Proline, die fiir den Abbruch von Helices und Faltblattern
in Proteinen verantwortlich sind. Weiterhin kdnnen Proline in der cis- oder trans-
Konformation vorliegen und definieren dadurch die rdumliche Anordnung des Peptidriickgrats.
Deswegen bieten diese beiden Aminosduren einen geeigneten Angriffspunkt, die Struktur des
Peptids an dieser Stelle zu mimikrieren. Durch Veranderung der Struktur kann dessen Rigiditat
verstarkt werden, was eine Mdglichkeit zur Optimierung eines potentiellen Wirkstoffs darstellt.
Um ein geeignetes Mimetikum zu finden, muss zunéchst die Konformation des bestehenden
Peptids mittels NMR-Spektroskopie ermittelt werden.

Zur Untersuchung der Konformation wurden Aufbaukurven des Overhauser-Effekts
vermessen. Aus diesen Aufbaukurven koénnen durch Ermittlung der Kreuzrelaxationsraten
interresiduale Protonenabstande berechnet werden. Da es sich bei dem Peptid 2 um ein
Octapeptid mit einer Masse von ~900 g/mol handelt, konnten die Aufbaukurven nicht mit
2D-NOESY-Spektren erstellt werden. Der Grund hierfiir ist, dass die Korrelationszeit des
Peptids bei der gegebenen Spektrometerfrequenz (500 MHz) in dem Bereich liegt, in dem die
NOE-Intensitaten einen Nulldurchgang durchlaufen. Daher wurden die Aufbaukurven mittels
der Pulssequenz EASYROESY erstellt.*?’

Zunachst wurden bei einer Temperatur von 300 K und einer Spektrometerfrequenz von
500 MHz EASYROESY-Spektren mit verschieden Mischzeiten von 50, 100, 150, 200, 250,
300, 400, 600, 1200, 1600 und 2000 ms aufgenommen. Die Unterdriickung des Wassersignals
in den EASYROESY NMR-Spektren erfolgte durch eine excitation-sculpting-Pulssequenz.
Abbildung 48 zeigt EASYROESY-Spektren bei verschiedenen Mischzeiten, wobei
Mischzeiten von 50 ms (a), 150 ms (b), 300 ms (c) und 600 ms (d) dargestellt sind. Im

Spektrum (a) ist die Mischzeit mit 50 ms zu kurz, es konnten noch keine ROE-Kontakte
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gemessen werden. AnschlieRend ist deutlich ein stetiger Anstieg der ROE-Intensitdten bis zu
dem Spektrum mit einer Mischzeit von 300 ms erkennbar. Bei langeren Mischzeiten nehmen

die ROE-Intensitaten aufgrund der Eigenrelaxation der Protonen wieder ab.
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Abbildung 48: EASYROESY-Spektren bei verschieden Mischzeiten von 50 ms (a), 150 ms (b), 300 ms (c)
und 600 ms (d). Die Diagonalpeaks sind in blau, die ROE-Kreuzsignale sind schwarz dargestellt. Eine

Abhéngigkeit der ROE-Intensitaten von den Mischzeiten ist deutlich erkennbar.

Um eine detailliertere Betrachtung der ROE-Kreuzsignale zu ermoglichen, sind in
Abbildung 49 die NH-Bereiche bei Mischzeiten von 150 ms (a) und 300 ms (b) aufgefiihrt. Zu
sehen sind jeweils die Spuren der amidischen Protonen der Aminosduren 1439, E440, G441,
Q442 und 1443 im Bereich von 8.0-8.4 ppm. Aufféallig ist eine Verstarkung der

ROE-Intensitaten im Spektrum (b). Die intraresidualen Protonen weisen hohe Flexibilitaten
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auf, weshalb nur die interresidualen Seitenkettenkontakte und Riickgrat-Kontakte ausgewertet

wurden.
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GA441-NH Q442-NH (a) G441-NH O442NH (b)

Abbildung 49: NH-Bereiche der EASYROESY-Spektren bei Mischzeiten von 150 ms (a) und 300 ms (b).
Zu sehen sind die ROE-Kontakte der NH-Spuren von den Aminosauren 1439, E440, G441, Q442 und
1443.

Weiterhin ist in Abbildung 50 der Bereich von 3.5-4.3 ppm der Spektren mit einer Mischzeit
von 150 und 300 ms zu sehen, in denen sich die 5-Protonen der Proline befinden. Die blau
dargestellten Signale sind die Diagonalpeaks und die Kreuzsignale, die die ROE-Kontakte
abbilden, sind in schwarz dargestellt. Peaks mit gemischter Phase (blau und schwarz) besitzen
Anteile eines COSY-Transfers, was in Spektren niedriger Mischzeiten auftreten kann. Der
COSY-Transfer wird zu héheren Mischzeiten von den ROE-Kontakten Uberlagert und wurde
in der Auswertung aulRer Acht gelassen. Auch in Abbildung 50 ist ein Anstieg der Intensitaten
von 150ms (a) und 300ms (b) zu beobachten. In Spektrum (b) (bersteigen die
ROE-Intensitaten teilweise die COSY-Anteile der Signale deutlich. Nicht gekennzeichnete
Diagonalpeaks und gegebenenfalls ihre korrespondierenden ROE-Kontakte wurden nicht in die

Auswertung miteinbezogen und wurden daher in der Abbildung nicht hervorgehoben.
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Abbildung 50: Bereich zweier EASYROESY-Spektren der 8-Protonen der Proline. Zu sehen sind zwei
Ausschnitte der Spektren mit einer Mischzeit von 150 ms (a) und 300 ms (b). Die blauen Peaks bilden die
Diagonalpeaks, die ROE-Kontakte sind in schwarz gefarbt. Hervorgehoben sind die Spuren Hé und Hé¢
des P437 und die Spur des P438-Ha.

Die interresidualen Protonenabstdande wurden mit Hilfe eines Referenzprotonenpaares aus den
Aufbaukurven ermittelt. Als Referenzprotonen bieten sich hierbei Protonenpaare an, die keine
Flexibilitat innerhalb des Peptids aufweisen. Sinnvoll sind daher aromatische vicinale oder
geminale Protonen. In der Peptidsequenz 2 liegen jedoch keine aromatischen Aminosauren vor,
weshalb die geminalen B-Protonen des P437 als Referenzpaar gewéhlt wurden. Bei der
Bestimmung der ROE-Aufbaukurven muss die Eigenrelaxation der Protonen herausnormiert
werden. Dazu wurde das Integral des Diagonalpeaks vom &-Proton des P437 bei sehr geringer
Mischzeit (50 ms) als Eigenrelaxation definiert und somit als Normierungsfaktor gewahlt. Zur
Berechnung der Aufbaurate wurde die Summe aus Kreuzsignalen und dazugehorigem
Diagonalpeak eines Protons gebildet und der prozentuale Anteil des Kreuzpeaks berechnet und
normiert.

Die verschiedenen ROE-Prozente wurden anschlieBend gegen die Mischzeit mit Hilfe des
Programms QtiPlot aufgetragen. Eine doppelt exponentielle Funktion (Gleichung 7) wurde an
die ermittelten Datenpunkte angepasst. Die Anfangssteigungen der Kurven sind proportional
zur Kreuzrelaxationsrate der an dem jeweiligen Kreuzsignal beteiligten Protonen. Dies
bedeutet, dass das Produkt der erhaltenen Parameter PO und P1 der Kreuzrelaxationsrate

entspricht. In Abbildung 51 sind alle Aufbaukurven der observierten interresidualen
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ROE-Kontakte wiedergegeben.

Charakteristisch fur jede der Kurven

ist eine steile

Anfangssteigung des Fits, das Erreichen eines Maximums der ROE-Prozente bei etwa 0.4 s
und ein etwas flacherer Abfall der Kurven, bis diese letztendlich keine ROE-Prozente mehr

aufgrund zu hoher Mischzeiten aufweisen.
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Abbildung 51: Aufbaukurven der ROE-Kontakte. Aufgetragen sind die ROE-Prozente gegen die

Mischzeiten [s]. Eine doppelt exponentielle Funktion wurde an die Datenpunkte angepasst. Das Produkt

der Parameter PO und P1 ergibt die Kreuzrelaxationsrate as.

Die Berechnung des Abstandes zweier Protonen aus den Kreuzrelaxationsraten ist in

Gleichung 8 wiedergegeben. Wie bereits erwdhnt, wurden als Referenzprotonenpaar die
B-Protonen des P437 gewdhlt. Mit Hilfe des Programms SYBYL 8.0 wurde der theoretische

Abstand dieser geminalen Protonen vermessen und mit 1.790 A als Referenzabstand res
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gesetzt. Durch Anpassen der doppelt exponentiellen Funktion an die Aufbaukurve des
Referenzprotonenpaares wurde eine Referenzkreuzrelaxationsrate o Von 142.3 ermittelt. Mit
diesen Referenzwerten war es anschlieRend maglich, aus den erhaltenen Kreuzrelaxationsraten
ois der Aufbaukurven die Abstande r;s der weiteren Protonenpaare zu erhalten (Gleichung 8),

die in Tabelle 5 aufgefuhrt sind.

Tabelle 5: Ubersicht der berechneten Kreuzrelaxationsraten a5 der interresidualen ROE-Kontakte. Der
Referenzabstand des Protonenpaares P437-HB/P437-HB' (fett hervorgehoben) wurde mittels des
Programms SYBYL 8.0 bestimmt und daraus die Referenzkreuzrelaxationsrate o, berechnet. Aus den
Referenzwerten konnten die Gbrigen Abstédnde ermittelt werden.

Protonenpaar Ols Abstand [A]
A436-Hp/P437-HS' 13.55 2.649
P437-H6/A436-Ha 67.64 2.026
P437-Hd'/A436-Ha. 23.09 2.424
P437-HB/PA37-Hp' 142.3 1.790
P437-HpB/P438-Hd' 15.28 2.596
1439-NH/P438-Ha 101.5 1.894
E440-NH/1439-Ha 91.85 1.925
E440-NH/1439-Hp 16.58 2.561
E440-NH/1439-H6CH;  57.42 2.082
G441-NH/E440-Ha 103.7 1.887
Q442-NH/G441-NH 17.59 2.536
Q442-NH/G441-Ha 51.83 2.118

Weiterhin ist es mit Hilfe der Karplus-Gleichung (Gleichung 4) mdglich, aus dem zugehorigen
'H-NMR-Spektrum die ¢-Winkel des peptidischen Riickgrats zu ermitteln. Hierzu wurden die
%J-Kopplungskonstanten zwischen dem amidischen Proton einer Aminosaure und dem
dazugehorigen a-Proton bestimmt und mit Gleichung 4 der Winkel berechnet. Fir die beiden
Proline des Peptids 2 ist es strukturbedingt nicht moglich, den ¢-Winkel zu bestimmen, da bei
dieser Aminosédure kein amidisches Proton vorhanden ist. Weiterhin lagen die Signale der
beiden Isoleucine Ubereinander, weshalb eine separate Zuordnung der Signale nicht ausfiihrbar
war.

Die durch die Gleichung bedingt vier mdglichen Winkel wurden mit dem Ramachandran-Plot
abgeglichen. Einzig die Winkel zwischen -70° und -90° weisen Werte in den Bereichen, in

denen sowohl die in der Natur vorkommende a-Helix und das B-Faltblatt liegen, auf. In Tabelle
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6 sind die Kopplungskonstanten und daraus resultierenden ¢-Winkel der Aminoséuren E440,
G441 und Q442 zusammengefasst.

Tabelle 6: Kopplungskonstanten der amidischen Protonen und a-Protonen und daraus berechneten
¢-Winkeln, die im Ramachandran-Plot abgeglichen wurden. Die Winkel der Proline und Isoleucine

konnten nicht bestimmt werden.

AS SJNH,Hu [Hz] ¢ [deg]
E440 7.0 -81
G441 6.0 -74

Q442 7.4 -84
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4.5.2 Beschrankungen und DG-Rechnung

Aus den NMR-spektroskopisch erhaltenen Abstanden und Winkeln wurden anschlieBend die
Beschrankungen (constraints) fir den folgenden distance geometry (DG)-Algorithmus
aufgestellt, der mit dem Programm CYANA durchgefuhrt wurde.

Die Abstandsbeschrdnkungen wurden erstellt, indem Bereiche von £10%, bezogen auf die
berechneten Abstédnde der Aufbaukurven, definiert wurden (Tabelle 7). Nicht eindeutige

geminale Methylenprotonen wurden als Pseudoatom (Q) definiert.

Tabelle 7: Ubersicht der ermittelten Abstande aus den Aufbaukurven und den daraus resultierenden
Abstandsbeschrankungen. Die Bereiche von oberen und unteren Limits wurden mit £10% um den

berechneten Abstand gesetzt. Nicht direkt zugeordnete Protonen wurden als Pseudoatom (Q) gesetzt.

Protonenpaar Abstand [A] oberes Limit unteres Limit
A436-Qp/P437-Qo 2.649 2.914 2.384
P437-Q6/A436-Ha 2.225 2.448 2.002
P437-HP/PA37-HP' 1.790 1.969 1611
P437-HP/P438-Qd 2.596 2.856 2.337
1439-NH/P438-Ha. 1.894 2.083 1.704
E440-NH/1439-Ha. 1.925 2.118 1.733
E440-NH/1439-Hp 2.561 2.817 2.305
E440-NH/1439-Qé 2.082 2.290 1.874
G441-NH/E440-Ha. 1.887 2.075 1.698
Q442-NH/G441-NH  2.536 2.790 2.282
Q442-NH/G441-Qa. 2.118 2.330 1.906

Weiterhin wurden aus den ermittelten ¢-Winkeln Diederwinkelbeschrankungen definiert, die
Bereiche von £20% um den ermittelten Torsionswinkel bildeten (Tabelle 8). Fir die
Aminosauren, deren Torsionswinkel nicht aus dem 'H-NMR-Spektrum bestimmt werden
konnten, wurden die Winkelbeschrankungen geméll des Ramachandran-Plots auf 0 - (-180)°
gesetzt. Da das verwendete Programm CYANA die Winkel Gber die Wasserstoffe und nicht
uber die Schweratome definiert, konnten fur die beiden Proline strukturbedingt kein ¢-Winkel
angegeben werden. Anstelle dessen wurden zur Stabilisierung der Prolin-Prolin-Bindung die
w-Winkel begrenzt, indem von einer helikalen Polyprolin-11-Struktur**® mit einem w-Winkel

von 150° ausgegangen wurde.
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Tabelle 8: Ubersicht der Winkelbeschrankungen der einzelnen Aminosiuren. Die Beschrankungen
wurden +20% um den ermittelten Wert gesetzt. FUr Aminosauren, deren Winkel nicht aus dem
'"H-NMR-Spektrum bestimmt werden konnte, wurde ein Bereich von 0 - (-180)° fiir den @#-Winkel
definiert. Um die Prolinbindung zu fixieren, wurde gemaR der Polyprolin-11-Struktur von einem

w-Winkel von 150° ausgegangen und die gleiche Beschrankung von +20% festgelegt.

¢-Winkel — ¢-Winkel — w-Winkel — w-Winkel —
AS ¢ [deg] _ - - -
unteres Limit oberes Limit unteres Limit oberes Limit
A436 / -180.0 0 / /
P437 | / / 120 180
P438 |/ / / 120 180
1439  / -180.0 0 / /
E440 -80.72 -96.9 -64.6 / /
G441  -73.59 -88.3 -58.9 / /
Q442  -83.89 -100.7 -67.1 / /
1443/ -180.0 0 / /

Die Abstand- und Winkelbeschrankungen wurden in das Programm CYANA eingelesen,
welches zundchst 500 randomisierte Strukturen generierte. Von diesen 500 Strukturen wurden
die 100 besten Strukturen fur den REDAC-Algorithmus ausgewahlt. Durch die
REDAC-Zyklen wurden diese Strukturen iterativ an die vorgegebenen Beschrankungen
angepasst. Es wurden vier Zyklen durchlaufen, wobei die ersten beiden Zyklen mit 300 und
600 Rechenschritten Diederwinkelbeschrankungen erzeugten, insofern die lokale Abweichung
von den definierten Beschrankungen fiir die jeweilige Aminosaure nicht groRer als 0.8 A im
ersten Schritt und 0.4 A im zweiten Schritt war. Die beiden darauffolgenden Zyklen umfassten
600 und 1000 Iterationsschritte.

Die berechneten Strukturen werden von CYANA anhand von Zielfunktionswerten bewertet,
wobei die eingelesenen Beschrankungen umso besser erfiillt sind, desto kleiner der Wert der
Zielfunktion ist. Die Zielfunktion der durchgefiihrten Rechenzyklen wies bei den besten 50 von
100 Strukturen einen Wert von 0.32 auf (Abbildung 52).
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Zielfunktionswert
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Abbildung 52: Zielfunktionswerte der 100 Strukturen, die in den REDAC-Zyklen den Winkel- und
Abstandsbeschrankungen angepasst wurden. Je niedriger der Wert der Zielfunktion, desto besser sind die

vorgegebenen Beschrankungen eingehalten.

Bei den durchgefiihrten Iterationen wurden insgesamt vier Beschrankungen verletzt, die in

Tabelle 9 zusammengefasst sind.

Tabelle 9: Ubersicht der Verletzungen der DG-Rechnung. Angegeben sind die verletzten Beschrankungen,
deren definierte Werte, die durchschnittliche Abweichung und die Gesamtzahl der Strukturen, in denen

die Verletzung auftrat.

Wert der durchschnittliche Gesamtanzahl der
Beschréankung )

Beschrankung Abweichung Verletzung
unterer Abstand,

2.39 0.28 100
A436-Hp/P437-Qd
unterer Abstand,

2.38 0.21 100
A436-Qp/P437-Qd
oberer Abstand,

211 0.30 100
E440-NH/1439-Ha
oberer Abstand,

2.33 0.20 36

Q442-NH/G441-Qa.

Es wurden nur Abstandsbeschrankungen verletzt, die Winkelbeschrénkungen wurden wéhrend
der REDAC-Zyklen eingehalten. Die durchschnittlichen Abweichungen der vorgegebenen
Werte sind jedoch gering. Die Verletzung der Q442-NH/G441-Qa-Beschrankung trat lediglich

in den 36 besten Strukturen auf. Die mittlere quadratische Abweichung der Orientierung
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einzelner Aminosauren des Riickgrats lag bei rmsd = 0.93 + 0.26 A. Dieser Wert zeigt, dass die
berechneten Strukturen definierte Konformationen einnahmen.

Die zehn besten Strukturen wurden in das Programm SYBYL 8.0 eingelesen, um eine
qualitative Aussage der Konformationen treffen zu kénnen. Aus Abbildung 53 geht hervor,
dass das Rickgrat der zehn Strukturen identisch ist. Weiterhin wird deutlich, dass die
Prolin-Prolin-Sequenz dem Ruckgrat einen helikalen Charakter verleiht, was einen perfekten

Ausgangspunkt zur Mimikrierung der Leitstruktur durch Fixierung der Konformation bietet.

(b)

Abbildung 53: Stereoplots (crossed-eyes, colored by atomtype) der zehn besten Strukturen der
Leitstruktur 2 nach der DG-Rechnung. In (a) ist der N-Terminus oben und der C-Terminus unten. In (b)

liegt der N-Terminus links.
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Weiterhin wurde mit dem Programm CYANA berechnet, wie hoch der prozentuale Anteil der

100 Strukturen in den verschiedenen Regionen des Ramachandran-Plots (Abbildung 54) ist.

v 0-

]80 T T J

180 90 0 00 130
¢

Abbildung 54: Darstellung des Ramachandran-Plots der 100 berechneten Strukturen. 75% der
Strukturen liegen in den begtinstigtsten Regionen (dunkelblau), die restlichen 25% der Strukturen liegen

in zusatzlich erlaubten Regionen (blau). Keine Struktur befindet sich in nichterlaubten Regionen (weiR).

75% der Strukturen befinden sich nach der DG-Rechnung in der beglnstigtsten Region
(dunkelblau), die restlichen 25% liegen in den sogenannten zusétzlich erlaubten Regionen
(blau) wéhrend sich keine Struktur in nichterlaubten Regionen (weif3) befindet.
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4.6 Homologie der C4-Region

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Peptiden handelt es sich um Sequenzen der konservierten
C4-Region des gp120. Es wurde bei dieser Homologiestudie herausgefunden, inwieweit die
betreffenden Aminosduren konserviert sind und im Fall einer Varianz die Unterschiede der

Polaritaten der Seitengruppen spezifiziert.

Bei dem untersuchten Bereich handelt es sich um die Sequenz “**MYAPPIEGQIEG*” des

gp120.2” Um die Homologie der Sequenz zu ermitteln, wurde ein Alignment von 105452

k¥ des

Sequenzen der Familie gpl20 (PF00516) aus der Pfam-Datenban
Wellcome-Trust-Sanger-Institute durchgefuhrt, wobei einzig Sequenzen berticksichtigt wurden,
die eindeutig aus proteinogenen Aminosduren bestehen. In Tabelle 10 sind die relativen,
prozentualen Anteile der Aminoséuren der Sequenz 434-445 des gp120 angegeben, die aus den

absoluten Werten der Homologie dieser Sequenz (Tabelle 19) berechnet wurden.

Tabelle 10: Ubersicht der relativen Homologie der Sequenz 434-445 des gp120. In fett sind in den Spalten
die Aminosauren angegeben, von denen in dieser Arbeit ausgegangen wurde. Die Anteile der
Aminosauren sind in Prozent [%] angegeben, die Aminosauren Phenylalanin und Tryptophan sind nicht
angeflhrt, da sie in der untersuchten Sequenz nicht auftreten. Hervorgehoben sind in fett die Prozente,

die fur ein konserviertes Vorhandensein der Aminosaure stehen.

M434
Y435
A436
P437
P438
1439
E440
G441
Q442
1443
E444
G445

8.2 85.6 11

99.4

94.8 4.3
98.5
99.8
4.8 93.1
122 321 153 8.6 13.2 27 131
99.5
26 146 38 3.6 405 14 59 78 41 39 20
935 5.7
437 121 1.1 23 11.3 82 191
99.7

Deutlich zu erkennen ist, dass die Aminosauren Y435, A436, P437, P438, 1439, G441, 1443

und C445 jeweils mit einer Haufigkeit von Gber 90% hochkonserviert sind. Auch die Position

7.1
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434 ist mit einem Anteil an Methionin von ber 80% nicht sehr variabel. Einzig die Positionen
440, 442 und 444 sind variabel. An Position 440, bei der in dieser Arbeit von einer
Glutaminsiure ausgegangen wird, ist Glutaminsdure zwar die zweithdufigste Aminosdure,
jedoch nur mit 15%. Den Hauptanteil macht das basische Arginin mit tber 30% aus. Lysin,
ebenfalls eine basischen Seitenkette aufweisend, macht einen Anteil von 13% aus. Dies hat zur
Folge, dass an der Position 440 neben der Glutaminséure hauptsachlich von Aminosauren mit
basischem Seitenkettencharakter auszugehen ist. Ausgehend von der These von Rosen et al.*,
in der R5-Isolate bei der AS440 eine positive Seitenkette aufweisen, besteht ein GroRteil der
untersuchten Datenbank aus R5-lIsolaten. Rosen et al. fanden heraus, dass die Ladung der
AS440 des gpl20 wichtig zur stabilisierenden ionischen Wechselwirkung mit der AS322
(V3-loop) ist. In den in dieser Arbeit durchgefuhrten Studien konnte eine deutliche Bindung
der Liganden zum CCR5-Rezeptor verzeichnet werden, obwohl in der Leitstruktur 2 an der
Position 440 eine polare, neutrale Seitenkette vertreten war. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass an dieser Position ebenfalls eine polare, ungeladene Aminosdaure eine
antagonistische Wirkung auf den CCR5-Rezeptor ausiibt. An Position 442, bei der in dieser
Arbeit von Glutamin ausgegangen wurde, ist diese Aminosdure auch in der Rangliste mit tber
40%, gefolgt von Asparagin mit 14%, am hochsten platziert. Weiterhin kénnen an dieser
Position fast alle anderen Aminoséuren auftreten, unabhangig von den Polaritaten der
Seitenketten. Da aber Glutamin und Asparagin einen Anteil von ber 50% ausmachen, kann
davon ausgegangen werden, dass an der Position 442 des gp120 eine Aminosaure mit polarem
Seitenkettencharakter vorliegt. Auch die Position 444 geht aus dem vorgenommenen
Alignment als variabel hervor. Den Hauptanteil an dieser Position bezieht Arginin mit (ber
40%. Threonin, Asparagin und Lysin bestreiten ebenfalls eine beachtliche Frequenz von
jeweils 10 - 20%. Eine starke Abweichung zur in dieser Arbeit behandelten Sequenz weist die
Position 445 auf. Anstelle des Glycins geht aus diesem Alignment hervor, dass an dieser
Position ein Cystein hochkonserviert mit fast 100% zu finden ist.

Zur veranschaulichenden Ubersicht wurde neben dem tabellarischen Alignment ein
Sequenzlogo aus 10000 Sequenzen entworfen (Abbildung 55).** Die GroRe der Buchstaben
spiegelt hierbei die Haufigkeit der Aminosdure an der jeweiligen Position wieder, die Farben
geben Auskunft Uber die Polaritdten der Seitenketten (mit schwarz: unpolar, grun: polar,

blau: basisch, rot: azid und mangenta: Sdureamid).



Ergebnisse und Diskussion 83

i

=— —

Abbildung 55: Sequenzlogo der Positionen 434-445 des gp120. Je groRer der Buchstabe, desto héher ist
der Anteil der Aminosdure an der Position. Die Farben geben Auskunft Uber die Polaritat der Seitenkette;

mit schwarz: unpolar, grin: polar, blau: basisch, rot: azid und mangenta: polar (Sdureamid).

Auch aus Abbildung 55 wird ersichtlich, dass die meisten Aminosauren in der untersuchten
Sequenz der C4-Region konserviert sind. Die Positionen 440, 442 und 444 sind hochvariabel
und haben keine eindeutigen Tendenzen in Bezug der Polaritdten der Seitenketten.

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass die Mehrheit der untersuchten Aminosauren
des gp120 konserviert vorliegt. Daher ist davon auszugehen, dass das Peptid 2 aufgrund der
geringen Mutationsrate dieser Sequenz eine geeignete Leitstruktur zur Inhibition des
CCRb5-Corezeptors bietet. Es soll jedoch mittels MD-Simulationen untersucht werden,

inwieweit die hochvariable Position 440 einen Einfluss auf die Affinitat austbt.



Ergebnisse und Diskussion 84

4.7 Molecular Dynamics-Simulation

4.7.1 MD-Simulationen der Sequenz 436-443 des gp120 mit dem CCR5-Rezeptor

Anhand der MD-Simulationen der Peptide “*APPIEGQI** und **APPIQGQI**® mit dem
CCRb5-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass das PPI-Motiv in-silico eine tragende Rolle bei
der Interaktion zum Rezeptor spielt. Weiterhin wurde durch die Mutation an der Position 440

herausgefunden, dass weder Glutamin noch Glutaminsdure mit dem Protein wechselwirkt.

Die Molecular Dynamics (MD)-Simulationen wurden mit dem Programm Desmond
(Schrodinger, D.E. Shaw Research) durchgefiihrt. Als Startstruktur wurde ein

Homologiemodell®®

des Komplexes, bestehend aus dem viralen gp120, dem CD4-Rezeptor,
dem CCR5-Corezeptor und der humanen Lipiddoppelschicht gewahlt. Die Zellmembran und
der CD4-Rezeptor sowie die Aminosauren des gpl120, die nicht zur Sequenz der Leitstruktur
gehoren, wurden aus dem Modell entfernt. Zum einen wurde die Sequenz “*APPIEGQI*?
analysiert. Zum anderen wurde mit der Mutante “**APPIQGQI**® eine Molecular Dynamics-
Simulation durchgefuhrt, da die durchgefiihrte Homologiestudie zeigte, dass die Aminoséure
Glutamin an der Position 440 stark vertreten ist. Damit sollte in-silico untersucht werden, wie
einflussreich der Seitenkettencharakter der Position 440 zur Interaktion zum CCR5-Rezeptor
ist. Der C-Terminus beider Sequenzen wurde als Séureamid definiert, da das synthetisch
hergestellte Peptid 2 diese funktionelle Gruppe am C-Terminus trug. Zunachst wurde vor jeder
Rechnung eine waterbox mit orthorhombischen boundary conditions mit einem
SPC-Losungsmittelmodell aufgestellt. AnschlieBend wurde jeweils eine MD-Simulation tber

3000 ps bei 300 K und einem NVT-Ensemble durchgefihrt.

Beide MD-Simulationen wurden qualitativ mit Hilfe der Simulation Quality Analysis bewertet
(9.3 Molecular Dynamics-Simulation — Simulation Quality Analysis). Die Gesamtenergie des
Komplexes aus CCR5, Wasser und Peptid “*APPIEGQI**® betrug -118985.0 kcal/mol
(Tabelle 20), die Gesamtenergie des Komplexes mit dem Peptid “**APPIQGQI*? hingegen
betrug -119213.4 kcal/mol (Tabelle 21). Bei beiden Simulationen steigt der Betrag der
Gesamtenergien stetig, die potentiellen Energien beider Systeme gehen nach einem
anfanglichen Abstieg bis zu einer Simulationszeit von 700 ps in einen Gleichgewichtszustand
tber (Abbildung 66, Abbildung 67).
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Mit Hilfe der Simulation Event Analysis wurden anschlieBend die Entfernung von
Schweratomen tber die gesamten Simulationen berechnet, um Interaktionen zu interpretieren.
Dabei wurde angenommen, dass bei einem Abstand unter 4.5 A zwischen Schweratom von
Ligand und Rezeptor eine hydrophobe Interaktion vorliegen kann und der Maximalabstand zur
Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung 3.2 A betragt.*’

In Abbildung 56 sind die Abstande der Schweratome zwischen Peptid “**APPIEGQI**® und
CCR5 gegen die Zeit der MD-Simulation aufgetragen. Aus den Graphen geht hervor, dass das
Peptid bei Simulationszeiten von 2200 bis 2500 ps gunstige Konformationen aufweist, die
Wechselwirkungen mit dem Rezeptor zulassen. Alle Aminosduren bilden hydrophobe
Wechselwirkungen zu den Aminoséuren F189, F263 und L266 des CCR5-Rezeptors aus. Die
Aminosaure Q440 bildet lediglich in den ersten 500 ps der MD-Simulation eine
Wasserstoffbriickenbindung zur Aminosaure Q168 aus, wahrend sich das System noch nicht
im Gleichgewicht befindet. Im Gegensatz dazu bildet die Aminosdure Q442
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Sulfaten der sulfatierten Tyrosine 3Y und 10Y und zur
Aminosdaure N268. Bei den Abstandsmessungen der Sulfate der Tyrosine wurde aufgrund der

Rotation der Sauerstoffe der Schwefel als Schweratom gewaéhit.
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Abbildung 56: Abstandsmessungen der MD-Simulation des Peptids “*APPIEGQI*?® mit dem
CCR5-Rezeptor. Es sind die gemessenen Abstande der Schweratome gegen die Zeit der MD-Simulation
aufgetragen. Die erste Aminosaure der jeweiligen Graphentberschrift bezieht sich auf das Peptid, die
zweite Aminosdure stammt von dem Rezeptor. Bei den Sulfaten der Tyrosine wurde auf Grund der
Rotation der Sauerstoffe der Schwefel als Schweratom gewahit.

In Abbildung 57 sind die Wasserstoffbriickenbindungen der Aminosdure 442Q mit den
sulfatierten Tyrosinen Y3 und Y10 und die Wasserstoffbrickenbindung zum Asparagin N268
bei einer Simulationszeit von 2120 ps dargestellt. Die Wechselwirkung zum Y10 ist schwach,
es muss jedoch berticksichtigt werden, dass der Schwefel als Schweratom gewéhlt wurde und

daher der Abstand zum Sulfatsauerstoff etwas geringer ist.
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Abbildung 57: Stereoplot (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in griin und Rezeptor in grau
koloriert) des Komplexes von CCR5-Rezeptor und Ligand “**APPIEGQI*®. Die Aminosaure Q442 bildet
Wasserstoffbrickenbindungen mit den Aminosauren Y3, Y10 und N268.

Wie schon aus Abbildung 57 ersichtlich, ragt die Aminoséure 1443 vom Rezeptor weg. Neben
dieser Aminoséure bilden auch A436 und E440 keine Interaktionen zum CCR5-Rezeptor bei

unterschiedlichen Simulationszeiten aus (Abbildung 58 a, b).
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Abbildung 58: Stereoplot (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in griin und Rezeptor in grau
koloriert) des Komplexes von CCR5-Rezeptor und Ligand “*APPIEGQI**® bei Simulationszeiten von
a: 2300 ps und b: 2430 ps. Die Aminosduren A436, E440 und 1443 wechselwirken nicht mit dem
CCRS5-Rezeptor.

In Gegensatz dazu steht das PPI-Motiv der Leitstruktur, dass hydrophobe Wechselwirkungen
zum Rezeptor ausbildet (Abbildung 59 , b). Die Konformationen des Peptids bei den
Simulationszeiten von 2300 ps und 2430 ps sind nahezu identisch. Die Aminosdure P437
interagiert mit dem Phenylalanin F198 ebenso wie das Isoleucin 1439, welches auch
hydrophobe Wechselwirkungen mit F263 und L266 eingeht. Die Aminosaure P438 interagiert
vorrangig mit dem Phenylalanin F263.
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Abbildung 59: Stereoplots (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in grin und Rezeptor in grau
koloriert) des Komplexes der Leitstruktur 2 mit dem CCR5-Rezeptor bei verschiedenen Simulationszeiten
(a: 2300 ps, b: 2430 ps). Die Aminosduren P437, P438 und 1439 des Peptids weisen hydrophobe
Wechselwirkungen zu den Aminoséduren F198, F263 und L266 des Rezeptors auf.
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Neben der MD-Simulation mit der Leitstruktur 2 und dem CCR5-Rezeptor wurde auch eine
MD-Simulation mit dem Peptid “**APPIQGQI*? durchgefiihrt. Damit sollte gezeigt werden,
welchen Einfluss die variable Position 440 des gp120 auf die Bindung zum CCR5-Rezeptor
hat. In Abbildung 60 sind die Abstande der Schweratome, die Wechselwirkungen aufweisen,
gegen den zeitlichen Verlauf dieser MD-Simulation aufgetragen. Aus dieser MD-Simulation
wird ersichtlich, dass die Konformere bis zu einer Zeit von etwa 1200 ps die meisten
Interaktionen mit dem Rezeptor eingehen. Die Aminoséuren P438, 1439 und 1443 weisen
hydrophobe Wechselwirkung mit den Aminosauren F189, F263 und L266 auf. Die
Aminosdure Q440 bildet eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Aminosaure N267 des
CCR5-Rezeptors und die Aminosaure Q442 und der C-Terminus zeigen nur leichte
Wechselwirkungen mit dem Rezeptor.
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Abbildung 60: Abstandsmessungen der MD-Simulation des Peptids “*APPIQGQI*® mit dem
CCR5-Rezeptor. Es sind die gemessenen Abstdnde der Schweratome gegen die Zeit der MD-Simulation
aufgetragen. Die erste Aminosdure der jeweiligen Grapheniberschrift bezieht sich auf das Peptid, die
zweite Aminosaure stammt von dem Rezeptor.

In Abbildung 61 sind die Wechselwirkungen des Peptids “**APPIQGQI**® mit dem
CCR5-Rezeptor bei einer Zeit von 1000 ps dargestellt. Die Aminosdauren 1439 und 1443
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wechselwirken mit den Aminosauren Y3, F189 und F263, das N-terminale APP-Motiv weist

jedoch noch keine Interaktion auf.

Abbildung 61: Stereoplot (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in grin und Rezeptor in grau

koloriert) der Konformation des Peptids “*APPIQGQI**® nach einer Simulationszeit von 1000 ps. Die
Aminosauren 1439 und 1443 wechselwirken mit den Aminosduren Y3, F189 und F263 des Rezeptors. Das

APP-Motiv des Peptids weist keine Interaktion mit dem Protein auf.

Ab einer Simulationszeit von 2500 ps haufen sich die hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen Rezeptor und Ligand und die Konformation des Peptids ist weitestgehend konstant.
In Abbildung 62 sind zwei Konformationen bei (a) 2500 ps und (b) 2615 ps dargestellt.



Ergebnisse und Diskussion 94

o e .'"
X = "1/ y. W
N, 1 T N
9 NG A L Nt R g -
T "\ﬁ VoAl L oS
O RS HNRY,  L k
S04 o # 55 WP SR SN ¢ X Har B e 7D S (b)

Abbildung 62: Stereoplot (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in griin und Rezeptor in grau
koloriert) des Komplexes aus Ligand “*APPIQGQI**® und CCR5-Rezeptor bei einer Simulationszeit von

(a) 2500 ps und (b) 2615 ps. Die beiden dargestellten Peptide sind in ihrer Konformation stabil.

Bei der Betrachtung der Wechselwirkungen ist erkennbar, dass das Phenylalanin F189 des
CCRb5-Rezeptors eine tragende Rolle spielt, da das Peptid eine hydrophobe Tasche um diese
aromatische ~ Aminoséure Uber einen langen Zeitraum der Simulation bildet
(Abbildung 63 a, b). Die Aminoséuren A436 und P438 zeigen starke Wechselwirkungen mit
dem Phenylalanin, welche durch schwache Interaktionen mit P437 und 1443 gestiitzt werden.
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(b)
Abbildung 63:  Stereoplots eines Ausschnitts des Komplexes aus “®APPIQGQI*® und dem
CCR5-Rezeptor (crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in griin und Rezeptor in grau koloriert) bei
einer Simulationszeit von 2500 ps (a) und 2615 ps (b). Die Aminosdure F189 des Rezeptors ragt in eine
hydrophobe Tasche des Liganden, bestehend aus den Aminosauren A436, P437, P438 und 1443.

Diese hydrophobe Tasche wird von der Riickseite ebenfalls durch schwache Interaktionen der
Aminosaure 1439 mit den Aminosauren F263 und L266 des Rezeptors stabilisiert
(Abbildung 64 a, b).
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Abbildung 64: Stereoplots eines Ausschnitts des Komplexes aus **APPIQGQI**® und dem CCR5 Rezeptor
(crossed-eyes, colored by atomtype, Peptid in griin und Rezeptor in grau koloriert) bei einer Simulationszeit
von 2500 ps (a) und 2615 ps (b). Die Aminosdure 1439 des Liganden weist schwache hydrophobe
Wechselwirkungen zu den Aminosauren F263 und L266 auf.

Aus den beiden MD-Simulationen geht hervor, dass die hydrophoben Aminoséuren P437,
P438 und 1439 einen grolRen Beitrag zur Interaktion zum CCR5-Rezeptor liefern. Auch die
polare Aminoséure Q442 weist in beiden Simulationen hydrophile Wechselwirkungen auf.
Insbesondere durch die MD-Simulation des Peptids “**APPIEGQI**® konnte gezeigt werden,

dass dieses Glutamin Wechselwirkungen zu den sulfatierten Tyrosinen eingeht, die wichtig fiir
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die Interaktion zwischen viralem gp120 und CCR5-Rezeptor sind.®® Die Aminosauren A436
und 1443 zeigen nur wenige Interaktionen in beiden durchgefiihnrten MD-Simulationen. Die
Position 440, die in der ersten Simulation als Glutaminséure und in der zweiten Simulation als
Glutamin vertreten war, interagiert nicht mit dem CCR5-Rezeptor. Weder die Carboxyfunktion
noch das Saureamid bildeten Wasserstoffbriickenbindungen zu umliegenden Aminoséduren des
Rezeptors. Daher kann davon ausgegangen werden, dass diese Position vernachldssigbar in
Bezug auf die Wechselwirkung zwischen Ligand und CCRS ist, was durch die hohe

Mutationsrate im gp120 bestétigt wird.

Aus dem Vergleich zwischen den in-silico erhaltenen Daten und den Ergebnissen der
SPR-Bindungsstudien geht hervor, dass in den MD-Simulationen das PPI-Motiv zwar einen
wichtigen Beitrag zur Interaktion mit dem CCRb5-Rezeptor liefert, aber in der
SPR-Bindungsstudie des Peptids 4 (GSGS**APPI**) keine spezifischen Wechselwirkungen
detektiert werden konnten. Insbesondere die Aminosduren P438 und 1439 weisen in den
MD-Simulationen starke hydrophobe Interaktionen mit dem CCR5-Rezeptor auf. Auch in der
SPR-Studie des Peptids 7 (GSGS**®*PIEGQI***) wurde eine hohe Affinitat festgestellt.

Das Glutamin Q442 hingegen zeigt sowohl in den in-silico durchgefiihrten Studien eine starke
Affinitdt zum Rezeptor als auch in den SPR-Studien der Peptide, in denen das EGQI-Motiv
enthalten waren. Maoglicherweise initialisiert die Position Q442 mit ihren starken
Wasserstoffbriickenbindungen die Ausbildung der Gbrigen Wechselwirkungen zwischen dem
Rezeptor und dem Liganden. Dies wiirde begriinden, weshalb die Peptide 2 (**APPIEGQI**?),
6 (**MYAPPIEGQIEG*?) und 7 (GSGS™*PIEGQI*?) hohe Affinititen in den SPR-Studien
zeigten und kein Bindungsbruch verzeichnet wurde, obwohl das APPI-Motiv ganz oder

teilweise in den Strukturen enthalten war.

4.7.2 Vergleich der Strukturen aus MD-Simulation und Konformationsanalyse

Um die Konformationen des Peptids 2 der MD-Simulation und der Konformationsanalyse
vergleichen zu kénnen, wurde die beste von CYANA errechnete Struktur und das Konformer
aus der MD-Simulation bei 2430 ps (ibereinandergelegt (Abbildung 65). Bei diesem Vergleich
muss berlcksichtigt werden, dass die mit Hilfe der NMR-Spektroskopie berechnete Struktur
eine gemittelte Struktur in Abwesenheit des Rezeptors ist, wohingegen die Struktur der
MD-Simulation, die an den Rezeptor bindet, nur eine von vielen Konformeren ist. Zur besseren
Ubersicht ist die Konformation des Peptids “*APPIEGQI*** aus der MD-Simulation in griin
koloriert, die mit Hilfe des Programms CYANA erhaltene Struktur ist in grau koloriert.
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Abbildung 65: Stereoplots (crossed-eyes, colored by atomtype) der Konformere des Peptids
“CAPPIEGQI*?. Die Struktur der Konformationsanalyse ist grau koloriert. Aus der MD-Simulation
wurde das Konformer bei der Simulationszeit von 2430 ps gewahlt und in grin eingefarbt. Der
N-Terminus beider Strukturen befindet sich oben.

Das Konformer der MD-Simulation weist eine deutliche Stauchung der Struktur auf. Dies ist
nicht weiter verwunderlich, da schon aus Abbildung 58 hervorgeht, dass das PPI-Motiv des
Peptids viele hydrophobe Interaktionen mit dem CCR5-Rezeptor eingeht und daher eine
konformellen Verdnderung eingeleitet wird. Im Vergleich zur NMR-basierten Struktur zeigt
die Prolin-Prolin-Abfolge die gleiche helikale Anordnung. Die Aminosauren A436 und das
C-terminale 1443 der beiden Strukturen liegen sehr unterschiedlich vor. In der Struktur der
Konformationsanalyse sind diese Aminosduren linear angeordnet, wahrend sie in dem
MD-Konformer gekrimmt vom Ruckgrat abweisen. Begrundet wird dies mit der Tatsache,
dass die beiden Aminosduren in der MD-Simulation keine Interaktionen zum Rezeptor
eingehen und dem Rezeptor abgewandt vorliegen.

Da das PP-Motiv des Leitpeptids 2 in beiden Strukturen die gleiche Konformation aufweist,
wird die Hypothese, die Prolin-Prolin-Abfolge zu mimikrieren, gestutzt. Eine Mdglichkeit der
Mimikrierung konnte beispielsweise die Einfuhrung eines heterozyklischen Motives zur

Festigung der Rigiditat darstellen.
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5. Zusammenfassung

Die Infektion des Humanen Immundefizienzvirus (HIV) wird durch die Interaktion des viralen
Oberflachenproteins gp120 mit dem humanen Rezeptor CD4 eingeleitet. AnschlieRend findet
eine zweite Wechselwirkung mit dem CCR5-Corezeptor statt, durch die eine Membranfusion
vermittelt und die virale Erbinformation in die humane Zelle geschleust wird. Die Deletion von
32 Basenpaaren des CCR5-Gens (CCR5A32)% bei Menschen, die homozygot beziiglich dieser
Deletion sind, fuhrt zu keinen immunologischen Nachteilen und verhindert, dass diese
Menschen HIV-infiziert sind. Daher bietet die Inhibition des CCR5-Rezeptors einen
versprechenden Ansatz zum Unterbinden des HIV-entry.

Neben der viralen VV3-loop, der eine starke Interaktion zum CCR5 wahrend des entry zugeteilt
wird, liegen in dem in-silico Homologiemodell von W. Scherres® weitere Sequenzen in
unmittelbarer Nahe zum Corezeptor. Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei Sequenzen
identifiziert, die in-silico Wechselwirkungen mit CCR5 eingehen. Dabei handelt es sich um die
Sequenz *ACPKVS™ (Peptid 1) der C1-Region und um “*APPIEGQI**® (Peptid 2) der
C4-Region des viralen gp120. Diese Sequenzen und verschiedene Derivate beider Regionen
wurden als Peptidbibliothek synthetisiert. In einer ersten Bindungsstudie wurde mit Hilfe der
Oberflachenplasmonenresonanz eine qualitative Aussage Uber die Bindungsaffinitaten der
Peptide getroffen. Die Sequenz der C1-Region zeigte keinerlei Bindung zum CCRS5. Der
Sequenz der C4-Region konnte eine starke Bindungsaffinitit zum CCRS5 zugeschrieben
werden. Um diese genauer innerhalb der Sequenz lokalisieren zu kdnnen, wurden ebenfalls
Derivate des Peptids “**APPIEGQI*? mittels SPR untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
die Aminosauren “°EGQI**® einen hoheren Anteil der Bindung als die Region ***APPI**®
aufweisen. Doch auch bei der am N- und C-Terminus um zwei Aminosduren verléngerte
Sequenz “**MYAPPIEGQIEG*”® konnten starke Wechselwirkungen zum CCR5 analysiert
werden.

Da es sich bei dem CCR5-Corezeptor um einen 7-Helixtransmembranrezeptor handelt, wurden
wahrend dieser Dissertation fur alle Bindungsstudien CCR5-uberexprimierende Zellen
verwendet. Um eine quantitative Aussage der Bindungsstudien treffen zu kénnen, musste
vorab die Rezeptoranzahl pro Zelle ermittelt werden. Diese wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie auf 40000 Rezeptoren pro Zelle bestimmt. Mit Hilfe dieser Methode
wurde ebenfalls eine Bindungsstudie durchgefuhrt. Dazu wurde die Leitstruktur 2
BEAPPIEGQI**® mit dem Fluorophor Cy3 markiert. Strukturbedingt konnte pro Peptid nur ein

Molekul Cy3 unter Amidkupplung gebunden werden. Durch diese Bedingung war es maoglich,



Zusammenfassung 100

pro detektiertem Ereignis der Messung von einer 1:1-Bindung zwischen fluorophormarkiertem
Peptid 2+Cy3 und CCR5-Rezeptor auszugehen. Die Messung der Durchflusszytometrie ergab
eine thermodynamische Dissoziationskonstante Kp von 25 + 4 mM flr das Peptid 2+Cy3.

Mit Hilfe der STDD-NMR-Spektroskopie sollte diese Dissoziationskonstante verifiziert
werden. Dazu wurden aus den verwendeten Zellen Liposomen hergestellt und diese mit
verschiedenen Konzentrationen des Octapeptids 2 analysiert. Bei der durchgefuhrten
STDD-NMR-Titration konnten fur das Proton E440-Hy STD-Effekte ermittelt werden. Die
Auswertung der STD-Effekte des Protons E440-Hy lieferte eine Dissoziationskonstante von
14+ 10 mM. Der NMR-spektroskopisch bestimmte Kp-Wert liegt in der gleichen
GroRenordnung und  bestatigt die Dissoziationskonstante, die mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert wurde.

Weiterhin  wurde im Rahmen dieser Dissertation eine Konformationsanalyse
NMR-spektroskopisch durchgefiihrt. Um ein geeignetes Mimetikum zu finden, bietet der
Ansatz, die Rigiditat der Struktur zu fixieren, eine gute Mdéglichkeit. Da in der Leitstruktur 2
zwei Proline in Folge auftreten, ist dies ein moglicher Angriffspunkt der Fixierung des
peptidischen Rickgrats. Um eine Konformationsanalyse durchzufiihren, wurden mittels
EASYROESY-NMR-Spektren Aufbaukurven aufgestellt, um daraus Abstande interresidualer
Protonen zu ermitteln. Weiterhin wurden aus skalaren *J-Kopplungskonstanten zwischen
amidischen und dazugehorigen a-Protonen Torionswinkel bestimmt. Aus diesen
Strukturinformationen wurden Abstands- und Winkelbeschrankungen aufgestellt und eine
DG-Rechnung unter Verwendung des REDAC-Algorithmus durchgefiihrt. Die Zielfunktionen
der besten 50 ermittelten Strukturen wiesen einen Wert von 0.32 auf. Der rmsd der besten
10 Strukturen von 0.93 + 0.26 A begriindet eine definierte Struktur des Riickgrats.

Um den Anteil der konservierten Aminosduren der in dieser Arbeit untersuchten C4-Region
spezifizieren zu kénnen, wurde ein Homologiemodell der Sequenz 434-445 durchgefiihrt. Die
Mehrheit der Aminoséauren weist mit tiber 90% einen hoch konservierten Anteil auf. Lediglich
die Positionen 440, 442 und 444 sind sehr variabel.

Es wurden zwei MD-Simulationen durchgefiinrt. Zum einen sollten die Interaktionen des
Octapeptids 2 zum CCR5-Rezeptor in-silico definiert werden. Da die Homologiestudie zeigte,
dass die Position 440 variabel ist und ein hoher Anteil der Varianz die Aminosaure Glutamin
bestreitet, wurde zum anderen eine MD-Simulation mit dem Homologen “*APPIQGQI*?
durchgefuhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Position 440 keinen Einfluss auf die
Affinitdt zum CCR5-Rezeptor hat. In den MD-Simulationen wiesen besonders das PPI-Motiv

und die Aminosaure Q442 hohe Interaktionen zum Rezeptor auf.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auch das Peptid 2 aus der C4-Region neben der
V3-loop an der Interaktion des gp120 zum CCR5-Rezeptor beteiligt ist und somit vermutlich
diese Bindung starkt.
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6. Summary

The entry of HIV into human cells is induced by the interactions of the viral protein gp120 and
the human CD4 receptor and CCRS5 coreceptor. Targeting the interaction of gp120 and CCR5
IS a promising approach to inhibit viral entry. The idea is based on the fact that a deletion of
32 base pairs of the CCR5-gene (CCR5A32) poses no immunological disadvantages to affected
humans.

In the homology model of W. Scherres™ are besides the viral V3 loop which interacts strongly
with the CCR5 coreceptor more sequences of the viral gpl20 in striking distance to the
receptor. In this study a new sequence of the viral protein gp120 was identified. This peptide
could serve a potential lead structure to inhibit CCR5-coreceptor. After synthesis of a peptide
library qualitative binding affinities of the peptide “*APPIEGQI**® (2) and its derivatives could
be assigned using SPR analysis. It could be shown that the sequence *’EGQI**® has a more
important influence to the binding affinity than the sequence “*°*APPI1**,

Because CCR5 belongs to the family of seven-helix transmembrane receptors the
CCRb5-overexpressing GHOST(3)-Hi5 cells were used in this work. First the number of
CCRb5-receptors on the cell surface was identified to allow quantification of the following
measurements. Using flow cytometry the number of CCR5-receptors was assigned to 40000
CCRb5-receptors per cell. This optical method was also used to determine a dissociation
constant Kp for the lead structure “**APPIEGQI**® which was fluorophorically labeled with
Cya3. Due to the structure of the peptide only one molecule of the fluorophor was linked under
amide coupling. A Kp-value of 25 + 4 mM for the lead structure 2+Cy3 was obtained.

To verify this Kp-value, STDD-NMR-spectroscopy was employed. Liposomes assembled of
GHOST(3)-Hi5 cells were analyzed with different concentrations of the lead structure.
STD-effects could be detected for the proton E440-Hy of the octapeptide 2. Fitting of
STD-amplificationfactors against peptide concentrations yielded the Kp-value of 14 £ 10 mM.
This Kp-value is consistent with results determined by flow cytometry.

A conformational analysis of the peptide 2 was performed. Because of its proline-proline
motive modifying the backbone could serve a possibility to fix the rigidity of the peptide. In
this study the conformation of the lead structure 2 was analyzed by NMR-techniques.
Structural information derived from EASYROESY-NMR buildup-curves and 3J-coupling
constants were used to define distance and angle constraints. A distance geometry calculation
with these constraints and a REDAC algorithm was performed and well defined structures with
a rmsd = 0.93 + 0.26 A were obtained. The target function values of the best 50 conformers

yielded 0.32 which indicates that the defined constraints were observed.
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Although the lead structure is located in the conserved C4-region of the gp120, a homology
study was performed. Most of the amino acids are conserved indeed, only the positions 440,
442 and 444 are highly variable.

The interactions of peptide 2 to the CCR5 coreceptor were analyzed in a molecular dynamics
simulation. Because of the variety of position 440 another molecular dynamic simulation was
performed with the homolog “**APPIQGQI*?. In both simulations no affinity of the position
440 could be detected. By contrast the PPI-motive and the amino acid 442Q formed strong

interactions to the CCR5 coreceptor.
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7. Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Gerate und Materialien

7.1.1 Chemikalien

Hersteller Chemikalie

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

Biacore (GE Healthcare) N-Hydroxysuccinimid, N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N-ethylcarbodiimidhydrochlorid, Ethanolamin,
Acetatpuffer

Biochrom Fotales Kalberserum

Calbiochem G418, Hygromycin

Cambidge Isotope Laboratories EDTA-ds6, Tris-dyg

Deutero Deuteriumoxid, (99.98%)

Fluka di-Natriumhydrogenphosphat

Gibco 0.05% Trypsin EDTA, DMEM + Glutamax,
Penicillin/Streptomycin, Pefablock, Pepstatin, Antipain,
Leupeptin

HiClone RPMI-1640

Iris Biotech DIPEA, DMF, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-OH,

Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-Ile-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH,

Fmoc-L-Val-OH,
Fmoc-Rink-Amid-AM-Harz, Piperidin, TBTU
J.T. Baker Natriumchlorid
Lumiprobe Cy3 NHS-ester
Merck Dichlormethan, Diethylether, Dodecylsulfat Natriumsalz,

Essigsaureanhydrid, Kaliumchlorid,
Kaliumdihydrogenphosphat, Trifluoressigsaure, Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma Aldrich Puromycin, Sinapinsdure, Trypanblau, DMSO
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7.1.2 Zellen und Antikdrper

Zelllinie Anbieter

GHOST(3)-Hi5 NIH AIDS Research & Reference Reagent Program,
Division of AIDS, NIAID, NIH

GHOST(3)-Parental NIH AIDS Research & Reference Reagent Program,
Division of AIDS, NIAID, NIH

PE Mouse IgG2a Becton Dickinson

7.1.3 Materialien

Materialien Produkt Hersteller

Cryo-Rohrchen Cryo-Rohrchen 2 mL mit Carl Roth
Aullengewinde, freistehend

Beads QuantiBriteTM PE-Beads Becton Dickinson

Falcon-Tubes Schraubroehre, 15 und 50 mL, Sarstedt

ohne Stehrand, steril

FilterSpin Tubes SpinX tubes CoStar Corp.
(0.22 um Zelluloseacetat)
Gelfiltrations-Saule Superdex Peptide 10/300GL ~ GE Healthcare
Kulturgefale Gewebeflasche 175 cm?, Sarstedt
ventiliert
NMR-R6hrchen 5 mm Typ502, Typ507-HP7  Norell
NMR-R6hrchen 3mm match Hilgenberg
RP-Séule VP250/21 Nucleodur C18 Macherey und Nagel
Pyramid
RP-Séule Vydac, Protein & Peptide C18 Grace
serologische Pipetten 1mL,2mL,5mL, 10 mL, Sarstedt
20 mL, steril
SPR-Chip CM3-Chip GE Healthcare
SCB CMDP Xantec
Spritzenfiltereinheit 0.22 pm-Filtereinheit, Sarstedt

Filtropur S
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7.1.4 Gerate

Gerét Geratetyp Hersteller

COgz-Inkubator MCO 17 Al SANYO Innovationstechnik
GmbH

Durchflusszytometer FACS Cantoll Becton Dickinson

HPLC Biocad 700E Perfusion Biocad

HPLC

Gefriertrocknungsanlage
Liposomenextruder
MALDI-TOF-MS
Mikroskop
Mikrowellenreaktor
Mikrowellen-Synthesizer

Neubauerzahlkammer

NMR 500 MHz

NMR 700 MHz

Photometer
Reinstwasseranlage
SPR

Sterilbank

Syntheseroboter

Ultraschallbad
Workstation

Zentrifugen

Merck/Hitachi LAChrom
L-7000-Serie

Alpha 1-2, Alpha 1-4
Avanti Mini-Extruder
Biflex 11

Diavert

Mono-mode System Discover
Liberty

Assistent (0.1 mm Tiefe,
0.0025 mm?)

DRX500, 11.67 Tesla;
inverser 5 mm
Tripelresonanz Probenkopf
Avance |, 700 MHz,

16.35 Tesla, inverser 5 mm
Tripelresonanz Probenkopf
UV-160a

SG Ultra Clear UV 18.2 MQ
Biacore J

Hera safe

Pioneer Peptide Synthesis
System

Sonorex Super, RK512H
HPZ600

5417R, 5804R

VWR International

Christ

Avanti Polar Lipids
Bruker

Leitz

CEM

CEM

Marienthal

Bruker Biospin

Bruker Biospin

Shimadzu Corporation
SGwater

GE Healthcare
Kendro

Per Septive Biosystems

Bandelin
Hewlett-Packard
Eppendorf
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7.1.5 Puffer, Lésungen und Medien
Puffer, Losung

Zusammensetzung

PBS

Tris
SA

LUV-EDTA-NMR-Puffer

LUV-NMR-Puffer

Proteaseinhibitorenmix

Wachstumsmedium

Wachstumsmedium + Selektion

Einfriermedium

68 mM NaCl, 1.3 mM KCI, 5 mM Na;HPO,4, 0.9 mM
KH,POy, pH 7.4

0.1 M Tris, pH 8.2

ges. Lsg. Sinapinsaure in Wasser/Acetonitril (2:1)
+0.1% (v/v) TFA

876 mg (882 mmol) NaCl, 146 mg (1.00 mmol)
EDTA-d1s und 120 mg (100 mmol) Perdeutero-tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-d11) gel6st in
100 mL D0, pH 7.5

876 mg (882 mmol) NaCl und 120 mg (100 mmol)
Perdeutero-tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris-d11) geldst in 100 mL D,0O

Stammldsungen der einzelnen Inhibitoren: 10 mM
Antipain (6.1 mg in 1 mL D,0), 1 mM Pepstatin
(0.7 mg in 1 mL D,0), 20 mM Leupeptin (9.9 mg in
1 mL D,0) und 500 mM Pefablock (11.9 mg in

1 mL D,0); Stammldsungen 1:1:1:1 vermischt
RPMI 1640 (oder DMEM + Glutamax), 50 mL Fotales
Kélberserum, 5 mL Penicillin/Streptomycin

50 mL Fotales Kélberserum,

5 mL Penicillin/Streptomycin, 2 pM Puromycin,

1 nM G418, 0.1 nM Hygromycin

35 mL RPMI 1640, 5 mL DMSO (Ampulle,
Sigma-Aldrich), 10 mL Fotales Kélberserum
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7.1.6 Software

Software Hersteller

Adobe Illustrator CS4 Adobe

Biaeval 3.0 GE Healthcare
CYANA 2.1 L.A. Systems Inc.
FACSDiva 6.1.3 Becton Dickinson
ISISDraw 2.5 MDL Information Systems
Maestro 9.0 Schrodinger
Origin 7.5 OriginLab
QtiPlot 0.9.7.14 GPL

TopSpin 2.1 Bruker Biospin
XACQ 4.0 Bruker

XMass 5.1 Bruker

7.2 Peptidsynthese

7.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAVS)

AAYV 1: Automatisierte Festphasensynthese

Die automatisierte Festphasensynthese fand an einem Pioneer Peptide Synthesis System
Syntheseroboter der Firma Per Septive Biosystems statt.

Ein Rink-AM Polystyrolharz mit einer Belegung von 0.95 mmol/g wurde als Festphase
eingesetzt und vor Beginn der Synthese tber Nacht in DMF zum Quellen gebracht. Die
Aminosdurederivate wurden als 0.2 M Lésung, der Aktivator TBTU als 0.5 M Ldsung und die
Aktivatorbase DIPEA als 2.0 M Losung in DMF eingesetzt. Zur Acetylierung nicht
umgesetzter Aminofunktionen wurde eine Lésung aus 10% (v/v) Essigsaureanhydrid in DMF
verwendet. Die Fmoc-Entschiitzung wurde mit 20% (v/v) Piperidin in DMF durchgefiihrt. Die

Kupplungsschritte wurden jeweils dreimal fur 30 Minuten vollzogen.

AAV 2: Automatisierte mikrowellenunterstiitzte Festphasensynthese

Mit Hilfe des Syntheseroboters Liberty und der dazugehdrigen Mikrowelleneinheit Discover
der Firma CEM wurde die automatisierte mikrowellenunterstiitzte Festphasensynthese der
Peptide durchgefihrt.

Als Festphase diente ein Rink-Amid-AM-Polystyrolharz mit einer Belegung von 0.72 mmol/g,

welches vorab Uber Nacht in DMF zum Quellen gebracht wurde. Die Seitenketten- und
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Fmoc-geschiutzten Aminosdauren wurden als 0.2 M Losungen, der Aktivator TBTU als 0.5 M
Losung und die Aktivatorbase DIPEA als 2.0 M Ldsung, jeweils gelost in DMF, eingesetzt.
Das capping wurde mit einer 10%igen (v/v) Ac,O-L6sung in DMF und die Entschiitzung der
Fmoc-Schutzgruppe mit 20% (v/v) Piperidin in DMF durchgefiihrt. Die einzelnen
Reaktionsschritte fanden jeweils fir 300 s bei 25 W und 348 K statt, die Kupplungsschritte
wurden doppelt durchgefiihrt.

AAV 3: Manuelle Fmoc-Abspaltung und photometrische Bestimmung der Rohausbeute

Das am Harz gekuppelte Peptid wurde unter Lichtausschluss mit 2 mL Piperidin/DMF (1:4) fur
20 Minuten versehen. Die Losung wurde von der festen Phase entfernt und unter
Lichtausschluss aufbewahrt und der Vorgang wiederholt. Die vereinigten Piperidin/DMF-
Losungen wurden mit 16 mL DMF aufgefillt. Von dieser Losung wurde eine Verdiinnung

vorgenommen, indem 100 pL der Abspaltlésung mit 1900 uL. DMF versehen wurden.

AAV 4: Abspaltung der Peptide vom Harz

Zu dem am Harz befindlichen Peptid wurden 5 mL einer Lésung aus TFA, TIPS und Wasser
(95:5:2) hinzugegeben und fir 90 Minuten auf dem Schittler inkubiert. Die Lésung wurde
vom Harz entfernt und der VVorgang wiederholt. Anschliefend wurde das Harz mit weiteren
10 mL der Losung gewaschen. Die vereinigten peptidhaltigen Lésungen wurden im Vakuum

bis zur Trockne eingeengt, erneut in Wasser geldst und abschlieRend gefriergetrocknet.

AAV 5: Etherextraktion
Das erhaltene gefriergetrocknete Rohprodukt wurde in 5 mL Diethylether aufgenommen und

fir funf Minuten im Ultraschallbad homogenisiert. Die Ldsung wurde anschlieRend
zentrifugiert (20 °C, 8000 U/min, 10 min) und der Uberstand dekantiert. Der Riickstand wurde
mit 5 mL Wasser versetzt, im Ultraschallbad homogenisiert und gefriergetrocknet.

AAYV 6: Reinigung der Peptide mittels RP-HPLC

Vor der Reinigung wurde das gefriergetrocknete Rohprodukt in Laufmittel A,

Acetonitril/Wasser/TFA (5:95:0.1), aufgenommen und die erhaltene L6sung eine Minute durch
einen Zentrifugationsfilter (0.22 um, 4000 U/min) zentrifugiert.

Einerseits wurden die Peptide mit Hilfe einer praparativen reversed-phase-RP-HPLC mit einer
C18-Séule (CV = 80 mL) und einer Flussrate von 20 mL/min gereinigt. Die UV-Detektion

erfolgte bei Wellenldngen von 215 nm und 280 nm. Es wurden Laufmittel A, bestehend aus
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Acetonitril/Wasser/TFA (5:95:0.1), und Laufmittel B, bestehend aus Acetonitril/Wasser/TFA
(95:5:0.1), verwendet. Bei den HPLC-L&ufen wurden verschiedene Gradienten der beiden

Laufmittel A und B zur Auftrennung der Komponenten verwendet:

Methode 1:

Methode 2:

Methode 3:

Methode 4:

Die Reinigung der

0CV
6 CV
7CV
8 CV

oCcv
0.5 CV
8 CV
9CV
10 CV

oCv
1CV
7CV
7.5CV
8 CV

oCv
0.5CV
7.5CV
8 CV
8.5 CV

100% A
80% A
0% A
100% A

100% A
90% A
80% A
0% A
100% A

100% A
75% A
60% A
0% A
100% A

100% A
7% A
69% A
0% A
100% A

Peptide

erfolgte

0% B
20% B
100% B
0% B

0% B
10% B
20% B
100% B
0% B

0% B
25% B
40% B
100% B
0% B

0% B
23% B
31% B
100% B
0% B

andererseits mittels

einer

semipraparativen

reversed-phase RP-HPLC mit einer Vydac C18-Sdule (CV = 19.63 mL). Die Flussrate betrug
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5 mL/min und es wurden die UV-Adsorptionen bei Wellenlangen von ebenfalls 215 nm und
280 nm detektiert.

Methode 5:
ocv 100% A 0% B
5CV 0% A 100% B
6 CV 100% A 0% B
Methode 6:
oCcVv 100% A 0% B
5CV 70% A 30% B
6 CV 0% A 100% B

AAV 7: Charakterisierung der Peptide mittels MALDI-TOF-MS
Die Detektion und Charakterisierung der Peptide erfolgte massenspektrometrisch mittels
MALDI-TOF-MS im positiven lonenmodus, mit einer Attenuation von 30-40 dB und 50 - 100

Laserpulsen. Dazu wurden auf den Probenteller zunachst 5 L SA-Matrix vorgelegt, 5 pL der

Analytldsung hinzugegeben und anschlieRend vermessen.

AAV 8: Charakterisierung der Peptide mittels NMR-Spektroskopie

Die Charakterisierung der Peptide mittels NMR-Spektroskopie wurde an einem
500-MHz-Spektrometer der Firma Bruker durchgefuhrt.

Dazu wurden etwa 2.0 pumol des zu untersuchenden Peptids in 600 uL H,0O/D,0 (9:1, pH 3.0)

geldst, so dass eine Konzentration von 3.3 mM vorlag. Die Messungen erfolgten stets bei einer
Temperatur von 300 K und mit einer Wasserunterdrickung, wobei entweder eine
excitation-sculpting- oder WATERGATE-Pulssequenz'*® verwendet wurde. Die Signale der
Aminosdauren wurden mit Hilfe eines TOCSY-Experimentes mit dem Pulsprogramm
mlevgpphw5 zugeordnet. Die Sequenzabfolge wurde mittels eines ROESY -Experimentes des
Pulsprogramms roesygpw5.dt verifiziert. Ausgewertet wurden die Spektren mit dem Programm

Topspin 2.1, nachdem diese auf das H,O-Signal bei 4.75 ppm kalibriert wurden.**’

7.2.2 Synthese der Peptide

Die Synthese der Peptide erfolgte nach automatisierter, bzw. automatisierter
mikrowellenunterstitzter Festphasenpeptidsynthese nach AAV 1 bzw. AAV 2. Es wurde stets
ein Ansatz von 50 pmol mit einem Rink-Amid-AM-Polystyrolharz mit einer Belegung von
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0.72 mmol/g durchgefiihrt. In Bezug auf die Einwaage des Harzes wurde in einem vierfachen
Uberschuss an Aminoséurederivaten gearbeitet. Nach Beendigung der Synthese wurde die
Rohausbeute durch manuelle Fmoc-Abspaltung nach AAV 3 bestimmt. Das Peptid wurde
anschlieBend vom Harz abgespalten (AAV 4) und eine Vorreinigung mittels der
Etherextraktion (AAV 5) durchgefuhrt. Die gefriergetrockneten Rohprodukte wurden
anschlieBend nach AAV 6 an einer RP-HPLC gereinigt, bis die Reinheit der Peptide > 95%
betrug. Aus den erhaltenen Laufen wurden 0.5 pL des HPLC-Eluats entnommen und nach
AAV 7 mit SA-Matrix cokristallisiert mittels MALDI-TOF-MS vermessen. Die gereinigten
Peptide wurden schlussendlich nach AAV 8 NMR-spektroskopisch charakterisiert.
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Peptid 1

Sequenz ACPKVS

Molmasse 602.76 g/mol

Synthese AAV 1

HPLC Methode 1

Retentionszeit 4.27 min

Ausbeute 13.8 mg (22.9 pmol, 34%)

MALDI-TOF-MS [m/z] 603.3 (M+H"), 625.3 (M+Na"), 641.3 (M+K*)

Tabelle 11: 'H-chemische Verschiebungen des Peptids 1 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das
H,O-Signal bei 4.745 ppm Kalibriert.

AS NH a B B y ¥ 5 & P & CONH,  *Jpmne [H2]
A /4122 1505 [ / / / / / / / /

C 8696 4822 2965 2887 [ / / / / / / 6.9

p | 4424 2302 2019 1894 [  379% |/ / / / /

K 836 4316 1776 / 1489 [ 1691 2.991 7.503 / 7.3

vV 8187 4182 2089 / 0928  / / / / / / 7.8

S 8345 4413 3846 |/ / / / / / / 7.128/ 7.7

7.562
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Peptid 2

Sequenz APPIEGQI

Molmasse 822.97 g/mol
Synthese AAV 2

HPLC Methode 1, Methode 2
Retentionszeit 17.61 min

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/z]

6.71 mg (11.1 pmol, 22%)
823.1 (M+H"), 845.1 (M+Na"), 861.0 (M+K™)

Tabelle 12: 'H-chemische Verschiebungen des Peptids 2 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das

H,O-Signal bei 4.745 ppm Kalibriert.

AS  NH o p B Y % 5 £y £ £ CONH;  *Jmua [H2Z]
A / 4213 1.360 1.360 / / / / / / / /
P / 4755 2405 2049 1.877 / 3.717  3.601 / / / /
P / 4.442 2268 2.031 1.894 / 6.803  3.646 / / / /
I 8184 4120 1823 / 1478 1191 0.903 / / / / 7.8
E 8416 4373 2103 1991 2471 / / / / / / 7.0
G 8436 3.929 / / / / / / / / / 6.1
Q 8193 4372 2087 1971 2181 / / / / / 6.834/ 7.0
7.523
I 8043 3978 1.691 / 1.333 1407 0.774 / / / 7.098/ 7.8

7.656
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Peptid 3

Sequenz ASPKVS
Molmasse 586.69 g/mol
Synthese AAV 1
HPLC Methode 1
Retentionszeit 4.12 min

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/Zz]

15.7 mg (26.8 pumol, 54%)
589.5 (M+H"), 611.1 (M+Na"), 626.8 (M+K")

Tabelle 13: H-chemische Verschiebungen des Peptids 3 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das

H,O-Signal bei 4.745 ppm kalibriert.

AS  NH a B B y 7 5 E) g & CONH,  3Jnmne [HZ]
A [ 4142 2 / / / / / / / / /

S 8666 4797 3906 3811  / / / / / / / 6.8

P / 4434 2304 [/ 2019 1897 3831 3721 / / / /

K 8363 4208 / /1419 1772 1678 2991 NH;* / 7.0

7.504
vV 8169 4177 2093 /0931  / / / / / / 8.0
S 8331 4415 3844 | / / / / / / 7.127/ 7.1

7.556
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Peptid 4

Sequenz GSGSAPPI

Molmasse 684.78 g/mol
Synthese AAV 2

HPLC Methode 1, Methode 4

Retentionszeit

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/z]

8.02 min

1.9 mg (2.8 pmol, 6%)

684.6 (M+H"), 706.4 (M+Na*), 722.4 (M+K")

Tabelle 14: 'H-chemische Verschiebungen des Peptids 4 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das

H,O-Signal bei 4.745 ppm kalibriert.

AS  NH a B B y 7 5 E) g & CONH,  3Jnmne [HZ]
G 3908/ / / / / / / / / /

S 8718 4532 3894  / / / / / / / / 6.8

G 8575 4025 |/ / / / / / / / / 6.1

S 8185 4473 3829  / / / / / / / / 74

A 8298 4623 1351  / / / / / / / / 5.9

P / 4451 2297 2038 1905 / 3807 3648  / / / /

P / 4456 2271 2034 1917 /3799 3643 | / / /

| 8117 4101 1812 / 1503 1202 0928  / / / 7.073/ 75

7.635
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Peptid 5

Sequenz GSGSEGQI
Molmasse 733.76 g/mol
Synthese AAV 2

HPLC Methode 1, Methode 5
Retentionszeit 13.51 min

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/z]

2.5 mg (3.4 umol, 7%)
733.3 (M+H"), 755.3 (M+Na"), 771.1 (M+K")

Tabelle 15: 'H-chemische Verschiebungen des Peptids 5 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das
H,O-Signal bei 4.745 ppm Kalibriert.

AS NH a B B Y v o 6 € € CONH, 3J(NH,H‘,) [Hz]
G / 3.906 / / / / / / / / / /

S 8.699 4537 3.896 / / / / / / / / 7.0

G 8.575 4.062 / / / / / / / / / 6.0

S 8.27 4478 3.867 / / / / / / / / 7.0

E 8.442 4394 2018 2172 2498 / / / / / / 7.0

G 8.393  3.935 / / / / / / / / / 6.1

Q 8.191 437 2098 1.981 2.336 / / / / / 6.836/ 7.2

7.512
I 8.165 4.141 1.845 / 1482 1201 0.867 0.924 / / 7.095/ 7.7

7.646
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Peptid 6

Sequenz MYAPPIEGQIEG

Molmasse 1303.51 g/mol

Synthese AAV 2

HPLC Methode 3, Methode 5

Retentionszeit

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/z]

9.85 min

2.5 mg (1.9 umol, 4%)
1303.8 (M+H"), 1325.5 (M+Na"), 1341.5 (M+K")

Tabelle 16: 'H-chemische Verschiebungen des Peptids 6 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das

H,O-Signal bei 4.745 ppm Kalibriert.

AS NH a B B Y Y o 6 € g CONH, 3J(NH,H‘,) [Hz]
M / 4.093 2.136 / 2.549 / / / / / /
Y 8.681 4547 3.025 2.899 / / / / 6.801 7.105 / 6.7
A 8.009 4529 1.225 / / / / / / / / 7.3
P / 4546 2235 1.892 2.004 / 3.552 / / / / /
P / 4415 2243 1.888 2.027 3.805 .647 / / / /
I 8.151 411 1786 / 1.169 / 0.876 / / / / 7.8
E 8.415 4356 2.094 1976 2.453 / / / / / / /
G 8.425 3.913 / / / / / / / / 6.825/ /
7.503
Q 8.164 4349 1955 2.064 2.309 / / / / / / 74
| 8.231 4145 1831 / 1174 1458 0.861 / / / / 7.6
E 8.496 4367 1983 2109 2.456 / / / / / / 7.3
G 8.425 3.913 / / / / / / / / 7.056/ /

7.433
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Peptid 7

Sequenz GSGSPIEGQI

Molmasse 943.03 g/mol

Synthese AAV 2

HPLC Methode 5, 6

Retentionszeit 11.01 min

Ausbeute
MALDI-TOF-MS [m/z]

1.1 mg (1.2 pumol, 2%)
943.2 (M+H"), 965.4 (M+Na"), 981.4 (M+K")

Tabelle 17: *H-chemische Verschiebungen des Peptids 7 in [ppm]. Das Spektrum wurde an einem
500-MHz-NMR-Spektrometer bei 300 K, in H,O/D,O (9:1) bei pH 3.0 aufgenommen und auf das
H,O-Signal bei 4.745 ppm Kalibriert.

AS NH a B B Y v o 6 € € CONH, 3J(NH,HQ) [Hz]
G / / / / / / / / / / / /
S 8.647 4341 3.720 / / / / / / / / 6.8
G 8.496  3.827 / / / / / / / / / 6.1
S 8.094 4.603 3.660 / / / / / / / 6.6
P / 4285 2101 1850 1.735 / 3.659 3.548 / / / /
| 8.124 3.944 1.640 / 1312 1.009 0.721 0.688 / / / 7.8
E 8339 4178 1929 1.826 2.302 / / / / / / 6.6
G 8.388  3.762 / / / / / / / / / 5.8
Q 8.088 4199 1.803 1.922 2.159 / / / / / 7.448/ 7.5

6.746
I 8.155 3.955 1.667 / 1319 1.028 0.753 0.690 / / 7.595/ 7.9

7.021
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7.2.3 Synthese des Cy3-markierten Peptids 2+Cy3

Ou*w@r“ﬂé o)
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Charakterisierung:

rosafarbener Feststoff

MW = 1263.60 g/mol

Ce7HosN12012

MALDI-TOF-MS [m/z]: 1262.5 (M+H")

Es wurden 1.0 mg des NHS-aktivierten Cy3-Fluorophors (1.7 pmol) in 10 uL DMF gel6st. Zu
dieser Losung wurden 0.15 mg (0.18 pmol) Peptid 2, gelost in 100 uL 1 M Tris-Puffer
(pH 8.2) hinzugegeben und fur 4 Stunden unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur auf einem
Schittler inkubiert. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend Gber Nacht bei 4 °C gelagert und
mittels Gelfiltration gereinigt. Dazu wurde die Reaktionsldsung mit einer Superdex Peptide
10/300GL Gelfiltrationssédule (MWCO = 7000 Da, CV = 24 mL) der Firma GE Healthcare
aufgetrennt. Die Flussgeschwindigkeit betrug 0.4 mL/min bei einem Druck von 13 bar, als
Elutionsmittel diente Wasser. Die Fraktionen wurden anschlieend mittels MALDI-TOF-MS
charakterisiert (AAV 7) und gefriergetrocknet. Es konnten 1.74 mg (1.38 pmol, 79%) des
rosafarbenen Feststoffes 2+Cy3 erhalten werden.

7.3 Kultur humaner Zellen

Die in diesem Abschnitt beschriebene Zellkultur diente zur Zucht humaner Zellen, die der
Durchflusszytometrie, der Oberflachenplasmonenresonanz und den STDD-NMR-Messungen
Anwendung fanden. Die fir die GHOST(3)-Hi5- und Parental-Zelllinien angewandte Zellzucht
war identisch und wird deshalb allgemein gefasst.

Die Kultur humaner Zellen wurde stets unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Dazu wurde
zuné&chst ein Aliquot von Zellen, das bei -80 °C eingefroren waren, aufgetaut. Dieses Aliquot
wurde in 4 mL Wachstumsmedium (90% RPMI oder DMEM, 10% FKS und 1% Pen/Strep)
aufgenommen und in 4 Kulturflaschen (175 cm?) mit jeweils 25 mL Wachstumsmedium

uberfuhrt. Zur Vermehrung der Zellen wurden diese in einem Brutschrank bei 37 °C, 100%
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relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Nach einem Tag wurde das Medium
gewechselt, um aus dem Einfriermedium vorhandenes DMSO zu entfernen.

Nach zwei bis drei Tagen, wenn die adhédrent wachsenden Zellen 95% Konfluenz erreicht
hatten, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde zundchst das Medium entfernt und die
adhdrenten Zellen mit 10 mL PBS-Puffer gewaschen. Anschliefend wurden 5 mL Trypsin
hinzugegeben und fir 5 Minuten bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Durch
Zugabe von 12 mL Nahrmedium wurde das Trypsin inaktiviert und die gelosten Zellen in
Losung zentrifugiert (4 °C, 1100 U/min, 4 min). Das Zellpellet wurde erhalten, indem der
Uberstand abgenommen wurde. Jeweils zwei Zellpellets wurden in 1 mL Einfriermedium
uberfuhrt und bei -80 °C gelagert. In die bereits verwendeten Kulturflaschen wurde erneut
Medium gegeben, um weitere Zellen zu kultivieren.

Die Zellkulturen wurden gelegentlich stichprobenartig auf Mycoplasmen untersucht.

Zum Zahlen der Zellen und zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden die erhaltenen
Zellpellets in PBS-Puffer aufgenommen, so dass das Gesamtvolumen 1000 pL betrug. Davon
wurden 10 pL entnommen und diese mit weiteren 30 puL PBS-Puffer verdiinnt. Von den 40 pL
Zelllésung wurden 10 pL Lésung mit 10 uL Trypanblau versetzt. Von den 20 pL der nun
eingefarbten Zellen in PBS-Puffer wurden 10 pL in eine Neubauerzdhlkammer tberfuhrt.
Unter dem Mikroskop wurden alle vitalen Zellen in den vier Quadraten nz der Zahlkammer

gezahlt und anschlieBend die Konzentration in Zellen/mL berechnet (Gleichung 10).
(”IZ) :10000-4- 2 = Zellen / mL

Gleichung 10: Berechnung zur Bestimmung der Zellkonzentration.

7.4 SPR-Bindungsstudien

Alle Oberflachenplasmonenresonanz Bindungsstudien wurden an einem Biacore J der Firma
GE Healthcare durchgefiuhrt. Es wurden CM3-Chips der Firma GE Healthcare und
SCB CMDP-Chips der Firma Xantec verwendet, die jeweils zwei Flusszellen besitzen. Als
Laufmittel diente PBS-Puffer.

7.4.1 Immobilisierungen der Peptide

Zur Immobilisierung der Peptide wurde zuerst der Chip in das SPR-Gerét Gberfihrt. Zunéchst
fand eine Aktivierung der Chipoberflache mit EDC und NHS fir 12 Minuten auf beiden

Flusszellen statt. AnschlieBend erfolgte die Immobilisierung der Peptide auf der ersten
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Flusszelle, wobei eine Immobilisierung von 250 fmol Substanz angestrebt wurde. Dazu wurde
eine Peptidstammldsung (1mg/mL) mit Acetatpuffer (pH = 4-5) versehen. Die Immobilisierung
der sauren Peptidlosungen erfolgte fir sechs Minuten und wurde Uber mehrere Zyklen
durchgefuhrt. Dabei wurde nach jedem Zyklus das System mit PBS-Puffer gespilt, um nicht
kovalent gebundenes Immobilisat zu entfernen. Der pH-Wert des Acetatpuffers variierte je
nach pl-Wert des Peptids und Zyklus der Immobilisierung, wobei der pH-Wert des
Acetatpuffers mit steigendem Immobilisierungszyklus erniedrigt wurde. Dabei war zu
beachten, dass die Belegung des Peptids in einem pH-Bereich erfolgt, der zwischen dem
pl-Wert des Peptids und dem pH-Wert der Chipoberflache (pH = 3.5) liegt. Nach etwa
30 Minuten wurde die Immobilisierung beendet. Es folgte der capping-Schritt, in dem uber
beide Flusszellen fir 8 Minuten eine 1 M Ethanolamin/HCI-L&sung geleitet wurde.

Daraufhin konnte die Belegung des Peptids ermittelt werden (Gleichung 11). Dazu wurden die
Differenz der RU-Werte der ersten Flusszelle (ARU1) und die Differenz der RU-Werte der
zweiten Flusszelle (ARU2) vor der Aktivierung und nach dem capping berechnet. Aus den
erhaltenen Differenzen konnte unter Bildung der Gesamtdifferenz die Belegung in RU erhalten
werden, die ihrerseits in die immobilisierte Stoffmenge des Peptids umgerechnet wurde. Dazu
wurde angenommen, dass 1 RU gleich 1 pg Peptid entspricht.

ARU1=RUL_ . .—RU1
ARU2=RU2_ ..~ RU2
Belegung[RU]=ARU1-ARU 2

Aktivierung

Aktivierung

Gleichung 11: Berechnung der Peptidbelegung aus den RU-Werten der Immobilisierung.
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In Tabelle 18 sind zur Ubersicht alle Chipbelegungen der verwendeten Peptide angefiihrt.

Tabelle 18: Ubersicht der immobilisierten Peptide an SPR-Chips. Der pH-Wert des zu verwendenden
Acetatpuffers sollte wahrend der Belegung zwischen dem theoretischen pl-Wert und dem pH-Wert der

Chipoberflache (pH = 3.5) liegen. Die erreichte Belegung ist in [RU] und der entsprechenden Stoffmenge

angegeben.

Peptid  SPR-Chip pl (theoretisch) Belegung [RU, fmol]
2 GE Healthcare 4.00 66.7 RU = 81.1 fmol

3 GE Healthcare 8.80 31.2 RU =53.2 fmol

4 Xantec 5.52 152.2 RU = 144.6 fmol
5 GE Healthcare 4.00 119.4 RU = 162.7 fmol
6 Xantec 3.79 180.5 RU = 138.5 fmol
11 Xantec 4.00 144.6 RU = 153.3 fmol

7.4.2 Messungen mit Zellen

Die Parental- und GHOST(3)-Hi5-Zellen wurden vorab gemaR 7.3 gezéhlt und daraufhin
wurde eine Konzentrationsreihe von 3600, 1800, 900, 360 und 36 Zellen/uL mit PBS-Puffer
erstellt. Der mit dem Peptid immobilisierte Chip wurde im Gerét equilibriert, bis sich eine
Temperatur von 25 °C einstellte. Es wurden von jeder Konzentration, beginnend mit der
hochsten, drei Zyklen aufgenommen, die jeweils 12 Minuten dauerten und eine
Flussgeschwindigkeit von 15 puL/min aufwiesen. Dabei wurden die Zelllosungen Uber beide
Flusszellen geleitet und somit die Sensorgramme beider Zellen erfasst. Simultan wurde mittels
der Software die Differenz der Sensorgramme detektiert.

Nach Beendigung der Injektion wurde nach jedem Zyklus mit einer 0.5%igen SDS-Ldsung fiir
4 Minuten regeneriert. Bei hohen Konzentrationen wurde ebenfalls ein Waschschritt eingefugt,
bei dem die Pufferlésung mit hoherer Flussgeschwindigkeit durch das System gespult wird, um
Zellriickstande zu entfernen. Nach der Regeneration wurde solange gewartet, bis sich die
Basislinie wieder an ihrem Anfangswert befand.

Alle zu analysierenden Peptide wurden mehrfach mit den Zellkonzentrationen von 3600, 1800,
900, 360 und 36 Zellen/uL vermessen.
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7.5 Durchflusszytometriemessungen

7.5.1 Quantitative Durchflusszytometriemessungen

Die Parental- und GHOST(3)-Hi5-Zellen wurden, wie in 7.3 beschrieben, kultiviert und
geerntet und anschlielend gezéhlt. AnschlieBend wurden alle Zelllésungen auf eine
einheitliche Konzentration von 110 Zellen/mL gebracht. Pro Zelllinie wurde die Halfte der
Losung unbehandelt gelassen und bei den folgenden Messungen als Negativkontrolle
verwendet. VVon der anderen Halfte wurden jeweils 100 uL abgenommen und fir 25 Minuten
unter Lichtausschluss und Eiskihlung mit 25 puL PE-mouse-CD195 Antikorperldsung
versehen. Diese Ldsung wurde anschlielend zentrifugiert (4 °C, 1100 U/min, 2 min), der
Uberstand dekantiert und das Pellet erneut in PBS-Puffer aufgenommen. Die
QuantiBrite™ PE-Beads wurden ebenfalls in PBS-Puffer suspendiert.

Die erhaltenen Suspensionen wurden durchmischt und im FL2-PE-A-Kanal des FACS Cantoll

Vermessen.

7.5.2 Durchflusszytometriemessungen mit fluoreszenzmarkiertem Peptid 2+Cy3

Es wurden frisch geerntete GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen unter dem Mikroskop gezéhlt
und jeweils eine Konzentration von 110 Zellen/mL Zelllsung eingestellt. Es wurden 1.3 mg
(1.0 pmol) 2+Cy3 in 100 uL PBS aufgenommen und eine Verdinnungsreihe von 10 mM,
1 mM, 500puM, 100 puM, 10 puM, 1 uM, 500 nM und 100 nM eingestellt. Die jeweiligen
Konzentrationen des fluorophormarkierten Peptids 2+Cy3 wurden zu jeweils 100 pL
GHOST(3)-Hi5-Zelllésung hinzugegeben. Weiterhin wurden Lésungen der Parentalzellen mit
einer Konzentration von einmal 10 mM und einmal 100 nM versehen. Nach 30 Minuten
wurden alle Losungen zentrifugiert (4 °C, 1100 U/min, 2 min) und erneut in 200 pL PBS-
Puffer aufgenommen. Die erhaltenen, durchmischten Zell-Peptid-Suspensionen wurden an
einem FACS Cantoll im FL2-PE-Kanal vermessen.

Bei der zweiten Messung wurden ebenfalls GHOST(3)-Hi5-Zellen frisch geerntet, gezahlt und
eine Konzentration von 1'10° Zellen/mL, aufgenommen in PBS-Puffer, eingestellt. Jeweils
20 pL einer Konzentrationsreihe von 12.0, 9.6, 7.7, 6.3, 3.1, 1.3, und 0.75 mM 2+Cy3, gel0st
in PBS-Puffer, wurde mit 100 pL der angesetzten Zelllésung fir 30 Minuten eisgekuhlt unter
Lichtausschluss inkubiert, zentrifugiert (4 °C, 1100 U/min, 2 min) und in 200 puL PBS-Puffer

resuspendiert.
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7.6 STDD-NMR-Spektroskopie

7.6.1 Préparation von Liposomen

Es wurde jeweils mit 110" Zellen von GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen gearbeitet. Unter
der Annahme, dass 40000 Rezeptoren pro Zelle vorhanden sind, ergab dies eine Konzentration
von 58 nM CCR5-Rezeptoren.

Die Zellen wurden vorab zentrifugiert (4 °C, 1100 U/min, 2 min), das Pellet viermal mit
jeweils 5 mL LUV-NMR-Puffer gewaschen und das erhaltene Pellet in 6 mL LUV-EDTA-
NMR-Puffer und 200 pL Proteaseinhibitorenmix aufgenommen. Die Suspension wurde unter
Eisklhlung flr eine Stunde bei 50 bar in einem Stickstoffhomogenisator homogenisiert und
anschlieRend zentrifugiert (4 °C, 2000 g, 5 min). Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet mit 1 mL LUV-EDTA-NMR-Puffer gewaschen. Die vereinigten Uberstande wurden
erneut zentrifugiert (4 °C, 10000 g, 90 min). Das Pellet wurde in 300 puL LUV-EDTA-NMR-
Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde 11-mal durch einen Filter mit einem
Porendurchmesser von 400 nm und abschlieBend 21-mal durch einen Filter mit einem

Porendurchmesser mit 100 nm extrudiert.

7.6.2 STDD-NMR-Titration

Die NMR-Spektren wurden an einem 700-MHz-Spektrometer bei einer Temperatur von 285 K
mit dem Pulsprogramm stdddiffesgp aufgenommen. Die Unterdrickung des Wassersignals
erfolgte durch eine excitation-sculpting-Pulssequenz, der Einstrahlpunkt der ‘H-NMR-
Spektren lag bei den on-resonance-Spektren bei -1.0 ppm und bei den off-resonance-Spektren
bei 40 ppm. Es wurden jeweils 4 dummyscans und 4096 scans aufgenommen. Von der
Liposomensuspension mit einer Konzentration von 58 nM CCR5-Rezeptoren, geldst in
LUV-EDTA-NMR-Puffer, wurden 150 pL entnommen. Dies entspricht einer
Zellkonzentration von 17-10% Zellen/100 uL. Es wurde fiir die Titration ein 3 mm-match-
Réhrchen verwendet. Fir die Titration mit Liposomen aus GHOST(3)-Hi5-Zellen wurde eine
Ligandkonzentrationsreihe von 5, 10, 15, 20 und 36.5 mM, gel6st in LUV-EDTA-NMR-
Puffer, vermessen. Um das Peptid vollstdndig zu I6sen, wurden 2 uL H,O/D,0 (9:1, pH 3.0)
hinzugegeben. Die Liposomen aus Parentalzellen wurden ebenfalls mit einer Zellkonzentration
von 17-10° Zellen/100 pL vermessen. Weiterhin wurde diese Liposomensuspension mit 15 mM
Ligand, geldst in LUV-EDTA-NMR-Puffer, vermessen.

Mit Hilfe der Software Topspin 2.1 wurde das on-resonance-Spektrum von dem

off-resonance-Spektrum der jeweiligen Ligandkonzentration subtrahiert. Das resultierende
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STD-FID wurde nach einer Phasenkorrektur zur Verbesserung des
Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses mit einer Exponentialfunktion multipliziert, die eine
Linienverbreiterung von 2 Hz verursachte. Daraufhin wurde das dadurch erhaltene STD-NMR-
Spektrum von dem STD-NMR-Spektrum ohne Ligand abgezogen, um die STDD-NMR-

Spektren der einzelnen Ligandkonzentrationen zu erhalten.

7.7 Konformationsanalyse

7.7.1 EASYROESY-Spektren und Berechnung der Aufbaukurven

Die EASYROESY-Spektren des Peptids 2 wurden mit dem Pulsprogramm easyroesyyesgp2.th
(9.2 Pulsprogramm EASYROESY) aufgenommen. Die Wasserunterdriickung erfolgte durch
eine excitation-sculpting-Pulssequenz. Die Konzentration des Peptids betrug 2.4 uM in einer
H,0/D,0 (9:1)-L6ésung mit einem pH-Wert von 3.0. An einem 500-MHz-Spektrometer wurden
die EASYROESY-Spektren mit Mischzeiten von 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 600, 1200,
1600 und 2000 ms bei einer Temperatur von 300 K aufgenommen. Es wurden jeweils
16 dummyscans und 40 scans aufgenommen.

Die Spektren wurden mit dem Programm TopSpin 2.1 ausgewertet. Dabei wurden die Integrale
der ROEs automatisch gesetzt, der relative threshold lag bei 0.006, um die Signale bei einem
Wert zu schneiden und nicht das Rauschen in die Integration mit einflieRen zu lassen.

Um die Eigenrelaxation heraus zu normieren, wurde das Integral des Diagonalpeaks vom
d-Proton des Pro437 im Spektrum der Mischzeit von 50 ms als Eigenrelaxation definiert und
somit als Normierungsfaktor gewéhlt. Zur Berechnung der Aufbaurate wurde die Summe aus
Kreuzsignalen und dazugehérigem Diagonalpeak eines Protons gebildet und der prozentuale
Anteil des Kreuzpeaks berechnet und normiert. Die Aufbaukurven wurden mit der Software
QtiPlot erstellt, wobei beim Anpassen einer doppelt exponentielle Funktion (Gleichung 7) an
die ermittelten Datenpunkte folgende Startwerte der Parameter gesetzt wurden: PO = 1.0,
P1=0.1und P2=2.0.

7.7.2 Berechnung der ¢-Winkel

Die Berechnung der Torsionswinkel erfolgte aus den skalaren Kopplungskonstanten 2J des
amidischen Protons mit dem a-Proton der dazugehorigen Aminosdure. Dazu wurde ein
'H-NMR-Spektrum mit dem Pulsprogramm zgesgp aufgenommen, wobei die Unterdriickung

des Wassersignals durch eine excitation-sculpting-Pulssequenz erfolgte. An einem
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500-MHz-Spektrometer wurde das Peptid mit einer Konzentration von 2.4 uM in einer
H,0/D,0 (9:1)-Losung und einem pH-Wert von 3.0 bei einer Temperatur von 300 K
vermessen. Mit Hilfe des Programms Topspin 2.1 wurden die Kopplungskonstanten ermittelt,
mit denen im Programm Excel mittels der Karplus-Gleichung (Gleichung 4) die ¢-Winkel
berechnet wurden. Die bis zu vier mdoglichen Ergebnisse der Torsionswinkel wurden
anschlieBend im Ramachandran-Plot abgeglichen und einzig die Winkel der erlaubten Bereiche

wurden in die Konformationsanalyse miteinbezogen.

7.7.3 DG-Rechnung

Aus den aus Aufbaukurven gewonnen Abstande wurden Abstandsbeschrankungen entwickelt,
indem obere und untere Limits im Bereich von +10% des gemessenen Wertes gesetzt wurden
(Tabelle 7). Dabei wurden Methylenprotonen, die nicht eindeutig zugeordnet werden konnten,
als Pseudoatom definiert. Die Torsionswinkel, die mit Hilfe eines 'H-NMR-Spektrums
ermittelt werden konnten, dienten als Vorlage der Winkelbeschrankungen (Tabelle 8), indem
ein oberes Limit von +20% und ein unteres Limit von -20% des Wertes definiert wurde. Fur
Aminosduren, deren Kopplungskonstante aus dem ‘H-NMR-Spektrum nicht zugeordnet
werden konnten, wurden Winkelbeschrankungen von 0 - (-180)° gesetzt. Fur die beiden
Proline wurden vorab deren y-Winkel bestimmt, wobei davon ausgegangen wurde; dass der
Torsionswinkel gleich dem der PolyProlin-11-Helix mit einem Wert von 150° ist. Auch fiir die
w-Winkel wurden Limits von £20% gesetzt.

Zunachst wurden mit dem Programm CYANA 500 randomisierte Strukturen unter Einhaltung
der Beschréankungen berechnet. Die 100 besten Strukturen wurden anschlieBend ausgewahlt,
um diese unter Verwendung der REDAC-Strategie erneut zu berechnen. In den ersten beiden
REDAC-Zyklen  mit 300  beziehungsweise = 600 lterationsschritten  wurden
Diederwinkelbeschrdnkungen erzeugt. Dabei wurde die lokale erlaubte Abweichung der
definierten Beschrankungen fir die jeweilige Aminoséure im ersten Schritt auf 0.8 A und im
zweiten Schritt auf 0.4 A gesetzt. Die darauffolgenden beiden Zyklen umfassten 600 und 1000

Rechenschritte, in denen keine Diederwinkelbeschrankungen generiert wurden.

7.8 Homologie der C4-Region

Es wurde ein Alignment von 105452 Sequenzen der Familie gp120 (PF00516)*** durchgefiihrt.
Aus diesem Alignment wurden alle 45070 Sequenzen bertcksichtigt, die innerhalb des Motives

(AS 434-445) ausschlielRlich aus proteinogenen Aminosduren bestehen. Dabei wurden sowohl
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die zwei zum N- als auch die zwei zum C-Terminus angrenzenden Aminosauren in die
Betrachtung miteingeschlossen. Das Alignment wurde mit Hilfe des BLASTp-Algorithmus
(basic local alignment search tool protein-protein)**® durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl
Modelle (XM/XP) als auch Umweltproben (uncultured/environmental sample sequences)
ausgeschlossen. Die Ergebnisse der absoluten Werte sind in Tabelle 19 wiedergegeben. Aus
diesen Werten wurde eine Tabelle erstellt, in der die relativen, prozentualen Frequenzen > 1%
berechnet wurden.

Zur Generierung eines Sequenzlogos**® wurden aus den 45070 Sequenzen zufallige 10000

Sequenzen gewabhlt.

7.9 Molecular Dynamics-Simulationen

Die Molecular Dynamics-Simulationen wurden an einer HPZ600 Workstation mit einer
Quadcore CPU mit dem Programm Maestro 9.0/Desmond durchgefiihrt. Als Kraftfeld wurde
das OPLS_AA/2005 eingesetzt.

Als Startstruktur diente ein Homologiemodell des Komplexes aus CD4, CCR5 und gp120.%
Der CD4-Rezeptor und die nichtbendtigten Aminosauren des gp120 wurden entfernt, so dass
nur noch der CCR5-Rezeptor und die Sequenz 436-443 des gp120 als Datei vorlagen.

Zunéachst wurde eine waterbox mit orthorhombischen boundary conditions mit einem
SPC-Losungsmittelmodell und einer Salzkonzentration von 0.2 M NaCl aufgestellt. Die GroRe
der waterbox umfasste jeweils 484598 A® mit 39000 Wassermolekiilen.

AnschlieRend wurde eine MD-Simulation tber 3.0 ns mit dem kanonischen NVT-Ensemble

und einer Temperatur von 300 K aufgestellt. Die Aufnahmeintervalle betrugen 0.1 ps.
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8. Toxikologische Daten
Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Aceton @ 225,319,336 210, 233,
EUH066 305+351+338
Acetonitril @ 225, 225,
302+312+332, 302+312+332,
319 319
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N - @ 228, 315,319, 228, 315, 319,
tetramethyluroniumtetrafluoroborat 335 335

Deuteriumoxid

Dichlormethan

Diethylether

N,N-Diisopropylethylamin

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-
ethylcarbodiimidhydrochlorid
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

DMEM + Glutamax

kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

&
& b

® SO

O

SO @

351

EUHO019,
EUHO066, 224,
302, 336

225, 301, 314,
412

335, 315, 319

360D, 226,

332,
312, 319

281, 308+313

210, 233, 240,
241, 242, 243,
264, 280,
301+312,
303+361+353,
330, 370+378,
403+235, , 501
210, 273, 280,
301+330+331,
305+351+338
302+352,
305+351+338
360D, 226,
332,

312, 319

kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

&

315, 319, 335

261, 264, 280,
302+352,
304+340,
305+351+338,
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312, 321,
332+313,
337+313, 362,
403+233, 405,
501
Dodecylsulfat Natriumsalz @ @ 302, 312, 315, 261, 264, 280,
319, 335 301+312,
302+352,
304+340,
305+351+338,
321, 330,
332+313,
337+313, 362,
403+233, 405,

501
Essigsaureanhydrid @ 226, 332,302, 280,
314, 335 301+330+331,
305+351+338
Ethanolamin @ 302+312+332, 280, 302+352,
314 301+330+331,
305+351+338
Ethylamin-N,N,N N ‘-tetraacetat- @ 319 264, 280,
dis 305+351+338,
337+313
Fmoc-Aminoséaurederivate kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG
Fmoc-Rink-Amid-AM- kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
Polystyrolharz 67/548/EWG
N-Hydroxysuccinimid kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG
Kaliumchlorid kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie
67/548/EWG
Kaliumdihydrogenphosphat kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG
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Natriumacetat

Natriumchlorid

di-Natriumhydrogenphosphat

Piperidin

Pyridin

Salzsaure (32%)

Sinapinsédure

Trifluoressigsaure

Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan

kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie

67/548/EWG

2??,331,311,

& b
&b

O

S
O

225,
302+352+332
332, 314, 412

315, 319, 335

332, 314, 412

315, 319, 335

210, 280,
302+352,
301+330+331,
305+351+338
210, 233,
302+352

271, 273,
301+330+331,
305+351+338
261, 264, 280,
302+352,
304+340,
305+351+338,
312, 321,
332+313,
337+313, 362,
403+233, 405,
501

271, 273,
301+330+331,
305+351+338
261, 264, 280,
302+352,
304+340,
305+351+338,
312, 321,
332+313,
337+313, 362,
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403+233, 405,
501

Triisopropylsilan 226 210, 260, 262

Trypanblau 350 201, 202, 281,
308+313, 405,
501

Trypsin @ @ 315, 319, 334, 261, 264, 280,
335 285, 302+352,

304+340,
305+351+338,
321, 332+313,

337+313,
342+311, 362,
403+233, 405,

501

© ©
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9. Anhang

9.1 Homologie des gp120

Tabelle 19: Homologie der Sequenz 434-445 der Familie gp120 (PF00516) aus der Pfam-Datenbank™** des
Wellcome-Trust-Sanger-Institute. Angegeben sind die absoluten Werte der Vorkommnisse aller

Aminosduren innerhalb der untersuchten Sequenz.
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9.2 Pulsprogramm EASYROESY
Das Pulsprogramm EASYROESY wurde dahingehend veréndert, dass das Wassersignal mit

Hilfe einer excitation-sculpting-Pulssequenz unterdriickt wurde.

easyroesyyesgp2.th:

;EASYroesy

;2D symmetrized ROESY with adiabatic spinlocks for mixing
;symmetrization: Schleucher et al., J. Magn. Reson A, 1995, 112, 144-151.
;implementation with adiabatic pulses: Thiele et al., Chem Eur J. 2008.
#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

"d11=30m"

"d12=20u"

"d13=4u"

"d0=in0/2-p1*4/3.1416"

"cnst1=0"

"cnst3=cnst2/1.732" ;calculate low- and highfield RF offsets
"cnst4=-cnst2/1.732"

"d14=de+p1*2/3.1416+54u"

1ze

2d11

3 d12 fg=cnstl(sfo hz):f1 ;set RF carrier to spectrum middle
di2 pl9:fl
d1 cw:fl ph29 ;solvent presaturation

d13 do:fl
di2 pl1:fl1
(p1 phl):f1
do

(p1 ph0):f1
di3

pl6:gpl ;purge gradient

d16 fg=cnst3(sfo hz):f1 ;switch RF carrier to lowfield position
(p11:spl ph0):f1 ;adiabatic ramp, time point a (1)
d13*0.5

(p7:sp2 ph0):f1 ;lowfield spinlock, tau_m/2 (2)
d13*0.5

(p11:sp3 ph0):f1 ;adiabatic ramp, time point b (3)
di3

d13 fg=cnst4(sfo hz):f1

(p11:sp4 ph0):f1 ;adiabatic ramp, time point ¢ (4)
d13*0.5

(p7:sp5 ph0):f1 ;highfield spinlock, tau_m/2 (5)
d13*0.5

(p11:sp6 ph0):f1 ;adiabatic ramp, time point d (6)
di3
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p16:gp3 ;purge gradient
d16 fgq=cnstl(sfo hz):f1

di2 pl1:f1
pl ph3

50u UNBLKGRAD
pl7:gp4

d17 pl0:f1
(p40:sp10 ph5:r):f1
4u

di2 pl1:fl1

p2 ph6

4u

pl7:gp4

di7

d14

pl7:gp5

d17 pl0:f1
(p40:sp10 ph7:r):f1
4u

di2 pl1:fl1

p2 ph8

4u

pl7:gp5

di7

4u BLKGRAD

go=2 ph31
d11 mc #0 to 2 F1PH(ipl, id0)
exit

ph0=0

phl=02
ph3=00221133
ph4 =2

ph5=0

ph6=2

ph7=0

ph8=2

ph29=0
ph31=02201331
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;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

:pl9 : f1 channel - power level for presaturation

;pl11, sp1-6: f1 channel - power level for ROESY-spinlock

:p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p7: 1 channel - pulse for ROESY spinlock, half mixing time
;p11: f1 channel - adiabatic ramps for spinlock

;p16: gradient pulses to purge undesired magnetization

:spl,4 / sp3,6: adiabatic ramps to move magnetization to / from spin lock axis
:Sp2, sp5: CW spinlock pulses

;d0 : incremented delay (2D) setting gives 90/-180 0/1st order phase in f1
;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11: delay for disk /O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for BO recovery after gradient [200 usec]

;in0: /(1 * SW) =2 * DW

:nd0: 1

;cnstl offset for on-resonance pulses

;cnst2=field strength of spin lock in Hz

;cnst3, cnst4: off-resonant offsets for low- and highfield spinlocks
;calculations of cnst3, cnst4 gives spinlock 60 degrees off z axis
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9.3 Molecular Dynamics-Simulation — Simulation Quality Analysis

9.3.1 Simulation Quality Analysis des Peptids 2 “°APPIEGQI**

Tabelle 20: Ubersicht der Simulation Quality Analysis der MD-Simulation des Peptids “°*APPIEGQI**. Es
sind die Durchschnittswerte, inklusive deren Standardabweichung und deren Anstieg (ber die

Simulation, der Gesamtenergie, der potentielle Energie, der Temperatur, des Drucks und des Volumens

angegeben.

Durchschnittswert  Standardabweichung Anstieg [ps™]
Gesamtenergie [kcal/mol] -118985.0 24.233 0.028
potentielle Energie [kcal/mol] -148524.2 124.132 -0.080
Temperatur [K] 300.015 0.359 0.000
Druck [bar] -1065.482 26.590 -0.013
Volumen [A%] 484597.99 0.000 0.000
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Abbildung 66: Zeitlicher Verlauf der Gesamtenergie, der potentiellen Energie, des Drucks, der
Temperatur und des Volumens (iber die MD-Simulation des Peptids “*APPIEGQI*®. Die Energien sind
in [kcal/mol], der Druck in [bar], die Temperatur in [K] und das Volumen in [AS] angegeben.
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9.3.2 Simulation Quality Analysis des Peptids “**APPIQGQI**®

Tabelle 21: Ubersicht der Simulation Quality Analysis der MD-Simulation des Peptids “*APPIQGQI**. Es

sind die Durchschnittswerte,

inklusive deren Standardabweichung und deren Anstieg Uber die

Simulation, der Gesamtenergie, der potentielle Energie, der Temperatur.

Durchschnittswert

Standardabweichung Anstieg [ps™]

Gesamtenergie [kcal/mol] -119213.4 19.530 0.022
potentielle Energie [kcal/mol] -148594.9 125.669 -0.088
Temperatur [K] 299.963 0.342 0.000
Druck [bar] -1070.551 27.873 -0.018
Volumen [A%] 484597.99 0.000 0.000
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Abbildung 67: Zeitlicher Verlauf der Gesamtenergie, der potentiellen Energie, des Drucks, der

Temperatur und des Volumens (iber die MD-Simulation des Peptids “*APPIQGQI**. Die Energien sind

in [kcal/mol], der Druck in [bar], die Temperatur in [K] und das Volumen in [As] angegeben.
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