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Tabelle 1: Aminosdurebezeichnungen und deren Abkiirzungen

Aminoséaure Abkiirzung Code
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
D-Phenylalanin - f
4-Benzoyl-Phenylalanin Bpa -
Citrullin Cit -
Cyclohexylalanin Cha -

4-Fluor-Phenylalanin Phe(4-F) Fs
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1 EINLEITUNG

In dieser Doktorarbeit wurden Protein-Ligand-Wechselwirkungen vor dem Hintergrund der
methodischen Weiterentwicklung und des Wirkstoffdesigns untersucht. Fiir die
durchgefiihrten Studien wurden die saturation transfer difference (STD) NMR-Spektroskopie
sowie die surface plasmon resonance (SPR)-Technik verwendet. Im ersten Teil der Arbeit
wurde die STD-Methode auf das Protein-Ligand-System Integrin oupB3-cycloRGDfV in
lebenden Thrombozyten angewandt und weiterentwickelt. Im zweiten Teil wurden das STD-
sowie das SPR-Verfahren dazu eingesetzt, um eine potentielle Leitstruktur fiir das Design von
entry-Inhibitoren der SARS-Coronavirus Infektion zu identifizieren. Dafiir wurde das Protein-
Ligand-System, bestehend aus viralen Peptiden aus der Rezeptorbindungsdoméne (RBD) des
S-Proteins (spike Protein) und dem humanen Rezeptorprotein angiotensin converting enzyme
2 (ACE2) etabliert und studiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine neue Methode zur
Untersuchung von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen an Membranproteinen in lebenden
Zellen bereit.' Dariiber hinaus liefern die Bindungseigenschaften der gefundenen Leitstruktur
wichtige Informationen fiir die Entwicklung von Inhibitoren der SARS-CoV Infektion.

In den folgenden Kapiteln soll zunichst ein Einblick in die Theorie der Protein-Ligand-
Wechselwirkungen gegeben und die untersuchten Membranproteine kurz vorgestellt werden.
Im letzten Abschnitt der Einleitung wird ein Uberblick iiber das Schwere Akute

Atemwegssyndrom (SARS) und das damit assoziierte Coronavirus gegeben.
1.1 Protein-Ligand-Wechselwirkungen

1.1.1 Die Stéirke von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Die Bindung eines Wirkstoffs an ein Zielmolekiil, meistens ein Protein, ist die
Vorraussetzung zur Entfaltung seiner Wirkung. Damit sich spezifische Wechselwirkungen
zwischen Ligand und Protein ausbilden konnen, ist es notwendig, dass die
Oberflicheneigenschaften der beiden Bindungspartner zueinander passen.”” Die Stirke
derartiger Protein-Ligand-Wechselwirkungen ldsst sich experimentell bestimmen und durch
die charakteristische Grofe der Bindungs- (Ki) bzw. der Dissoziationskonstanten (Kp)
quantifizieren. Dabei ist Kp eine thermodynamische Grofle, die angibt, welcher Anteil des
Liganden im Mittel an das Protein gebunden ist und hat die Dimension einer Konzentration.
Statt der Konstanten wird hédufig auch die freie Bindungsenthalpie AG angegeben.

Experimentell bestimmte Bindungskonstanten liegen hiufig in einem Bereich zwischen 107
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und 1072 M, entsprechend einer Freien Standardbindungsenthalpie von -10 bis -80 kJ/mol in
wassriger Losung bei T =298 K.*3 Ferner wird oft statt des Kp-Wertes ein so genannter ICso-
Wert bestimmt, der angibt, bei welcher Ligandkonzentration die Aktivitét des Proteins auf die

Halfte absinkt.

1.1.2 Essenzielle Typen von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Die nichtkovalenten Protein-Ligand-Wechselwirkungen konnen generell in drei Kategorien
eingeteilt werden: Wasserstoffbriickenbindungen, ionische und hydrophobe Wechsel-
wirkungen. Wasserstoffbriickenbindungen sind elektrostatische Wechselwirkungen, die durch
eine ausgepragte Abstands- und Winkelabhéngigkeit gekennzeichnet sind. Polare Gruppen
werden in der Regel durch Wasserstoffbriickenbindungen abgesittigt.® Fiir geladene Gruppen
des Liganden wird hiufig beobachtet, dass sie an entgegengesetzt geladene Gruppen des
Proteins binden. Diese ionischen Wechselwirkungen (Salzbriicken) sind besonders stark,
wenn die Ladungen zwischen 2.7 und 3.0 A voneinander entfernt liegen.” Befinden sich
lipophile Gruppen im Liganden, etwa aliphatische bzw. aromatische Kohlenwasserstoffe,
Halogensubstituenten sowie Heterocyclen, konnen diese durch enge Nachbarschaft zu
unpolaren Aminosédure-Seitenketten des Proteins hydrophobe Wechselwirkungen ausbilden.
Diese sind im Gegensatz zu den Wasserstoffbriickenbindungen nicht gerichtet mit Ausnahme
der Aromaten, fiir die es bevorzugt relative Anordnungen gibt (nt-stacking).” Obwohl die
direkten Anziehungskréfte zwischen den lipophilen Gruppen gering sind, haben hydrophobe
Wechselwirkungen oft den wichtigsten Beitrag zur Bindungsaffinitit. Die Triebkraft dabei ist
von entropischer Natur und liegt in der Verdrangung oder Freisetzung von Wassermolekiilen

aus der lipophilen Umgebung.

1.1.3 Entropische Beitrige zu Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Da alle biochemischen Vorginge in wassriger Umgebung stattfinden, darf bei der
Betrachtung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen der Einfluss der Wassermolekiile nicht
vernachlissigt werden.”* Sowohl das Protein mit seiner Ligandbindungsdomine als auch der
Ligand selbst sind vollstdndig von Wasser umgeben, dessen Molekiile ein mehr oder weniger
stark ausgebildetes Wasserstoftbriickenbindungsnetz zu den hydro- und lipophilen Bereichen
der jeweiligen Molekiiloberfliche ausbilden. Kommt es zu einer Bindung zwischen Protein
und Ligand, werden zahlreiche Wassermolekiile verdridngt, viele Wasserstoftbriicken-
bindungen gebrochen sowie neue ausgebildet. Der Gewinn an freier Bindungsenergie ist fiir

einen derart komplexen Vorgang schwer vorhersagbar und wird durch die relative Stdrke der



EINLEITUNG

verschiedenen Wasserstoffbriickenbindungen — die Gesamtzahl dieser Bindungen kann bei
einer Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand durchaus konstant bleiben — sowie durch
entropische Beitrdge bestimmt. So ist z.B. ein lipophiler Kontakt zwischen Protein und
Ligand im Wesentlichen entropischer Natur, da sich fiir das System Protein-Ligand-Wasser
insgesamt die Zahl der Freiheitsgrade durch Assoziation des Liganden an das Protein giinstig
verdndert. Der Erhohung der Freiheitsgerade, die hauptsdchlich durch die verdridngten
Wassermolekiile bedingt sind, stehen ein Verlust an Translations- und Rotations-
Freiheitsgraden der zuvor frei beweglichen Protein- und Ligandmolekiile gegeniiber. Dariiber
hinaus kann der an das Protein gebundene Ligand nur noch eine Konformation einnehmen
und befindet sich daher in einem entropisch ungilinstigen Zustand. Die entropische
Kompensation durch die freigesetzten Wassermolekiile ist in erster Ndherung proportional zur

GroBe der hydrophoben Oberflédche.

1.1.4 Ein Beispiel fiir die Bedeutung von Wasserstoftbriickenbindungen

In der Arbeitsgruppe von Paul A. Bartlett wurden Inhibitoren der Metalloprotease
Thermolysin synthetisiert, in denen ein Phosphonamid -PO,NH- gegen ein Phosphinat
-PO,CH,- bzw. ein Phosphonat -PO,O- ersetzt wurde (Abbildung 1).**

Y Ala 113
o}

O ' o)

x A
OJJ\H/\// \/ R
OO0 :\(
Zn*"

R Bindungskonstante K; in yM

X =-NH- -O- -CHa-
OH 0.76 660 1.4
Gly-CH 0.27 230 0.3
Phe-OH 0.08 53 0.07
Ala-OH 0.02 13 0.02
Leu-OH 0.01 9 0.01

Abbildung 1: Bindungskonstanten K; fiir Thermolysin-Inhibitoren, die entweder ein
Phosphonamid (X = -NH-), ein Phosphonat (X = -O-) oder ein Phosphinat (X = -CH,-)
enthalten (Quelle: Bohm, H. J.; Klebe, G.; Kubinyi, H., Wirkstoffdesign, Spektrum
Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg, 2002).
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Aus der Rontgenstrukturanalyse ergibt sich, dass die NH-Gruppe eine Wasserstoffbriicken-
bindung zu dem Sauerstoff der Carbonylgruppe von Ala 113 ausbildet. Dennoch kann die
Amidgruppe ohne Verlust der Bindungsaffinitdt durch eine CH,-Gruppe ersetzt werden, da
sowohl fiir das Phosphonamid als auch fiir das Phosphinat die Anzahl der
Wasserstoftbriickenbindungen vor und nach der Bindung jeweils unverdndert bleibt.

Wird die NH-Gruppe durch ein Sauerstoffatom substituiert, bricht die Bindung fast
vollstindig zusammen und, wie anhand der K;-Werte abzulesen ist, die Affinitét sinkt um den
Faktor 1000. Der Grund dafiir ist die elektrostatische Abstoung der Sauerstoffatome von Ala
113 und des Phosphonats -PO,0-, die sich im Protein-Ligand-Komplex genau
gegeniibertreten und damit die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung nicht mehr

gegeben ist.
1.2 Ligandbindung an Membranproteine

1.2.1 Membrangebundene Rezeptorproteine

Die Strukturanalyse sowie Untersuchungen hinsichtlich der Funktion und den
Wechselwirkungen mit Liganden fiir Membranproteine sind im Vergleich zu ldslichen
Proteinen deutlich erschwert. Obwohl einige Membranproteine kristallographisch untersucht

wurden '

, existieren keine hochaufgelosten Strukturen von pharmakologisch relevanten,
membrangebundenen Rezeptoren. Die Gewinnung und Rekonstitution der Proteine geht oft
mit strukturellen Verdnderungen und damit einem Verlust der Aktivitdt einher. Die
membrangebundenen Proteine, insbesondere die G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs),
stellen interessante Angriffspunkte fiir das Wirkstoffdesign dar'’?'. Es wechselwirken bereits

30-50% aller pharmazeutischen Wirkstoffe mit dieser Proteinklasse.”**

Umso wichtiger
erscheinen Bindungsassays fiir das Ligandscreening oder structure activity relationship
(SAR) Studien an Membranproteinen, die in ihrer natiirlichen Umgebung und im Idealfall
direkt in der Rezeptorzelle belassen werden. Zwar sind manche Membranproteine in einer
prozessierten Form ohne den Membrananteil verfligbar, jedoch konnen diese ldslichen
Proteine in Affinitdtsmessungen stark verdnderte Ligandbindungseigenschaften aufweisen.
Fiir die GPCRs ist die Isolierung aus der Membran prinzipiell nicht ohne Verlust der Aktivitat
moglich, da meist mehrere auf dem Helixbiindel exponierte Schleifen ein sequenziell
diskontinuierliches Bindungsepitop darstellen.

Fiir Bindungsstudien an Membranproteinen, die dazu bevorzugt in Lipiddoppelschichten

eingebettet vorliegen, wurden Methoden wie etwa total internal reflection fluorescence
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microscopy (TIRFMY**®, surface plasmon resonance (SPR)****

29;30

sowie Enzym Immunoassays
wie ELISA, der scintillation proximity assay (SPA)”"", Radioassays wie RIA (radio immuno
assay)’' und RRA (radioreceptor assay)’* adaptiert. Dariiber hinaus wurden zahlreiche NMR-

spektroskopische Methoden, wie z.B. transferred nuclear Overhauser enhancement (ttNOE)

33-35 38-40

Spektroskopie® ™, structure activity relationship (SAR) by NMR***’, NOE pumping
sowie competitive binding spectroscopy’’ zum screening und zur Beschreibung von Protein-

Ligand Bindungsprozessen entwickelt.

1.2.2 Das Integrin oypP3; — cycloRGDfV System

Das Integrin omPs gehort zur Proteinfamilie der Integrine, welche heterodimere
Zelladhésionsrezeptoren darstellen. Sie vermitteln Wechselwirkungen zu Nachbarzellen und
zu extrazelluldiren Matrixproteinen (EM-Proteine). Es handelt sich um glycosylierte
Transmembranproteine, die aus einer o- und einer p-Untereinheit bestehen.**** Sowohl fiir die
Dimerisierung der beiden Untereinheiten als auch fiir die Ligandbindungseigenschaft des
Komplexes sind zweiwertige Kationen (Ca>", Mg®" oder Mn*") essenziell.

Das Integrin oypPs wird auf den Vorlduferzellen der Thrombozyten (Megakaryozyten)
exprimiert und ist neben CD42b (GPIb-V-IX) und kleinen Anteilen an Integrin o,f3; (CD49b /
CD29) und avyfPs mit einer Anzahl von etwa 40000-80000 Molekiilen pro Zelle das hiufigste
Rezeptormolekiill auf den Blutplittchen. In der Literatur werden oft noch frithere
Bezeichnungen wie Glycoprotein IIb/Illa (GPIIb/IIla) oder auch CD41/CD61 gefunden.***’
Das Integrin oypP3 gehort, wie auch das Integrin o,f3, der f3-Subfamilie an und bindet {iber
das RGD-Motiv an verschiedene extrazellulire Matrix-Proteine im Blutplasma wie
Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin und den von-Willebrand-Faktor
(VWF) mit unterschiedlicher Affinitit.** Die Interaktionen der Blutplittchenintegrine
spielen eine wesentliche Rolle bei der primdren und sekunddren Hamostase. Dabei
aggregieren die Thrombozyten an der verletzten Gefdwand, werden {iber
Fibrinogenmolekiile miteinander vernetzt und bilden einen Pfropf. Neben den nativen RGD-
Doménen in Proteinen binden auch kleinere Fragmente, synthetische Oligopeptide und
Cyclopeptide mit dem RGD-Motiv an das Integrin und inhibieren dadurch die
Zellaggregation. Dabei haben die flankierenden Aminosduren und die Konformation der
RGD-Sequenz groBen Einfluss auf die Affinitit und Selektivitit.” "’

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Ligand des Integrins oypPs ist das zyklische

Pentapeptid cycloRGDfV, welches als potenter Inhibitor fiir das Integrin ayf; von Kessler et
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al. entwickelt wurde. Neben einer hohen Affinitit im nanomolaren Bereich fiir Integrin avf;

bindet cycloRGDfV mit einer Bindungskonstante von 5 uM auch an Integrin oypp3.>">

1.2.3 Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE2)

Im Jahr 2000 stellten die Gruppen von Donoghue et al. und Tipnis et al. das erste bekannte
homologe Protein des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) vor.”*** Bis dahin galt ACE
als Schliisselprotein des Renin-Angiotensin-Systems (RAS), welches fiir die Blutdruck-
regulierung von entscheidender Bedeutung ist. Das homologe Protein wurde ACE2 genannt
und ist tiberwiegend im Endothelium von Herz und Niere sowie zu einem geringeren Anteil
im Magen-Darm-Trakt und den Lungen exprimiert.”>° Die beiden Enzyme ACE und ACE2
sind Typ 1 Transmembranproteine und obwohl die Aminosduresequenzen der beiden Zink-
Metalloproteasen in den katalytischen Domidnen zu 42% identisch sind, weisen die Enzyme
unterschiedliche Substratspezifititen auf, die wichtige physiologische Konsequenzen haben.
Wihrend ACE an der Bildung des gefdlverengenden Angiotensin II beteiligt ist, fordert
ACE2 vermutlich die vermehrte Produktion von Angiotensin(1-7) und Angiotensin(1-9), die
u.a. als blutdrucksenkende Mediatoren im RAS auftreten.’”’ ACE2 gilt neben ACE
mittlerweile als wichtiger Regulator des Herz-Kreislauf-Systems.™

Dariiber hinaus zeigten Li ef al. im November 2003, dass ACE2 ein funktioneller Rezeptor
fiir das SARS assozierte Coronavirus (SARS-CoV) darstellt.> Aus deren Studie geht ebenso
hervor, dass das Virus spezifisch an ACE2 assoziiert, und nicht an sein verwandtes
homologes Protein ACE. Die Bindung erfolgt fernab der katalytischen Peptidasedoméne von
ACE2 und so zeigen Mutationsstudien in der Zink-koordinierenden-Region keinen Einfluss
auf die Virus-Rezeptor-Interaktion. Wie aus einer RoOntgenkristallstrukturanalyse des
Komplexes aus ACE2 und dem Inhibitor MLN-4760 hervorgeht, ist dessen Wechselwirkung
jedoch mit erheblichen Konformationsdnderungen im Protein verbunden, die eventuell eine
Assoziation des Virus an ACE2 erschweren kénnten.>

Die initiale Wechselwirkung des SARS-CoV mit dem Rezeptor ACE2 stellt vor diesem
Hintergrund eine viel versprechende Angriffsmdglichkeit fiir einen entry-Inhibitor dar. Ein
potentieller Ligand, der an ACE2 bindet und die Assoziation des Virus an den Rezeptor
blockiert, wird vermutlich geringe Nebenwirkungen zeigen, die durch die Inhibition des
katalytischen Zentrums verursacht wiirden. Idealerweise bleibt trotz der Blockierung der

viralen Bindungsregion die natiirliche Enzymaktivitat voll erhalten.
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1.3 Das Schwere Akute Atemwegssyndrom (SARS)

1.3.1 Coronaviren

Humane Coronaviren wurden 1965 von D. A. Tyrrell und Mitarbeitern bei Erkéltungs-
krankheiten entdeckt und drei Jahre spiter aufgrund von morphologischen Unterschieden zu
anderen Viren als eigene Familie definiert. Die Berechtigung dieser Einteilung lieferten die
spiater gefundenen molekularen Details iiber den Genomaufbau und Replikations-
mechanismus.®® Bis zum Auftreten des Schweren Akuten Atemwegssyndroms (SARS) im
Winter 2002 in Siidchina verursachten die Coronavirusinfektionen beim erwachsenen
Menschen harmlose Erkéltungskrankheiten und in seltenen Fillen Gastroenteritis. Bei Tieren
hingegen wurden Coronaviren in Verbindung mit Infektionen des respiratorischen und des
gastrointestinalen Traktes beobachtet.

Der Aufbau der Viruspartikel ist in Abbildung 2 schematisch gezeigt. Die Virionen haben
einen Durchmesser von 80 bis 160 nm und tragen innerhalb der Membranhiille das

einzelstringige RNA-Genom in Plusstrangorientierung.

__— S-Protein

RNA

N-Protein }Nucleocapsud

Hullmembran

M-Protein

Abbildung 2: Aufbau eines Coronaviruspartikels. Im Innern des Partikels befindet sich das
mit N-Proteinen komplexierte RNA-Genom als helikales Nucleocapsid. Es ist von einer
Membranhiille umgeben, in welche die Glycoproteine S und HE sowie das nichtglycosylierte
M-Protein eingelagert sind (Quelle: Susanne Modrow, Dietrich Falke; Molekulare Virologie;
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, 1. korrigierter Nachdruck 1998).

Dieses liegt assoziiert mit den N-Proteinen als Nucleocapsid vor, ist infektios und ist mit einer
Linge von etwa 30000 Basen das groBte Genom aller bekannten RNA-haltigen Viren.®'*%
Bestimmte Aminosduren im N-Protein interagieren mit der carboxyterminalen Doméne des in
die Membran eingelagerten M-Proteins, so dass das Nucleocapsid iiber Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit der Innenseite der Membranhiille assoziiert vorliegt. Neben dem

7
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glycosylierten M-Protein (20-30 kDa) sind das S- (surface bzw. spike) Glycoprotein (180-200
kDa), welches als keulenférmige Oligomere (Di- oder Trimer) etwa 20 nm aus der
Membranoberflidche herausragen, und bei einigen Virustypen (HCV-OC43 und dhnlichen) das
HE-Protein (65 kDa) in die Membran eingelagert. Das HE-Protein liegt als Dimer vor und
zeigt himagglutinierende Aktivitat.

Im Verlauf einer Infektion werden neutralisierende Antikorper gegen das S-Protein gebildet,
welches die entscheidende Rolle bei der Adsorption des Virus an die Rezeptoren der
Zelloberflache sowie der induzierten Membranfusion spielt. Bei einigen Virustypen muss zur
Aktivierung der Fusionsaktivitit das S-Protein an einer stark basischen Aminoséureabfolge in
der Mitte der Sequenz durch Proteasen gespalten werden. Dadurch entsteht ein
aminoterminaler S1-Anteil, der nichtkovalent mit der carboxyterminalen Domine S2
verbunden ist. Allerdings sind auch Virustypen bekannt, wie etwa das im folgenden Abschnitt
beschriebene SARS assoziierte Coronavirus, deren S-Proteine Zellverschmelzungen
induzieren, ohne dass sie vorher proteolytisch gespalten werden.®*** Das S-Protein ist ein
virales Typ 1 Fusionsprotein und enthdlt zwei charakteristische Regionen, die so genannten
heptad repeat regions (HR-N und HR-C), die im nativen Protein eine coiled-coil Struktur
annehmen. Ausgelost durch die Bindung des S-Proteins an den Rezeptor kann es in diesen
Regionen zu einer Konformationsdnderung kommen, die zur Ausbildung eines 6-Helix-
Biindels (Trimer von Dimeren) filihren, welches die Fusion der Virus- mit der

Wirtszellmembran vermittelt.5>¢’

1.3.2 Das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV)

Im Winter 2002/03 wurde in der siidchinesischen Provinz Guangdong zum ersten Mal von
einer nicht identifizierbaren Atemwegserkrankung berichtet. Es folgten &dhnliche Berichte aus
Vietnam, Kanada und Hong Kong von einer schweren fieberhaften Erkrankung der
Atemwege, die sich mit einer Inkubationszeit von 2 bis 7 Tagen insbesondere auf
Familienmitglieder und Pflegepersonal iibertrug und rasch verbreitete. Dr. Carlo Urbani und
seine Kollegen in einem vietnamesischen Krankenhaus lenkten die Aufmerksamkeit der
WHO auf das bis dahin unbekannte Krankheitsbild, das im Mérz 2003 als Schweres Akutes
Atemwegssyndrom (severe acute respiratory syndrome, SARS) bezeichnet wurde. Durch eine
effektive internationale Zusammenarbeit konnte wenig spiter ein neues Coronavirus als
Ausloser von SARS identifiziert werden, welches dann als SARS-assoziiertes Coronavirus
bekannt wurde. Die darauf weltweit eingeleiteten SicherheitsmaBBnahmen, wie etwa der

Quarantdne von Flugzeugen aus entsprechenden Gebieten, trugen dazu bei, dass die
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alarmierende Epidemie gliicklicherweise schnell eingeddmmt werden konnte. An SARS
infizierten sich weltweit etwa 8000 Menschen, von denen ungefihr 10% starben ® %"
Abgesehen von einem deutlich abgeschwichten SARS-Ausbruch im Winter 2003/04, ist bis

heute kein weiterer Fall einer Infektion bekannt.

1.3.3 Die SARS-CoV-Infektion

Die Infektion von humanen Wirtszellen durch das SARS-CoV wird durch einen initialen
Kontakt des viralen S-Proteins (kurz S) mit dem Wirtszellrezeptorprotein eingeleitet. Im
November 2003 identifizierten Li et al. die Metallopeptidase Angiotensin-converting-
Enzym 2 (ACE 2) als funktionellen Rezeptor von SARS-CoV.*> Dariiber hinaus konnte von
verschiedenen Arbeitsgruppen eine Rezeptorbindungsdomédne (RBD) innerhalb des S-
Proteins lokalisiert werden. Anhand von Fusionsexperimenten u. a. mit Hilfe von 16slichen S-
Fragmenten schlugen Xiao ef al. eine RBD zwischen den Aminosiuren 303 und 537 vor.”
Die Sequenz zwischen 270 und 510 erwies sich in der Durchflusszytometrie in der Gruppe
von Babcock et al. als die minimale Rezeptorbindungsdomine.”” Die Arbeitsgruppe von M.
Farzan, die auch ACE 2 als Rezeptor des Virus identifizieren konnten, postulierten die Region
zwischen den Aminosduren 318 bis 510 innerhalb der S1-Domine von S als die kritische
Determinante der Virus-Rezeptor-Interaktion.” Dabei zeigte deren RBD, fusioniert mit der
Fc-Region eines humanen IgG1 Antikorpers, hohere Affinitdt gegeniiber ACE2, als das in
voller Liange exprimierte und an den Antikdrper gebundene Protein (S1-Ig). Im September
2005 verdffentlichte dieselbe  Arbeitsgruppe die in  Abbildung 3  gezeigte
Rontgenkristallstrukturanalyse des Komplexes aus RBD (Aminoséuren 306-527) und ACE2
(N-terminale Domine zwischen Aminosduren 19-615).” Die Analyse zeigt, dass innerhalb
der RBD eine exponierte Schleife (Region 424-494) séimtliche Kontakte zu ACE2 ausbildet
(Tabelle in Abbildung 3), die daher als Rezeptorbindungsmotiv (RBM) bezeichnet wurde.
Innerhalb dieses Motivs sind sechs Tyrosine an einer direkten Wechselwirkung zum ACE2
beteiligt. Neben der fiir das Virus wichtigen Funktion fiir die Adsorption an den
Wirtszellrezeptor sowie der induzierten Membranfusion scheint das S-Protein ebenfalls eine
entscheidende Rolle bei der Artenspezifitit der Coronavirusinfektion zu spielen. Die
Verdnderung der Aminosduresequenz im S-Protein, insbesondere die Einfithrung eines
Threonins an Position 487 und eines Aspartats anstelle einer geladenen Lysinseitenkette an
479, fihrte zur Adaption des Virus an den Menschen, d.h. zu einer hohen Affinitit gegeniiber

humanem ACE2.%%2
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24 27 31 34 37 38 41 42 45 79 82 83 90 325 329 330 353 354

L T T Y Q E Y Q v L T Y D Q E N K G civet ACE2
N T N Q E D Y Q L T S F T Q A N H G mouse ACE2
K S K Q E D Y Q L | N F N P T N H G rat ACE2

Q T K H E D Y Q L L M Y N Q E N K G human ACE2
N473 Y475 Y475 Y440 Y491 Y436 Y484 Y436 Y484 1472 1472 N473 T402 R426 R426 T486 G488 Y491 human SARS
Y442 N479 T486 Y484 Y475 T487 G488

T487 Y491

Abbildung 3: oben Komplex aus Rontgenkristallstrukturanalyse von ACE2 (griin) und SARS-
CoV RBD (cyan) bzw. RBM (rot) sowie Ausschnitt aus der Beriihrungsfliche der beiden
Proteine, unten Kontakte zwischen ACE2 und RBD: die Aminosduren des Rezeptors, die in
direktem Kontakt zur RBD stehen, sind entsprechend ihrer Sequenzposition (Nummer
oberhalb jeder Spalte) und Einbuchstabencode fiir ACE2 aus Schleichkatzen (civet), Mdusen
(mouse), Ratten (rat) und Menschen (human) aufgelistet, unterhalb jeder Spalte sind die
kontaktierten =~ Aminosduren aus der hier gezeigten RBD mit entsprechender
Sequenznummerierung aufgelistet (Quelle: Fang Li, Wenhui Li, Michael Farzan, Stephen C.

Harrison, Structure of SARS Coronavirus Spike Receptor-Binding Domain Complexed with
Receptor, Science, 309 (2005), 1864-68).

Die am Anfang der Infektion stattfindende Interaktion zwischen SARS-CoV und ACE2 ist ein
attraktives Ziel fiir einen potentiellen Wirkstoff, zumal bestimmte Epitope aus der RBD als
Leitstruktur fiir das Design eines entry-Inhibitors dienen konnten. Als andere wichtige
Angriffsmdglichkeiten seien an dieser Stelle der durch das S-Protein induzierte

Fusionsprozess der Virus- mit der Wirtszellmembran oder die Inhibition der viralen

Proteinase 3CL"™ genannt.®™
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2.1 Festphasenpeptidsynthese

Neben gentechnischen Methoden und enzymatischen Synthesen ist die von R. B. Merrifield
entwickelte Peptidsynthese an festen Trigern heute ein etabliertes Syntheseverfahren.*® Der
Vorteil dieser rein chemischen Peptidsynthese ist die kontrollierte und automatisierte
Verkniipfung verschiedener Aminosduren entsprechend der angestrebten Peptidsequenz.
Dabei erfolgt der Aufbau des Peptids entgegen der natiirlichen Syntheserichtung vom C- zum
N-Terminus in sich wiederholenden Synthesezyklen.

Fiir die im Grunde unkomplizierte Reaktion einer Amino- mit einer Carboxylgruppe zu einer
Amidbindung ergeben sich bei der Peptidsynthese verschiedene Schwierigkeiten, da
Aminosduren multifunktionelle Verbindungen sind. Das bedeutet, dass mit Hilfe der
Schutzgruppentechnik gearbeitet werden muss, um unkontrollierte Oligomerisierungen und
Nebenreaktionen zu verhindern. Damit eine peptidische Amidbindung unter milden
Reaktionsbedingungen gekniipft werden kann, muss die Carboxylfunktion der entsprechenden
Aminoséure aktiviert werden. Dies muss moglichst so geschehen, dass eine Racemisierung
vermieden wird. Die hier standardmiBig eingesetzten Monomere der Peptidsynthese sind z.B.
Aminoséuren, die an ihrer a-Aminofunktion die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe tragen und
deren funktionellen Seitengruppen durch sdurelabile Schutzgruppen geschiitzt sind. Die
Fmoc-Gruppe kann unter milden basischen Bedingungen, etwa in einem Gemisch aus
Piperidin und DMF im Verhiltnis 1:4, als Methylenfluoren abgespalten werden. Anhand
dessen Bildung ldsst sich der Verlauf der Synthese photometrisch verfolgen und die
Kupplungsausbeute bestimmen.®’ Als siurelabile Schutzgruppen kommen im Allgemeinen
Trt-, Pbf-, tBu- und Boc-Gruppen zum Einsatz, die sich mit Hilfe einer Mischung aus
Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und Wasser im Verhéltnis 95:5:2 abspalten lassen. Die
feste Phase der Peptidsynthese bildet ein funktionalisiertes Harz. Auf dessen Oberfliche
befinden sich so genannte linker, die in der Regel Fmoc-geschiitzte Aminogruppen oder
Hydroxybenzylfunktionen besitzen. Die Art des linkers entscheidet dariiber, ob am Ende der
Synthese die Peptide mit Carboxamid oder freier Carboxylgruppe am C-Terminus entstehen.
Weiterhin bestimmen die Abspaltbedingungen des /inkers und damit des daran gebundenen
Peptids, ob der Schutz der Funktionalititen in den Seitenketten erhalten bleibt oder mit
abgespalten wird. Die oben aufgefiihrten Schutzgruppen konnen so gewiahlt werden, dass sie

sich unter den gleichen Bedingungen wie das Peptid vom Harz in TFA unter Zusatz von
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Triisopropylsilan und Wasser problemlos abspalten lassen. Das Silan wirkt als
Hydridionendonor und sorgt durch Reaktion mit den wihrend der Abspaltung frei werdenden
Carbokationen dafiir, dass diese nicht erneut mit dem Peptid reagieren. Das Harz
gewihrleistet fiir die Dauer der Synthese eine stabile Fixierung des Peptids und es ist daher
moglich, iiberschiissige bzw. nicht umgesetzte Reagenzien ohne Verlust an Reaktionsprodukt
heraus zu waschen. Die gegenseitige Behinderung der langer werdenden Peptidketten kann
jedoch zu Ausbeuteverlusten fiihren.

Es gibt eine Reihe von Reagenzien fiir die Aktivierung der a-Carboxylfunktion, die fiir die
Kniipfung der Peptidbindung erforderlich ist. Aufgrund der geringen Racemisierungstendenz
und hoher Kupplungseffizienz haben sich als Aktivatoren HATU®® und TBTU® (s. Abbildung
4) durchgesetzt. Die durch die Aktivatoren entstehende reaktive Spezies ist in der Literatur

nicht genauer beschrieben.

HATU TBTU

Abbildung 4: Die Aktivatoren HATU und TBTU

Unter Beriicksichtigung der erwédhnten Vorkehrungen hinsichtlich der Wahl der Edukte
werden pro Zyklus drei Einzelschritte bendtigt, die jeweils durch Waschschritte unterbrochen
werden. In Abbildung 5 sind die einzelnen Schritte der Festphasensynthese schematisch
dargestellt. Der erste Schritt besteht aus der Entschiitzung der funktionellen Gruppe am Harz,
an die im folgenden Schritt die erste aktivierte Aminosdure in Form eines Aktivesters
gekuppelt wird, die dann den C-Terminus des Peptids darstellt. Die einzelnen
Kupplungsreaktionen verlaufen nicht immer quantitativ. Deshalb werden nach jeder
Bindungsbildung die nicht umgesetzten, noch frei vorliegenden Aminofunktionen durch
Acetylierung blockiert (capping), damit keine Produkte mit Deletionsstellen entstehen, die bei
der Aufarbeitung unnétige Reinigungsprobleme verursachen wiirden. Der sich anschlieBende
Zyklus beginnt dann wieder mit dem Entschiitzen der Fmoc-Gruppe des N-Terminus, setzt

sich mit der Kupplung der nichsten Aminoséure fort und endet mit dem capping Schritt.
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D B »
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folgende AS Kupplung der folgenden AS
an die am Linker gekniipfte AS

Entfernung der Fmoc-Gruppe
von der Aminofunktion

R: O R, O
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Entfernung der Fmoc-Gruppe
und Kuppeln der AS n mal

L+ R‘

1. Entfernung der Fmoc-Gruppe

o Schutzgruppen der Seitenketten von der letzten Aminofunktion
2. Gleichzeitige Entfernung der
0 Fmoc-Schutzgruppe der N-Position 'I‘mﬁ Tx ﬁ T' ﬁ Seitenketten-Schutzgruppen
H F| ﬁ H O0—H und Abspaltung vom Linker

o Polyethylenglycol-Polystyrol-Harz

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese nach Merrifield.

Die sich wiederholenden Reaktionszyklen konnen ideal mit Hilfe von automatisierten
Peptidsynthesizern durchgefiihrt werden. Diesen liegt tiblicherweise das continuous flow oder
das so genannte batch Verfahren zugrunde. Bei ersterem werden die Reagenzien
kontinuierlich iiber das in einer Reaktionsséule befindliche Harz gepumpt, wihrend bei dem
batch Verfahren die Reaktion in kleinen Gefdflen stattfindet, in denen die Durchmischung der

Reagenzien iiber einen vortex Mechanismus erreicht wird.
2.2 Charakterisierung von Peptiden

2.2.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie (MS) ermdoglicht durch eine fragmentierungsfreie

Ionisation die Bestimmung des Masse-zu-Ladungs-Quotienten (m/z) von Makromolekiilen
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und eignet sich daher besonders gut zur Identifizierung von Biomolekiilen. Diese
hochmolekularen Verbindungen konnen in herkommlichen Verfahren aufgrund ihrer
Molmasse nur schwer in die Gasphase iiberfiihrt werden, ohne dabei zu fragmentieren. Ein
weiterer praktischer Vorteil dieser Methode liegt in der bequemen und schnellen
Durchfiihrung sowie einer hohen Empfindlichkeit bis in den Femtomol-Bereich.

Es handelt sich bei der MALDI-TOF-MS um ein Aot spot Verfahren, bei dem die Ionisierung
durch Laserpulse erreicht wird. Die zu untersuchende Substanz wird zusammen mit einer
geeigneten Matrix cokristallisiert. Diese besitzt ein Absorptionsmaximum bei der
entsprechenden Wellenlénge des Lasers. Durch lokale Erhitzung mit einem Laserpuls werden
Matrixmolekiile schlagartig verdampft und die Probenmolekiile mitgerissen.”’ Bei der
Desorption der Matrixmolekiile werden diese durch Photoionisation angeregt und es findet
ein Protonentransfer auf elektrisch neutrale Matrixmolekiile statt. Ein weiterer
Ladungstransfer auf die Probenmolekiile sorgt dann fiir die Ionisation derselben. Das Masse-
Ladungsverhéltnis der ionisierten Molekiille wird mit Hilfe des nachfolgenden TOF-
Analysators ermittelt. Die Geschwindigkeit der Analytmolekiile ist umgekehrt proportional zu
ihrer Molekiilmasse, so dass anhand ihrer Flugzeit durch eine typischerweise 0.5 - 2 Meter
lange Strecke das Masse-Ladungsverhiltnis errechnet werden kann.”' Es ist zu beachten, dass
eine Quantifizierung von Einzelkomponenten in einer zu untersuchenden Probe bei der
MALDI-TOF-MS nicht moglich ist, da nicht von einer homogenen Ldsung als Analyt

ausgegangen wird, sondern von heterogen niedergeschlagenen Kristallen.

2.2.2 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist zu einem der wichtigsten Hilfsmittel fiir die Identifizierung und
Konformationsanalyse von Biomolekiilen geworden. Sie nimmt unter anderen spektros-
kopischen Verfahren, wie z.B. der Rontgenstrukturanalyse, insofern eine besondere Rolle ein,
als dass Substanzen in Losung und dadurch unter anndhernd physiologischen Bedingungen
untersucht werden konnen. Da es sich um eine zerstorungsfreie MeBmethode handelt, konnen
untersuchte Substanzen problemlos zuriickgewonnen werden. Dies ist besonders bei schwer
darstellbaren Molekiilen und wertvollen Proteinen ein groBer Vorteil. In der
Arzneimittelforschung hat sich die NMR-Spektroskopie als unverzichtbares Hilfsmittel
herausgestellt, da durch diese Methode die bioaktive Konformation des Wirkstoffs bestimmt
werden kann.”

Aufgrund der Komplexitit vieler Verbindungen reichen eindimensionale Experimente jedoch

nicht mehr aus, da Signaliiberlagerungen die Auswertbarkeit der Spektren unmoglich machen.
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Mit der Aufnahme zweidimensionaler NMR-Spektren wird ein genauerer Einblick in die
Struktur der untersuchten Verbindungen erreicht. Die 2D-Spektren ermdéglichen die
Identifizierung der einzelnen Spinsysteme und eine genaue Ermittlung skalarer sowie
dipolarer Kopplungen. Die skalare Kopplung, auch Spin-Spin- oder J-Kopplung genannt,
wird iiber die Bindungselektronen vermittelt und ist typischerweise iiber zwei bis vier
Bindungen effektiv. Aus den Kopplungskonstanten lassen sich iiber die Karplus-Beziehung
die Diederwinkel des entsprechenden Spinsystems bestimmen.”” Im Gegensatz dazu gibt die
dipolare Kopplung der Spins deren Wechselwirkung direkt durch den Raum wieder. Das von
der dipolaren Kopplung abhéngige Phanomen (NOE s.u.) erlaubt daher eine Bestimmung der
Abstinde von Protonen unabhingig davon, ob diese {iber skalare Kopplungen miteinander
verbunden sind oder nicht. Innerhalb der verschiedenen Moglichkeiten, die einem die NMR-
Spektroskopie bietet, haben sich die NOE-Experimente und solche, die eine Bestimmung der
3J-Kopplungskonstanten erméoglichen, als wichtigste Lieferanten strukturrelevanter Daten
herausgestellt.

TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)’*: "H-"H-TOCSY -Experimente liefern 2D-Spektren,
die eine Bestimmung der chemischen Verschiebungen der jeweiligen Aminosdureprotonen
des untersuchten Peptids ermodglichen. Durch Anlegen eines so genannten Spinlockfeldes
kann die totale Korrelation der gekoppelten Spins eines Spinsystems erreicht werden, was
durch die Kreuzpeaks im Spektrum angezeigt wird. Der dabei stattfindende
Magnetisierungstransfer héngt von der Spinlockzeit im Experiment und den
Kopplungskonstanten des Spinsystems ab. Bei *Juu-Kopplungen, die kleiner als zwei Hertz
sind, ist der Transfer aufgrund zu geringer Intensitdt nicht zu beobachten. Das erhaltene
Kopplungsmuster ermoglicht die Identifizierung einzelner Spinsysteme, da im Idealfall das
gesamte Spinsystem in einer Spur beobachtbar ist. Auf diese Weise wird z.B. eine Zuordnung
der Aminosduren eines Peptids liber die charakteristischen chemischen Verschiebungen ihrer
Protonen mdglich. Die Ermittlung der chemischen Verschiebungen erfolgt dabei
vorzugsweise durch Analyse der Spuren im NH-Bereich, da diese meist gut dispergiert und
separiert von den anderen Resonanzsignalen vorliegen. Um einen Austausch der NH-Protonen
gegen Deuterium zu vermeiden, werden die Spektren in einer Losung aus H,O:D,O im
Verhiltnis 9:1 und einem pH-Wert von etwa 3 aufgenommen.

NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy)””’: Das NOESY-Experiment
kann zur Sequenzbestimmung von Peptiden verwendet werden. Es basiert auf der dipolaren
Kopplung der Spins direkt durch den Raum, wodurch das Relaxationsverhalten rdumlich

benachbarter Kerne beeinflusst wird. Die Magnetisierung eines Spins fiihrt zu einer vom
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Gleichgewicht abweichenden Magnetisierung eines benachbarten Spins. Dieses Phdnomen
wird als Nuclear-Overhauser-Enhancement (NOE) bezeichnet. Die Intensitdt eines NOESY-
Kreuzsignals ist unter anderem abhingig vom rdumlichen Abstand der Kopplungspartner
zueinander. Die so genannten NOE-Kontakte sind zwischen Kernen beobachtbar, deren
Abstand bis zu 5.0 A betrigt. Deshalb kdnnen Aussagen sowohl iiber die Primér- als auch die

Sekundérstruktur eines Peptids gemacht werden.
2.3 Protein-Ligand Bindungsstudien

2.3.1 Surface Plasmon Resonance (SPR)-Sensorchipsystem

Die von der Firma Biacore entwickelte Methode zur Untersuchung spezifischer
Bindungsereignisse zwischen Biomolekiilen beruht auf dem Prinzip der Oberfldchen-
Plasmonen-Resonanz (surface plasmon resonance, SPR).”’ Deren physikalischen Grundlagen
wurden bereits 1959 von Turbadar beschrieben.”®

Bei der Methode werden kleinste Anderungen des Brechungsindexes registriert, wobei das
aktive Probenvolumen durch die Reichweite einer evaneszierenden Welle gegeben ist. Dieses
quantenmechanische Phédnomen wird bei der Totalreflektion eines planar polarisierten
Lichtstrahls beobachtet, der auf die Grenzfliche zwischen einem optisch dichteren und
diinneren Medium auftrifft. Unter einem bestimmten Winkel kommt es zur Resonanz, die zu
einer deutlichen Verstdarkung des evaneszierenden Feldes (SPR) fiihrt und damit verbunden,
ist eine Reduktion der Intensitét des reflektierten Lichtes messbar.

In Abbildung 6 ist das von der Firma Biacore Anfang der neunziger Jahre entwickelte SPR

Sensorchipsystem schematisch dargestellt.

Optische
Detektions-
einheit Intensitat
Lichtquelle
Ei-ghotlarmertes rtes Winkel
Prisma 1| Resonanz
Signal
| .
old Zeit

Sensorgram
FluRzelle

Pufferflu —»

Ligand Immobilisiertes

Molekiil (z.B. ein Protein)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des SPR-Sensorchipsystems.
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Das optisch dichtere Medium stellt bei dem Biacore-Chipsystem ein mit einem Goldfilm
bedeckter Glastrager und das optisch diinnere Medium eine Flusszelle dar. Auf dem
Sensorchip ist eine Matrix aufgetragen, an die ein Bindungspartner des zu untersuchenden
biologischen Systems immobilisiert wird, wiahrend der andere in geldster Form entlang der
Flusszelle dariiber geleitet wird. Im Fall einer Interaktion mit der immobilisierten Verbindung
verdndert sich der Brechungsindex in der Flusszelle und damit des optisch diinneren
Mediums, das von dem evaneszierenden Feld in der Nédhe der Sensorchipoberflidche
durchdrungen wird. Diese Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung lédsst sich daher als Winkel-
veranderung des Intensitdtsminimums der Totalreflexion detektieren, bei der erneut
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz auftritt. Die Verschiebung des SPR-Winkels wird in
Echtzeit gemessen, wobei eine Anderung des Brechungsindexes um 1x 107 eine
Verschiebung des Winkels um 0.1° verursacht. Mit den kommerziell erhéltlichen Geréten der
Firma Biacore kénnen Winkeldnderungen von bis zu 10 Grad aufgeldst werden. In den
SPR-Messungen wird die Verdnderung des SPR-Winkels als Signal in RU (response unit)
ausgegeben. Da die Injektion des gelosten Liganden auch ohne spezifische
Bindungsereignisse eine gewisse Verdnderung des RU-Wertes bewirkt, wird gleichzeitig zu
der Messung der Flusszelle eine Referenzzelle detektiert, auf der kein Bindungspartner
immobilisiert wurde. Die Differenz zwischen Mess- und Referenzzelle stellt die eigentliche
Biacore-Kurve mit der response difference in RU als Ordinatenachse dar (Abbildung 7). Zur
Immobilisierung der Substanzen stehen diverse Chipoberflachen zur Verfiigung, wobei sich
fiir Peptide und Proteine die kovalente Fixierung iiber eine Carboxymethylierte-
Dextranmatrix (CM-Matrix) als vorteilhaft erwiesen hat. Dafiir wird mit Hilfe von NHS und
EDC das Protein oder Peptid iiber freie Aminogruppen — z.B. von Lysinseitenketten — an die
Carboxylfunktion der Matrix gekuppelt. In Abbildung 7 ist die idealisierte Darstellung einer
Assoziations- und Dissoziationskurve, wie sie aus der SPR-Messung hervorgeht, dargestellt.
Wird demnach ein geloster moglicher Bindungspartner durch die Messzelle geleitet und
kommt es dann zu einer Wechselwirkung mit der immobilisierten Verbindung, steigt der RU-
Wert an (Assoziation). Ein Differenzwert von 1 RU entspricht dabei einer Masse von etwa
1 pg gebundener Substanz. Nach der Injektion der zu untersuchenden Verbindung wird mit
Puffer nachgespiilt und es kommt idealerweise zur Wiederherstellung des Ausgangs-
zustandes, d.h. der Bindungspartner dissoziiert (Dissoziation). Das Sensorgramm entspricht

der Auftragung der RU-Werte von der Injektion bis zur Regeneration gegen die Zeit.
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SPR-Signal
[RU]]
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Abbildung 7: Idealisiertes Sensorgram einer SPR-Messung.

Zur vollstindigen Regeneration ist es manchmal notwendig, Regenerationslosungen
einzusetzen, das sind z.B. Detergenzien, verdiinnte Sduren oder Basen. Aus den gewonnenen
Sensorgrammen lassen sich Informationen iiber die Kinetik und Thermodynamik des
Bindungsereignisses gewinnen. So konnen die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziations-
und Dissoziationsreaktion (k,, und k,;) durch Anpassung an die Langmuir-Gleichung
(Gleichung 1) bestimmt werden. Aus den beiden Geschwindigkeitskonstanten ergibt sich

nach Gleichung 2 die Dissoziationskonstante Kp:

Assoziation: R(t)=Rgq —Rgqxe !

Dissoziation: R(t)=R,xe ™ *!

Gleichung 1: Langmuir-Gleichung zur Beschreibung der Assoziation bzw. Dissoziation mit
R(t) = SPR-Antwort in Abhdngigkeit der Zeit, R., = SPR-Antwort im steady state, Ry = SPR-
Antwort zu Beginn der Dissoziation, k.,s = empirische Geschwindigkeitskonstante der
Assoziation (ko) mit kops =kon X C + koy und ko= Geschwindigkeitskonstante der

Dissoziation.

_[AIx[B] _ Kop
°" [AB]  «k

on

Gleichung 2: Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp mit [A] = Konzentration der
immobilisierten Komponente, [B] = Konzentration der gelosten Komponente und [AB] =

Konzentration des Komplexes.
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Bei der Bestimmung der kinetischen Parameter sind mogliche Ungenauigkeiten zu
berticksichtigen, wie sie etwa durch die begrenzte Datenrate des Gerites, diffusionsbedingte
Massentransportlimitierungen, rebinding-Effekte oder Regenerationsprobleme verursacht
werden konnen. Der im Fall einer spezifischen Wechselwirkung erreichte
Gleichgewichtswert (steady state) erlaubt einen quantitativen Vergleich zwischen
unterschiedlichen Bindungspartnern. Die Auftragung des RU-Wertes im steady state gegen
die jeweilige Konzentration der geldsten Verbindung (cg) entspricht einer Bindungskurve, die

nach dem one-site-binding Modell an Gleichung 3 gefittet werden kann:

RU

(KD +CL)

R [RU] = O

Gleichung 3: Thermodynamische Analyse der erhaltenen SPR-Antworten (R), wobei RU,
dem extrapolierten Gleichgewichts-RU-Wert bei unendlich hoher Ligandkonzentration c; und

Kp der Dissoziationskonstante entspricht.

Der daraus erhaltene Wert RUax entspricht dem theoretischen Gleichgewichts-RU-Wert bei
unendlich hoher Ligandkonzentration und der Wert RUpa/2 der thermodynamischen
Dissoziationskonstante Kp. Die Methode ist schnell und sehr empfindlich und verlangt nur
geringe Substanzmengen. Neben Proteinrezeptoren konnen prinzipiell auch molekular
anspruchsvollere Systeme wie Viren, Bakterien oder Zellen mit dieser Methode untersucht
werden. Gegeniiber anderen biochemischen Assays besteht der Vorteil der SPR-Messungen

darin, dass keiner der Bindungspartner mit einem /abel oder linker markiert werden muss.

2.3.2 Die Saturation Transfer Difference (STD) NMR-Spektroskopie

Die STD NMR-Spektroskopie ist ein etabliertes Verfahren, um Rezeptor-Ligand-,
insbesondere Protein-Ligand-Wechselwirkungen auf molekularer Ebene hinsichtlich des
Liganden zu untersuchen. Die Methode kann dabei zum screening von Substanzbibliotheken,
zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten und Charakterisierung von Bindungsepitopen
des Liganden leistungsfahig eingesetzt werden.””"'* Das Prinzip des Sittigungstransfers ist in
Abbildung 8 schematisch dargestellt. Eine Voraussetzung fiir das Gelingen des Experiments
ist die selektive Sattigung des Rezeptormolekiils (Protein) wéhrend des Experiments. Dies
kann durch eine Kaskade von Gausspulsen liber einen Zeitraum von einer bis vier Sekunden
erreicht werden. Die Proteinsignale besitzen aufgrund ihrer kurzen T,-Relaxationszeit grof3e
Linienbreiten und es ist daher mdglich, den Einstrahlpunkt der Pulskaskade auBlerhalb des

spektralen Bereiches der zu untersuchenden Liganden zu wihlen. Dieser liegt typischerweise

19



METHODEN

im negativen ppm Bereich bis etwa -1 ppm. Die Séttigung wird sehr schnell durch die
Spindiffusion iiber das gesamte Protein verteilt. Dabei handelt es sich um einen indirekten
Magnetisierungstransfer zwischen zwei Kernen tiiber einen dritten, der auftritt, wenn die
Kreuzrelaxationsrate grof3 gegeniiber der T,-Relaxationszeit ist. Fiir ein erfolgreiches STD
NMR-Experiment ist es notig, dass das Rezeptorprotein mindestens etwa 10 kDa groB3 ist, da
bei kleineren Molekiilen die Spindiffusion nicht effektiv genug ist.

nichtbindende Ligand Komplex aus
Molekile 9 Rezeptor und Ligand

selektive
Sattigung

off-resonance Spektrum

il
S

==

on-resonance Spektrum

'H

Differenzspektrum (STD)

Abbildung 8: Prinzip der STD NMR-Spektroskopie.

Kommt es wie in Abbildung 8 angedeutet zu einer Wechselwirkung zwischen Rezeptor und
Ligand, wird Sattigung auf diesen iibertragen. Der Ligand dissoziiert entsprechend der
Gleichgewichtskonstanten Kp und fiihrt zur Sittigung in der Losung, wo sie detektiert wird.
Die Signalintensititen der bindenden Liganden sind in diesem omn-resonance Spektrum
gegeniiber denen im off-resonance Spektrum — d.h. der Einstrahlpunkt der Sattigungspulse
befindet sich auerhalb der Resonanzbereiche der Liganden und des Proteins — verringert. Das
STD-Spektrum ist das Differenzspektrum aus dem on- und off-resonance Spektrum und
enthélt die Signale des bindenden Liganden, die Resonanzen von nicht bindenden werden
ausgeloscht. Zur Unterdriickung der Proteinsignale, die im STD-Spektrum ebenfalls auftreten
und gegebenenfalls zu Signaliiberlagerungen mit Ligandsignalen fiihren, wird ein T,-Filter
verwendet. Das HDO-Signal wird durch eine WATERGATE-Pulssequenz unterdriickt. Zur

Bestimmung des Bindungsepitops der Liganden wird die Tatsache ausgenutzt, dass
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Molekiilgruppen, die in engem raumlichen Kontakt zum Protein stehen, effektiver gesattigt
werden als diejenigen mit groBerem Abstand. Die Groe der STD-Intensitét ist ebenfalls
durch die Bindungskinetik bestimmt. Fiir das Dissoziationsgleichgewicht gilt:

koff
[PL] =— [P] + [L]

kon
_[PIxIL] _ Ko
7 PL] K

on

Gleichung 4: Fiir die STD-Intensitdt entscheidendes Dissoziationsgleichgewicht in
Abhdngigkeit von der der Bindungskinetik mit [P] = Proteinkonzentration, [L] =
Ligandkonzentration,  [PL] = Konzentration  des  Protein-Ligand-Komplexes,

kon = Geschwindigkeitskonstante der Assoziationsreaktion und kyy= Geschwindigkeits-

konstante der Dissoziation

Fiir das STD-Experiment ist dabei entscheidend wie viele Ligandmolekiile im Verlauf der
Séttigungszeit die Bindungstasche erreichen. So fiihren kleine off-rates dazu, dass der
Durchsatz zu gering ist und keine Signalintensitit zu beobachten ist. Ferner besteht die
Moglichkeit, dass bei sehr hohen on- und off-rates die Verweilzeit in der Bindungstasche
nicht fir den Transfer von Séttigung ausreicht. Bei einer diffusionskontrollierten
Assoziationsreaktion betragt ko, ca. 10" s'™M!. In Abhingigkeit vom Kp-Wert ldsst sich dann
ko abschétzen. Dieser sollte fiir STD-Messungen grof3er als 1 s sein. !

Werden mit Hilfe von STD NMR-Spektroskopie Dissoziationskonstanten bestimmt, ist es
notig, das gleiche STD-Experiment bei verschiedenen Ligandkonzentrationen durchzufiihren.
In jedem erhaltenen Spektrum werden die STD-Effekte durch Vergleich mit dem off-
resonance bestimmt und daraus der STD-Amplifikationsfaktor (STDamp1) nach Gleichung 5

berechnet. Der Faktor dient der Quantifizierung des Durchsatzes an Ligandmolekiilen und ist

das Produkt aus dem prozentualen STD-Effekt und dem Ligandiiberschuss.
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STD — I0 - lSat % [L]total
S R (N

Gleichung 5: Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors (STDmp1) mit 1, = Signalintensitdt

im off-resonance-Spektrum, 1, = Signalintensitit im on-resonance-Spektrum, 1, - I, =

Signalintensitit im STD-Spektrum, [L], . =Gesamtligandkonzentration und [P],, = Gesamt-

proteinkonzentration.

Der so erhaltene Amplifikationsfaktor wird als Funktion der Ligandkonzentration
aufgetragen. Analog der SPR-Analyse in Gleichung 3 konnen die Daten im Fall einer
spezifischen Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor an das one-site-binding Modell

angepasst werden. Aus dem fit wird gemi Gleichung 6 der Kp-Wert erhalten.

STD Ampl.(max) < [L]

STDAmpI. = KD + L]

Gleichung 6: Durch Anpassung des STD-Amplifikationsfaktors an das one-site-binding
Modell werden die Dissoziationskonstante Kp sowie der theoretisch maximale Faktor

STD smpi. (max) bei unendlich hoher Ligandkonzentration [L] erhalten.

Neben Systemen mit 16slichem Rezeptorprotein kann das STD NMR-Verfahren auch zur
Untersuchung von Protein-Ligand-Systemen verwendet werden, bei denen das Protein z.B.

immobilisiert oder in eine Membran eingebettet vorliegt.'*'*

2.4 SARS-CoV Inhibitionsassays

Da Methoden wie SPR- und STD NMR-Spektroskopie in der Regel keine Aussagen iiber die
biologische Aktivitét eines Liganden ermdglichen, ist es nétig, die chemischen Substanzen im
lebenden Zellsystem zu untersuchen. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Plaque-
Inhibitions- und real-time RT-PCR Reduktionsassays sollte die inhibierende Wirkung der
entsprechenden Substanz auf den Zelleintritt des SARS-CoV untersucht werden. Die Studien
wurden in der Arbeitsgruppe von Christian Drosten am Bernhard-Nocht-Institut fiir
Tropenmedizin in einem Sicherheitslabor der Stufe S4 mit Viren vom Typ SARS-CoV Isolat
Frankfurter Indexpatient durchgefiihrt.

Fir den so genannten Plaque-Assay werden VeroE6-Zellen ausgesdt und mit der
entsprechenden Viruslosung inkubiert, wodurch die Zellen infiziert werden. Soll die Wirkung

eines Inhibitors getestet werden, kann eine entsprechend hohe Konzentration eines
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potentiellen Wirkstoffs in dieser Inkubationslosung eingestellt werden. Nach der Infektion der
Zellen werden diese gewaschen und mit einem Methylcellulose-Medium iiberschichtet. Der
Methylcellulose-Anteil des Mediums bewirkt eine Verdichtung, die eine Diffusion infektidser
Partikel verhindert, so dass von einer infizierten Zelle aus lediglich die jeweiligen
Nachbarzellen infiziert werden konnen. Es entstehen Infektionsherde, welche als Locher
(Plaques) im Zellrasen erscheinen oder mittels Immunfirbung als Immunfoci dargestellt
werden konnen und makroskopisch auszdhlbar sind. Nach Inkubation {iber mehrere Tage bei
37°C werden die Platten in Formalin-Losung aus dem S4-Labor geschleust, wobei
gleichzeitig das Virus inaktiviert und die Zellen fixiert werden. Die Zellen werden nach der
Formalin-Fixierung mit Kristallviolettlosung iiberschichtet. Nach Abgie3en der Losung und
Waschen konnen die Plaques gezihlt werden. Anhand dessen lassen sich so genannte plaque-
forming-units (PfU) und - bezogen auf die Zahl der ausgesdten Zellen - die MOI (multiplicity
of infection) als Mal} der Infektiositdt errechnen. Dabei gilt mit d = Verdiinnungsfaktor der

Viruslésung:

(Anzahl Plaques) xd=PFU [i} und PFU =MOI

ml Zahl ausgesiter Zellen

Fiir den Reduktionsassay mit Hilfe von real-time RT-PCR wird zunichst analog vorgegangen.
Bei erfolgreicher Infektion der Zellen und Vermehrung des Virus in VeroE6-Zellen wird
dieses in den Uberstand der Fliissigkultur freigesetzt. Eine Methode, die Vervielfiltigung der
Viruspartikel zu messen, ist die quantitative real-time RT-PCR, mit deren Hilfe sich virale

RNA quantifizieren und mit dem Virustiter korrelieren lasst.'™

Damit ist die Bestimmung der
Reduktion der Virusreplikation durch einen potentiellen Wirkstoff méglich.'® Im Gegensatz
zu dem Plaque-Assay kann in diesem Test der Wirkstoff wihrend des gesamten viralen

Lebenszyklus anwesend sein.
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3 AUFGABENSTELLUNG

Das Thema dieser Arbeit war die Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen vor

dem Hintergrund des Wirkstoffdesigns. Fiir diese Arbeit ergaben sich zwei Ziele:

A) Entwicklung eines saturation transfer difference (STD) NMR-Spektroskopie basierten
Verfahrens zur direkten Beobachtung von Ligandbindung an membranstindige
Rezeptoren in lebenden Zellen.

B) Die Entwicklung einer peptidischen Leitstruktur fiir das Design von entry-Inhibitoren der
SARS-CoV Infektion mit Hilfe von saturation transfer difference (STD) NMR-
Spektroskopie und surface plasmon resonance (SPR)-Bindungsstudien zur Bestimmung

der Aktivititen.

Teil A

Im Rahmen der Doktorarbeit von R. Meinecke konnte die Wechselwirkung zwischen dem
cyclischen Peptid cyclo(RGDfV) und dem membranstindigen Rezeptor Integrin o3
charakterisiert und das Bindungsepitop des Liganden mit Hilfe von STD NMR-Spektroskopie

bestimmt werden.'%%!%

Dazu wurde die Ligandbindung an rekonstituiertes Intergrin in
Liposomenmembranen untersucht. Ferner wurden erste Experimente durchgefiihrt, die eine
direkte, spezifische Bindung von cyclo(RGDfV) an natives, zelluldr exprimiertes Integrin
aypP3 auf Thrombozyten nachgewiesen haben. Die Identifizierung der Ligandsignale und eine
Bestimmung des Bindungsepitops anhand der STD NMR-Spektren waren jedoch aufgrund
zahlreicher Signaliiberlagerungen limitiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden,
die storenden und im STD NMR-Spektrum beobachtbaren Signale, die durch Zellbestandteile
und deren zahlreichen Bindungsprozesse verursacht werden, so weit zu unterdriicken, dass
eine Bestimmung des Bindungsepitops des Liganden in Wechselwirkung mit lebenden Zellen
moglich wird. Zusétzlich sollte untersucht werden, ob die durch lebende Zellen eingefiihrten
Suszeptibilitdtsspriinge zu Problemen in den NMR-Spektren fithren. Der Vergleich von
Bindungsvorgidngen an intakten Proteinen in Zellen mit denen an reintegrieten Liposomen
sollte Auskunft geben, in wieweit diese Proteine in Liposomen wirklich die Zustinde eines

nativen Proteins beschreibt.
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Teil B

Das SARS Coronavirus (SARS-CoV) ist der Erreger des Schweren Akuten
Atemwegssyndroms (SARS), das im Winter 2002/03 als alarmierende Epidemie mit
insgesamt etwa 8000 infizierten Menschen und einer Sterberate von etwa 10% bekannt wurde.
Im ersten Schritt der Infektion vermittelt die von der Arbeitsgruppe um M. Farzan
identifizierte Rezeptorbindungsdoméne (RBD)” des viralen spike (S)-Proteins den Kontakt
des Virus zum humanen Rezeptor, der von der gleichen Arbeitsgruppe als angiotensin
converting enzyme 2 (ACE2) identifiziert wurde.”” Die RBD des SARS-CoV S-Proteins

umfasst die Aminosduren 318-510 und ist in der S1-Doméne des Proteins lokalisiert.

SARS-CoV[ _S1Domane | [ S2 Doméine N
318 RBD 510 TMIC

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Domdnenstruktur S1 und S2 des S Proteins und
eingezeichnet die Rezeptorbindungsdomdne (RBD) sowie die Transmembrandomdne (TM)

und der intrazelluldre Abschnitt (IC).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, das Bindungsepitop der RBD des SARS-
CoV spike Proteins gegeniiber dem humanen Rezeptor ACE2 auf molekularer Ebene zu
charakterisieren und ein minimales Bindungsepitop zu bestimmen. Anhand der
durchgefiihrten Studien soll eine Leitstruktur fiir das Design eines entry-Inhibitors der

Virusinfektion vorgeschlagen werden.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Teil A

Die in diesem Teil der Arbeit beschriebenen Ergebnisse sind in Zusammenarbeit mit Frau Dr.

B. Claasen entstanden.'”’

Dabei war Frau Dr. B. Claasen fiir die Programmierung des hier
verwendeten Pseudo-2D-STD NMR-Experiments (stdwSsp2d.bc), die Implementierung der
Tip-Filter (stdw5slsp2d.bc) sowie fiir die Variierung von NMR-Pulsprogrammen
verantwortlich. Die Idee der vorgestellten Methode sowie die Interpretation der Ergebnisse

wurden gemeinsam analysiert, diskutiert und publiziert.'
4.1 NMR-Spektroskopie mit humanen Thrombozyten

4.1.1 Préparation der Zellsuspensionen

Fir die in dieser Arbeit durchgefilhrten NMR-Messungen mit intakten humanen
Thrombozyten wurden Thrombozytenkonzentrate benutzt, die fiir Transfusionszwecke aus
Vorsichtsmaflnahmen nicht mehr verwendet wurden. Um geeignete Bedingungen fiir die
NMR-Spektroskopie zu schaffen, d.h. moglichst geringe Intensititseinbuflen aufgrund der
Resonanz von Wasser zu haben, gleichzeitig aber auch nahezu physiologische Bedingungen
zu schaffen, wurden die Thrombozyten in einen deuterierten Puffer iiberfiihrt. Dabei wurden
Blutplasmabestandteile sowie die bei der Herstellung des Konzentrats zugesetzten Substanzen
wie Citratpuffer und Glucose entfernt. Die verwendeten Puffer waren durch Tris gepufferte
Losungen, wobei fiir die Umpufferung insgesamt drei unterschiedliche Zusammensetzungen
verwendet wurden (Tabelle 8 in Abschnitt 7.1). Entsprechend der in 7.3.1 beschriebenen
Durchfiihrung wurden die Thrombozyten in der Zentrifuge sedimentiert, der Uberstand
dekantiert und anschlieBend das zuriickbleibende Thrombozytenpellet resuspendiert. Dazu
wurde =zundchst der deuterierte Puffer J4-TBS-AEBSF-EDTA verwendet, dem zur
Komplexierung von Metallionen 1 mM EDTA-Na, und zur irreversiblen Inhibition von
Cystein- und Serinproteasen 1 mM AEBSF-HCl zugesetzt wurde. Dieser Zusatz ist
insbesondere dann wichtig, wenn in der Zellsuspension die Interaktion eines Peptids mit den
Thrombozyten untersucht werden soll. Durch Lyse der Zellen werden 16sliche Proteasen
sowohl bei der Umpufferung als auch bei den NMR-Experimenten freigesetzt.
Metalloproteasen und membrangebundene Aminopeptidasen hingegen werden durch AEBSF-
HCI nicht deaktiviert und koénnen zur Proteolyse von Ligandpeptiden oder zum Abbau der

Integrinmolekiile fiihren. Wie R. Meinecke im Rahmen seiner Dissertation untersucht hat, war
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jedoch fiir das hier erneut untersuchte cyclische Peptid cyclo(RGDfV) kein messbarer Zerfall
durch Proteasen zu beobachten. Nach mehrmaligem Wiederholen der Sedimentation und
Resuspendierung folgten ein Schritt mit Puffer ohne Zusatz von EDTA-Na, (d-TBS-AEBSF)
und anschlieBend die Zugabe des NMR-Messpuffers mit einem Zusatz von 1 mM CaCl,.
Ca**-Ionen sind fiir die Aktivierung der Rezeptormolekiile Integrin o3 notwendig. Fiir die
in 4.1.3 beschriebenen STDD NMR-Experimente wurden zwei NMR-Proben benétigt. Dazu
wurde die hergestellte Zellsuspension auf zwei NMR-Ro6hrchen aufgeteilt und zu der einen
Zellsuspension 150 nmol cyclo(RGDfV) aus einer Stammlosung des Peptids hinzu gegeben.
Die priparierten NMR-Proben enthielten etwa 7 x 10° Thrombozyten, was ungefihr einer
Menge von 100 bis 600 pmol Integrin oypP3; entspricht, wenn angenommen wird, dass ca.
1-5 x 10" Molekiile Integrin auf einer Zelle prisentiert werden. Fir die im folgenden
Abschnitt beschriebenen STD NMR-Experimente wurde jeweils nur die Probe bendtigt, die

die Zellsuspension und den Liganden enthilt.

4.1.2 STD NMR-Spektroskopie mit humanen Thrombozyten

Das untersuchte Rezeptor-Ligand System, bestehend aus humanen Thrombozyten und

cyclo(RGDfV) in deuteriertem TBS, ist in Abbildung 10 schematisch dargestellt.

Integrin oyjpB3 cyclo(RGDfV)

k
Thrombozyten . ‘—> vH
Membran % kon H
: 3 H

H H H

-
\ Zunehmende Sattigung

Selektiver
Sattigungspuls

Abbildung 10: Schematische Darstellung des mit STD NMR-Spektroskopie untersuchten
Rezeptor-Ligand Systems. Es sollte die Ligandbindung zu membrangebundenen Proteinen in
lebenden Zellen untersucht werden: auf der linken Seite sind elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Thrombozyten dargestellt. Im rechten Bildabschnitt ist schematisch

vergrofsert das membranverankerte Intergrin oypf; mit gebundenem und freien Liganden

cyclo(RGDfV) gezeigt.
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Die Anwendung eines so genannten spinlock-Feldes oder Tp-Filters ist eine etablierte NMR
Methode, um Signale groBer Molekiile zu unterdriicken.'” In Abbildung 11 sind jeweils die
'H STD-Spektren der Thrombozytensuspension mit dem Liganden cyclo(RGDfV) abgebildet,
die ohne Anwendung eines spinlock-Feldes (oben) und mit 30 ms (15 dB) T;p-Filter (unten)
aufgenommen wurden. Im unteren Spektrum ist zu erkennen, dass insbesondere die Signale
mit groBler Linienbreite unterdriickt werden konnen, gleichzeitig jedoch auch eine deutliche
Verminderung der Signalintensitit des Liganden zu beobachten ist. AuBler den Resonanzen
von Val Hy/y" und Phe H §,¢,C ist eine eindeutige Identifizierung von Ligandsignalen in
diesem Spektrum nicht moglich, da auch hier noch zahlreiche andere Bindungsereignisse in
Form von STD-Signalen das zu beobachtende Bindungsereignis liberlagern. Wie R. Meinecke
bereits zeigen konnte, ldsst sich so nur die spezifische Bindung des Peptids an den auf den
Thrombozyten exprimierten Rezeptor Integrin oupf; detektieren, nicht aber das
Bindungsepitop des Liganden néher charakterisieren. Dazu sollte ein zweiter Differenzfilter

erzeugt werden, der simtliche Hintergrundsignale eliminiert.

Phe H 8, ¢, ¢ ValHyy'

W\N\m \N\JV/J 1H STD-Spektrum
Probe Zellen + Ligand
ohne spinlock

TH STD-Spektrum
Probe Zellen + Ligand
spinlock 15dB / 30ms

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Abbildung 11: 'H STD NMR-Spektren der Thrombozytensuspension mit dem Liganden
cyclo(RGDfV), aufgenommen ohne Anwendung eines spinlock-Feldes (oben) und mit 30 ms
(15 dB) T, ,-Filter (unten). Lediglich die Resonanzen von Val Hy'y" und Phe Ho, & ¢ konnen

eindeutig identifiziert werden.

4.1.3 STDD NMR-Spektroskopie - Der doppelte Differenzfilter

Die Idee, die dem doppelten Difterenzfilter (Saturation Transfer Double Difference, STDD)
zugrunde liegt, ist in Abbildung 12 schematisch gezeigt. Die hergestellte Zellsuspension wird
auf zwei NMR-Rohrchen aufgeteilt, so dass beide Proben {iiber eine identische

Zusammensetzung an Zellen, Proteinen, Membranbruchstiicken, etc. verfiigen. Dies ist

28



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

wichtig, damit in den spiter aufgenommenen STD NMR-Spektren die gleichen

Bindungsprozesse beobachtet und durch Subtraktion eliminiert werden konnen.

— Spektrum A:STD Spektrum der Zellen + Ligand

X5k

CFRFSAY
(\’Jx >

BRI oS

N

STDD Spektrum = Spektrum A - Spektrum B

r T T T T T T T T T T T T T T T 1
a0 70 60 S0 40 30 20 10 ppm

Abbildung 12: Schematische Ubersicht iiber die Saturation Transfer Double Difference
(STDD) NMR Methode zur Detektion der Bindung von Liganden (angedeutet durch violette
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\
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Punkte) an membrangebundene Rezeptoren in lebenden Zellen (dargestellt durch rote
Ellipsen). Die in deuteriertem Puffer hergestellte Zellsuspension wird auf zwei NMR-
Rohrchen aufgeteilt und zu einer der Proben (Probe A) die entsprechende Menge Ligand
dazugegeben. Das andere Rohrchen (Probe B) enthdlt nur die identische Zellsuspension. Von
beiden Probe wird ein STD NMR-Spektrum aufgenommen und von den erhaltenen Spektren
anschliefjend die Differenz (Spektrum A — Spektrum B) gebildet. Das so erhaltene doppelte
Differenzspektrum (STDD Spektrum) zeigt fast ausschliefflich die STD-Signale des bindenden
Liganden.

Zu einer der Proben wird Ligand aus einer Stammldsung hinzugegeben und anschlieBend
werden die STD-Spektren beider Proben aufgenommen. Dabei dient das Spektrum der Probe,
die nur die Zellsuspension enthidlt, als Referenzspektrum, das anschlieBend von dem
Spektrum der Zell-Ligand-Suspension subtrahiert wird. Da ein STD-Spektrum bereits ein
Differenzspektrum darstellt, resultiert so ein doppeltes Differenzspektrum, in dem
idealerweise nur die Resonanzen des Liganden sichtbar und einer quantitativen Auswertung
zuginglich werden. In Abbildung 13 sind die erhaltenen STDD-Spektren und der Filtereffekt
dieser Methode zusammengefasst.
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Abbildung 13: Effekt des doppelten Differenzfilters der STDD-Technik: A zeigt das
iiberlagerte 'H STD NMR-Spektrum der Zellsuspension und cyclo(RGDfV) bei 500 MHz. Nur
die mit einem Dreieck markierten Signale kénnen eindeutig quantifiziert werden (V¥ Phe H 0,
& ¢ NV Val H y,y). Signale von Proteinen und anderen Bindungsprozessen iiberlagern die
eigentlich interessanten STD-Signale des Liganden. Wie in 4.1.2 beschrieben bewirkt ein T,
Filter von 30 ms Ldnge bei 500 MHz nur eine unbefriedigende Unterdriickung der
Thrombozytensignale (B). Sowohl das STDD-Spektrum aufgenommen bei 700 MHz (C) als
auch bei 500 MHz (D) zeigen eindeutig den Filtereffekt dieser Methode bei Vergleich mit dem
Referenzspektrum des Liganden (E) (< Thrombozytensignale). (F), (G) und (H) zeigen
Ausschnitte aus den Spektren (C), (D) respektive (E). Die Wasserunterdriickung wurde durch
eine WATERGATE Sequenz (w5) erreicht, mit Ausnahme fiir das Spektrum (C), in dem die
WATERGATE 3-9-19 Sequenz verwendet wurde. Alle Spektren wurden in deuteriertem TBS
und bei 283 K aufgenommen (L1 Tris).
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Die durch Subtraktion der STD-Spektren erhaltenen doppelten Differenzspektren in
Abbildung 13 (C) und (D) enthalten fast ausschlieBlich Resonanzen des Inhibitorpeptids
cyclo(RGDfV). Der Vergleich mit dem Referenzspektrums des Liganden (E) zeigt, dass die
storenden, tiberlagerten Thrombozytensignale nahezu perfekt eliminiert werden konnten. Der
Filtereffekt wird besonders deutlich im Spektralbereich zwischen 1.1 und 4.6 ppm (Abbildung
13 F, G und H), in dem die Peptidresonanzen vollstindig von der Hiillkurve der
Thrombozyten im STD-Spektrum (A) liberdeckt wurden. Der Grund fiir die im 700 MHz
STDD-Spektrum (C) sichtbaren Verunreinigungen, im Vergleich zu dem Spektrum
aufgenommen bei 500 MHz (D), ist nicht geklart. Auf der Basis der gezeigten STDD-
Spektren ist eine eindeutige Zuordnung der Ligandsignale und dariiber hinaus eine
Bestimmung des Bindungsepitopes mdglich. Die standardmiBige Unterdriickung von groflen
Molekiilen in STD-Spektren durch einen Ti,-Filter fiihrt gleichzeitig zu einem Verlust von
Séttigung durch T;- und T,-Relaxationsprozesse und damit zu einem schlechteren Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis. Auf die Anwendung eines spinlock-Feldes kann bei der STDD NMR-
Spektroskopie verzichtet werden, was in diesem Fall zu einem 1.5fach hoheren Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis (Spektren B und D) resultierte. Die Spektren konnen innerhalb einer
Stunde Aufnahmedauer erhalten werden, so dass eine schnelle und empfindliche Methode zur
Verfiigung steht, um die Ligandbindung an membranstdndige Rezeptoren in lebenden Zellen

mit Hilfe der NMR-Spektroskopie direkt zu beobachten.'

4.1.4 Die Bindung von cycloRGDfV an humane Thrombozyten

Das von Kessler et al. entwickelte zyklische Pentapeptid cycloRGDfV bindet mit einer
Bindungskonstante von 5 pM an Integrin (IHbB3.23 52

Die quantitative Auswertung der STDD-Spektren ergibt das in Abbildung 14 (B) dargestellte
Bindungsepitop von cyclo(RGDfV), gebunden an nativ exprimiertes Integrin oypf; auf
humanen Thrombozyten. Wie leicht zu erkennen ist, erhalten die individuellen Protonen
entsprechend ihrer Ndhe zum Rezeptor einen unterschiedlichen Séttigungstransfer. Die
Ergebnisse sind den STD NMR-Bindungsstudien von R. Meinecke gegeniibergestellt.'!'%
Darin wurde die Bindung des Inhibitorpeptids an Integrin aupf3, eingebettet in Liposomen,
charakterisiert. Die drei Protonen Arg H 8/6” sowie Gly Ha zeigen in dem hier untersuchten
Thrombozyten-Ligand-System signifikante Abweichungen in den STD-Antworten, was
darauf hindeutet, dass im Vergleich zu I6slichem Integrin, welches in Liposomen eingebettet
vorliegt, ein etwas verdnderter Bindungsmodus zum nativen Rezeptor besteht. Die

verdanderten STD-Effekte indizieren vermutlich eine etwas andere Orientierung von Glycin
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sowie der Argininseitenkette zum Rezeptor. Abgesehen von diesem Unterschied stimmen die
erhaltenen relativen STD-Effekte der beiden Systeme gut iiberein und das von R. Meinecke
charakterisierte Bindungsepitop kann bestétigt werden. Die stérksten STD-Effekte konnen fiir
Arg H o,p und Phe H d,¢,§ beobachtet werden. Die Protonen der Alkylseitenkette von Arg
zeigen entsprechend einer hydrophoben Wechselwirkung in der Ndhe des Peptidriickgrades

eine zunehmende Sittigung.
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Abbildung 14: Vergleich der STD-Effekte und des Bindungsepitopes von cycloRGDfV
bestimmt mit Liposomen und Thrombozyten. (oben) Chemische Strukturformel des
Inhibitorpeptids cyclo(RGDfV), (A) zeigt anhand von vier Peptidgruppen, dass der absolute
STD-Effekt mit Thrombozyten (schwarz) signifikant héher ist als mit Liposomen (grau). Das
Sdulendiagramm in (B) gibt das Bindungsepitop von cyclo(RGDfV) gebunden an Integrin
a3 nativ in humanen Thrombozyten (schwarz) und rekonstituiert in Liposomen (grau)
wieder. Das Resonanzsignal fiir Val H a konnte im Spektrum der Liposomen nicht analysiert

werden.

Ein entscheidender Vorteil der STDD-Technik liegt darin, dass das Rezeptorprotein in seiner

natiirlichen Umgebung belassen werden kann. Wie in Abbildung 14 (A) anhand von vier

32



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Protonengruppen exemplarisch zu erkennen ist, weist die Interaktion von cyclo(RGDfV) mit
nativem Integrin a3 etwa Sfach hohere STD-Prozente auf als mit reintegriertem Protein in
Liposomen bei gleichem Ligandiiberschuss. Die Rezeptorkonzentration in der Thrombozyten-
suspension betrug ~ 0.6 uM und in den Liposomenpriparationen 5 uM unter der Annahme,
dass 50% der Interginmolekiile entsprechend der natiirlichen Orientierung in die Membran
eingebettet vorlagen. Die Tatsache, dass trotz niedrigerer Rezeptordichte in der
Zellsuspension eine Sfach stirke STD-Antwort des Liganden zu beobachten ist, deutet auf
eine stirkere Affinitit von cyclo(RGDfV) zu nativem Integrin oypPB; im Vergleich zu
16slichem Integrin in Liposomen hin. Dies ist nicht verwunderlich, insbesondere vor dem
Hintergrund, dass fiir eine Integration von Membranproteinen in Liposomen diese isoliert,
gelost und gereinigt werden miissen und dieser Prozess sicherlich mit erheblichen Verlusten
an nativ gefaltetem Protein verbunden ist.

Da Integrin aypP3 das bei Weitem haufigste Membranprotein auf Thrombozyten (~ 53% aller
membranstidndigen Proteine) darstellt, ist es sehr unwahrscheinlich, dass die STDD-Signale

von anderen Rezeptoren verursacht werden konnen.
4.2 Diskussion

Die hier gezeigten Ergebnisse unterstreichen den Wert dieser Methode, um damit die direkte
Ligandbindung an Membranproteine in lebenden Zellen zu untersuchen. Bei Verwendung von
Cryoprobenkdpfen und groBeren Magnetfeldstarken ldsst sich die Empfindlichkeit weiter
erhohen, so dass bereits wenige Picomol Membranprotein ausreichen sollten, um eine
Ligandbindung zu detektieren. Damit wiren auch Bindungsstudien an Zelllinien, die GPCRs
in einer Dichte von etwa 10° Rezeptoren pro Zelle iiberexprimieren, mit der STDD-Technik
zuginglich. Die ersten STDD-Bindungsstudien an einem 7-Helix-Transmembranrezeptor
konnten erfolgreich durchgefiihrt werden.'” Dazu wurde die Bindung von Peptiden und
Glycopeptiden aus dem V3-Bereich des Glycoproteins GP120 des HIV an dem Korezeptor
CCRS5, eingebettet in Liposomen, mit dieser Technik untersucht und auf molekularer Ebene
charakterisiert.

Dariiber hinaus erscheint es plausibel, mit der STDD-Technik biochemische Prozesse an
Membranproteinen zu beobachten, die am zytoplasmatischen Abschnitt oder etwa an
Organellen und am Zellkern stattfinden. Als zukiinftiger Ausblick fiir die Methode sei an
dieser Stelle erwédhnt, dass auch Informationen {iber den Bindungs- und damit Wirkmodus

von Medikamenten in Gewebe und Organen zugénglich sein miisste.
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Teil B
4.3 Bindungsstudien von RBD-Peptiden des SARS-CoV und ACE2

4.3.1 Synthese der Peptidbibliothek B1

Die von der Arbeitsgruppe um M. Farzan identifizierte Rezeptorbindungsdoméne (RBD)”®
des SARS-CoV spike (S) Proteins umfasst die Aminosduren 318-510 und besitzt die im

Folgenden dargestellte Aminoséuresequenz:

SARS-CoV[ _S1Domane | [ S2 Doméine N
318 RBD 510 T™MIC

N318

QTSNFRVVPS GDVVRFPNIT NLCPFGEVFN ATKFPSVYAW ERKKISNCVA 350
DYSVLYNSTF FSTFKCYGVS ATKLNDLCFS NVYADSFVVK GDDVRQIAPG 400
QTGVIADYNY KLPDDFMGCV LAWNTRNIDA TSTGNYNYKY RYLRHGKLRP 450
FERDISNVPF SPDGKPCTPP ALNCYWPLND YGFYTTTGIG YQPYRVVVLS 500
FELLNAPATV CGPKLSTDLI KNQCVNFENFN GLTGTGVLTP SSKRFQPFQQ 550

V510

Abbildung 15: oben: Schematische Darstellung der Domdnenstruktur SI und S2 des S-
Proteins und  eingezeichnet die  Rezeptorbindungsdomdine (RBD) sowie die
Transmembrandomdne (TM) und der intrazelluldre Abschnitt (IC). unten: Die 193
Aminosduren umfassende Sequenz der RBD (UniProt Eintrag P59594, SPIKE-CVHSA).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, das Bindungsepitop der RBD des SARS-
CoV spike Proteins genauer zu charakterisieren und aus den gewonnenen Erkenntnissen eine
Leitstruktur fiir das Design eines entry-Inhibitors zu identifizieren. Es wurde zunéchst eine
Peptidbibliothek erstellt, die anndhernd die 193 Aminosduren der Doméne beinhaltet. Dazu
wurde die Sequenz in 16 Dodecapeptide unterteilt, wobei die in der natiirlich vorkommenden
Primérstruktur enthaltenen Cysteine durch Serin ersetzt wurden. Um eine handhabbare
BibliothekgroBe hinsichtlich Synthese, Reinigung und Charakterisierung zu erhalten, wurde

die Unterteilung in die resultierenden Peptide so gewdhlt, dass die 16 Verbindungen in
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direkter Abfolge die Sequenz wiedergeben, d.h., dass zunichst keine Uberlappung der
jeweiligen Peptidsequenzen vorlag. Es konnten somit die 192 Aminosduren N318-T509 in der
Bibliothek B1 abgedeckt werden. Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber die synthetisierten
Peptide, die erfolgreich mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese entsprechend der
Durchfiihrungen aus 7.4.2 und 7.4.3 dargestellt werden konnten. Anstelle der natiirlichen
Carboxylfunktion am C-Terminus wurden die Peptide als C-terminale Amide vom Harz
abgespalten. Die Reinigung der jeweilig erhaltenen Rohprodukte erfolgte durch Ausféllen mit
tert-Butylmethylether (AAV 5) und anschlieBende RP-HPLC (AAV 6). Die Identifizierung
der von der S&ule eluierten Produkte erfolgte mit Hilfe der MALDI-TOF-

Massenspektrometrie nach der in 7.4.5 beschriebenen Durchfiihrung.

Tabelle 2: Aminosduresequenzen der synthetisierten RBD Peptidbibliothek B, sowie die

entsprechenden mit MALDI-TOF-MS identifizierten Masse-zu-Ladungs Quotienten (M+H)".

Peptid Sequenz Fragment Molmasse MALDI:{OF-MS
[g/mol] (M+H)" [m/z]
1 NITNLSPFGEVF N318-F329 1335.7 1336.6
2 NATKFPSVYAWE N330-E341 1410.7 1411.8
3 RKKISNSVADYS R342-S353 1365.7 1366.6
4 VLYNSTFFSTFK V354-K365 1451.7 1352.5
5 SYGVSATKLNDL S366-L377 1265.7 1266.4
6 SEFSNVYADSEVV S378-V389 1332.6 1333.3
7 KGDDVRQIAPGQ K390-0401 1281.7 1282.7
8 TGVIADYNYKLP T402-P413 1351.7 1353.1
9 DDFMGSVLAWNT D414-T425 1353.6 1355.2
10 RNIDATSTGNYN R426-N437 1323.6 1324.3
11 YKYRYLRHGKLR Y438-R449 1651.0 1652.4
12 PFERDISNVPFS P450-S461 1405.7 1406.6
13 PDGKPSTPPALN P462-N473 1191.6 1192.6
14 SYWPLNDYGEYT S474-T485 1523.7 1524.5
15 TTGIGYQPYRVV T486-V497 1351.7 1352.7
16 VLSFELLNAPAT V498-T509 1272.7 1273.6
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4.3.2 SPR-screening der RBD-Peptide aus der Bibliothek B1

Die RBD-Peptide 1-16 sollten jeweils auf ihre Bindungsaffinitit gegeniiber dem
Wirtszellrezeptor ACE2 untersucht werden. Dazu wurde mit Hilfe des SPR-
Sensorchipsystems ein screening von B1 durchgefiihrt. In einem ersten Durchgang wurden
11 fmol rekombinantes humanes ACE2 (R&D Systems) entsprechend der in 7.5.1
beschriebenen Durchfiihrung auf einem CM5-Chip immobilisiert. AnschlieBend wurden die
Peptide 1-16 jeweils im Messpuffer (TBS, s. Tabelle 8) geldst und nacheinander iiber das
immobilisierte Protein geleitet (Durchfiihrung 7.5.2.) Unter der Annahme, dass pro Molekiil
ACE2 lediglich eine spezifische Wechselwirkungsregion bzw. eine Ligandbindungstasche
vorhanden ist, wird bei 11 fmol Rezeptor ein maximaler theoretischer RU-Wert (RUjpeor.) vOn
17 RU bei einer Molmasse des Liganden von M = 1500 g/mol erwartet. Von den sechzehn
untersuchten RBD-Peptiden zeigten die Verbindungen 11 und 14 eine eindeutige Interaktion
mit dem Rezeptor. Ligand 11 ergab eine SPR-Antwort von 32 RU bei einer Konzentration
von ¢ = 250 uM und fiir Peptid 14 resultierte ein SPR-Signal von 30 RU bei einer héheren
Konzentration von ¢ = 500 uM. Die erhaltenen RU-Werte liegen im Rahmen von RUiheor.,
deuten jedoch darauf hin, dass auch unspezifische Wechselwirkungen mit dem Rezeptor
stattfinden. Die Sensorgramme der Liganden 11 und 14 sind jeweils in den Abbildung 16 und
Abbildung 17 gezeigt. Wiahrend der Injektion (1 min, Flussrate 5 pL) ist fiir beide
Verbindungen ein deutlicher Assoziationsverlauf der Kurve festzustellen, die nach etwa 10 s
abflacht und in den Sittigungsbereich oder den so genannten steady state iibergeht, in dem
sich die oben genannten Differenzantworten der beiden Liganden ablesen lassen. Der Verlauf
der Kurve zeigt nach der Injektion ein erfreuliches Dissoziationsverhalten, da bereits nach
etwa 50s sdmtliche Ligandmolekiile vom Rezeptor in den Laufpuffer diffundiert und
weggespiilt sind, d.h. die Basislinie wieder den Ursprungswert erreicht hat. Auf eine
zusitzliche Regeneration konnte somit verzichtet werden. Das Verhalten der Liganden
entspricht dem einer typischen SPR-Bindungsaffinitit und ldsst daher auf eine spezifische
Interaktion der RBD-Peptide mit ACE2 schlieBen. Die am Anfang und Ende der Injektion

auftretenden Peaks im Sensorgramm sind gerdtebedingte Pufferspriinge.
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Abbildung 16: SPR-Sensorgramm von 11 bei einer Konzentration von ¢ =250 uM und
11 fmol immobilisiertem ACE2. Die SPR-Differenz Antwort betrdgt 32 RU.
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Abbildung 17: SPR-Sensorgramm von 14 bei einer Konzentration von c¢ =500 uM und
11 fmol immobilisiertem ACE2. Die SPR-Differenz Antwort betrdgt 30 RU.

Die Liganden 1-10, 12, 13, 15 und 16 zeigten in diesem ersten screening keine Affinitit
gegeniiber ACE2. Stellvertretend fiir diese Liganden sind in Abbildung 18 die Sensorgramme
der Verbindungen 2, 5, 10 und 13 exemplarisch aufgefiihrt. Die Sensorgramme zeigen
keinerlei positive Assoziation, vielmehr kommt es direkt nach den gerdtebedingten
Pufferspriingen am Anfang und Ende der Injektion zur Wiederherstellung der Basislinie. Die

Injektion von TBS ohne Liganden zeigte ein vergleichbares Sensorgramm.
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Abbildung 18: Exemplarisch ausgewdhlte SPR-Sensorgramme von den nicht bindenden
Peptiden 2, 5, 10 und 13.

Um fiir weitere screening Versuche die Empfindlichkeit der Messungen zu erhdhen, wurden
auf eine weitere Flusszelle 54 fmol ACE2 immobilisiert, das entspricht bei einer Molmasse
der Liganden von M = 1500 g/mol einem theoretisch maximal zu erwartenden RU-Signal von
ca. 81 RU. Durch die so gesteigerte Empfindlichkeit konnte unter diesen Bedingungen neben
einer Bestitigung der bereits identifizierten Bindungspartner 11 und 14 eine weitere
Interaktion beobachtet werden. Bei Ligand 15 konnte mit einer Peptidkonzentration im Puffer
von ¢ = 1.3 mM eine SPR-Antwort von 52 RU gemessen werden. In Abbildung 19 links ist
das SPR-Sensorgramm von 15 gezeigt. Im Vergleich dazu zeigten 11 und 14 unter diesen
Bedingungen vergleichbare RU-Antworten von etwa 60 RU bereits bei Konzentrationen von
15 uM respektive 125 puM. Alle weiteren untersuchten Verbindungen zeigten keine oder
insignifikant kleine RU-Antworten. Exemplarisch ist in Abbildung 19 rechts die Biacore-
Kurve des Peptids 3 dargestellt. Diese zeigt bei einer dreifach so konzentrierten Losung von
¢ =3 mM lediglich eine Antwort von 15 RU. Zudem gibt das erhaltene Sensorgramm keine
typische Bindungskurve wieder. Einerseits fallt die Kurve nach der Injektion analog den nicht

bindenden Peptiden stark in den negativen Bereich, andererseits findet keine vollstindige
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Dissoziation statt, vielmehr scheint das Peptid unspezifisch auf der Proteinoberfliche zu

haften. Dieser Ligand wurde daher als Nichtbinder klassifiziert.
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Abbildung 19: links: SPR-Sensorgramm des bindenden RBD-Peptids 15 bei einer Chip
Belegung von 54 fmol ACE2, rechts: SPR-Sensorgramm des als Nichtbinder betrachteten
Peptids 3 unter gleichen Chip-Bedingungen.

Abbildung 20 gibt eine Ubersicht iiber die aus dem screening der Bibliothek B1
hervorgegangenen Bindungsaffinititen. Das Bindungsepitop der RBD konnte auf die zwei

Regionen Y438-R449 sowie S474-V497 eingegrenzt werden.

N318

QTSNFRVVPS GDVVRFPNIT NLCPFGEVFN ATKFPSVYAW ERKKISNCVA 350
DYSVLYNSTF FSTFKCYGVS ATKLNDLCFS NVYADSFVVK GDDVRQIAPG 400

QTGVIADYNY KLPDDFMGCV LAWNTRNIDA TSTGNYNYKY RYLRHGKLRP 450

S
FERDISNVPF SPDGKPCTPP ALNCYWPLND YGFYTTTGIG YQPYRVVVLS 500

FELLNAPATV CGPKLSTDLI KNQCVNFENFN GLTGTGVLTP SSKRFQPFQQ 550

V510

Abbildung 20: Bindungsepitop der untersuchten RBD Peptidbibliothek Bl: die stdirkste
Bindungsaffinitit gegeniiber ACE2 zeigt Peptid 11 (Y438-R449, YKYRYLRHGKLR, griin
unterstrichen), gefolgt von den Liganden 14 (S474-T485, SYWPLNDYGFYT, gelb
unterstrichen) und 15 (T486-V497, TTGIGYQPYRVV, blau markiert), wobei letzterer die
geringste Affinitit aufweist. Bei allen anderen RBD-Peptiden konnte keine signifikante
Wechselwirkung zu ACE2 beobachtet werden.
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Nach der Identifizierung der bindenden Liganden 11, 14 und 15 sollten diese in
konzentrationsabhdngigen SPR-Messungen charakterisiert werden. Allgemein zeichnet sich
eine spezifische Wechselwirkung mit einem Rezeptor dadurch aus, dass sich die beobachtbare
Interaktion mit steigender Ligandkonzentration einem maximalen Gleichgewichtswert
entsprechend der Dissoziationskonstanten Kp anndhert. Wird das Bindungsereignis mit dem
one-site-binding Modell beschrieben, entspricht im Fall des SPR-Experiments dem
theoretischen Gleichgewichtszustand der RUp.x-Wert bei unendlich hoher Ligand-
konzentration (Gleichung 3). Um einen thermodynamischen fi¢ durchfithren zu koénnen,
werden die im steady state abgelesenen RU-Antworten als Funktion der entsprechenden

Ligandkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 21: SPR-Differenz Antworten der identifizierten RBD Liganden als Funktion der
Konzentrationen im Messpuffer. Die Datenpunkte wurden mit Hilfe der Software Origin 7.5
(Origin Lab) an das one-site-binding Modell angepasst. links oben: Peptid 11 zeigt eindeutig
die stdirkste Bindung im Vergleich zu den anndhernd gleich affinen Peptiden rechts oben:
Peptid 14 und links unten: Peptid 15.
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Die Ergebnisse der konzentrationsabhéngigen SPR Untersuchungen der Peptide 11, 14 und 15
sind in der Abbildung 21 gezeigt. Fiir Peptid 11 ergibt sich aus dem fit eine
Dissoziationskonstante Kp = 85 + 14 uM und der Ligand weist demnach eine fiinffach hohere
Affinitdt als Peptid 14 auf. Dessen Dissoziationskonstante betrdgt Kp = 450 + 36 uM. Mit
einer Konstante Kp = 672 = 168 uM zeigt Peptid 15 eine leicht geringere Bindungsaffinitit
als Verbindung 14.

Neben der thermodynamischen Analyse der erhaltenen SPR-Antworten lassen sich anhand
der Sensorgramme auch Aussagen iiber die Kinetik ableiten. Durch Anpassung an die
Langmuir-Gleichung mit Hilfe der Software BiaEvaluation 3.0 (Biacore) lassen sich
entsprechend Gleichung 1 die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation ko, [s"M™] sowie

der Dissoziation K¢ [s'l] ermitteln.
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Abbildung 22: Exemplarisch gezeigte Kinetikanalyse: Sensorgramm des Peptids 11 (rot), das
bei einer Konzentration von ¢ = 15 uM erhalten wurde, und die Anpassung an die Langmuir-

Gleichung (schwarz).

Fir das Peptid 11 betragt die gemittelte Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
kon= 1.8x10° s'™™M™. Die Peptide 14 und 15 zeigen mit den Konstanten ko, = 3.7x10% "M
bzw. 3.2x10* "M eine etwa fiinffach niedrigere Assoziationsrate. Die Geschwindigkeits-
konstante der Dissoziation ist fiir alle drei Peptide mit ko = 0.12 s™' (11), 0.16 s (14) und
0.15 s (15) vergleichbar. Die aus den erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten resultierenden
Dissoziationskonstanten Kp = ko/kon sind Kp = 67 uM (11), 430 uM (14) und 450 uM (15).
Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen ist, stimmen diese Werte mit den aus der thermody-

namischen Analyse erhaltenen Daten sehr gut iiberein.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die Bindungsparameter der Verbindungen 11, 14 und 15: Kp
(RUyay) entspricht der Dissoziationskonstanten erhalten aus dem thermodynamischen fit mit
RUyax als extrapoliertem RU-Wert, Kp (koy'kon) wurde aus den Geschwindigkeitskonstanten
kon und koy erhalten. Diese wurden jeweils aus mehreren fits bei unterschiedlicher
Ligandkonzentration gemittelt: fiir Peptid 11 (8, 15, 31, 62, 125 uM), 14 (62, 125, 250 uM)
und 15 (80, 125, 250 uM).

Peptid Aminosduresequenz Kp[uM] RUpax | Kp [uM] Kosr [s'l]
(Kot/Kon) Kon [s'M™]
11 YKYRYLRHGKLR 85 374 67 0.12/1.8x10°
14 SYWPLNDYGFYT 450 305 430 0.16/3.7x10%
15 TTGIGYQPYRVV 670 87 450 0.15/3.3x10°

Die hier vorgestellten Ergebnisse des SPR-screenings der RBD Peptidbibliothek B1 stehen in
Einklang mit den Daten einer Rontgenkristallstrukturanalyse, die etwa zeitgleich von der
Forschungsgruppe um M. Farzan verdffentlicht wurde.” Anhand eines Kristallstruktur-
komplexes (Abbildung 3), bestehend aus der Rezeptorbindungsdomine des SARS-CoV
(Aminosduren 323-502, mit Ausnahme von 376-381) und der N-terminalen Peptidasedoméne
(Sequenz 19-615) von ACE2, wurde innerhalb der RBD ein so genanntes Rezeptorbindungs-
motiv (RBM) definiert. Dieses besteht aus einer exponierten Schleife, die die Aminosdure-
sequenz 424-494 umfasst und sdmtliche Kontakte zu ACE2 ausbildet. Insbesondere scheinen
sechs Tyrosine einen entscheidenden Einfluss auf die Bindung der RBD zum Rezeptor zu
haben. Die in dieser Arbeit identifizierten Peptide 11, 14 und 15 enthalten 60% der
Aminoséuren, die in dem kristallisierten Proteinkomplex direkte Wechselwirkungen mit dem
Rezeptor aufweisen. Dabei handelt es sich um die Aminosduren Y440, Y442, Y475, N479,
Y484, T486, T487, G488 und Y491. Ebenso wie in dem Kristallkomplex fallt das hier
identifizierte RBD Bindungsepitop, wie in Abbildung 20 gezeigt, durch den hohen Anteil an
Tyrosinen auf. In Peptid 11 sind die Tyrosine Y438, Y440 und Y442 enthalten, wobei letztere
in der Kristallstruktur direkte Kontakte zu ACE2 aufweisen. Der Ligand 14 beinhaltet die
Tyrosine Y475, Y481 und Y484, von denen das N- und C-terminale Tyrosin mit ACE2
wechselwirken und Peptid 15 umfasst die Tyrosine Y491 und Y494, wobei Y491 sich in
unmittelbarer Ndhe zum Rezeptor befindet. Ferner enthalten die Peptide 14 und 15 diejenigen
Aminosduren, die verantwortlich fiir die Adaption des Virus an den Menschen gemacht
werden, d.h. die Mutationen, die notwendig waren, damit das Virus humane Zellen infizieren

konnte (K479N und S487T).%*2
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4.3.3 Synthese der Peptidbibliothek B2

Das im Rahmen des ersten SPR-screenings identifizierte Bindungsepitop der RBD des SARS-
CoV sollte ndher charakterisiert und eingegrenzt werden. Dazu wurde eine neue Bibliothek
aus Hexapeptiden konzipiert, die die Primérstrukturen der Verbindungen 11, 14 und 15
erfassen sowie sich in ihrer Sequenz jeweils um drei Aminoséuren iiberlappen. Dies fiihrte zu
der in Tabelle 4 aufgefiihrten Bibliothek B2 mit insgesamt 14 Hexapeptiden, die die RBD
Regionen N453-E452 (17-21) und A471-S500 (22-30) abdecken. Diese wurden erfolgreich
mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese entsprechend der Durchfithrung aus 7.4.2
und 7.4.3 hergestellt. Die Reinigung der jeweilig erhaltenen Rohprodukte erfolgte durch
Ausfillen mit fert-Butylmethylether (AAV 5) und anschlieBende RP-HPLC (AAV 6). Die
Identifizierung der von der Séule eluierten Produkte erfolgte mit Hilfe der MALDI-TOF-

Massenspektrometrie nach der in 7.4.5 beschriebenen Durchfiihrung.

Tabelle 4: Aminosduresequenzen der synthetisierten RBD Peptidbibliothek B2, sowie die
entsprechenden mit MALDI-TOF-MS identifizierten Masse-zu-Ladungs Quotienten (M+H)".

Peptid Sequenz Fragment Molmasse [g/mol] MALDI-TOF-MS
(M+H)" [m/z]

17 NYNYKY N435-Y440 862.4 863.6
18 YKYRYL Y438-L443 903.5 904.5
19 RYLRHG R441-G446 799.5 800.6
20 RHGKLR R444-R449 764.5 765.4
21 KLRPFE K447-E452 787.5 788.4
22 ALNSYW A471-W476 751.4 752.2
23 SYWPLN S474-N479 777.4 778.3
24 PLNDYG P477-G482 676.3 677.5
25 DYGFYT D480-T485 763.3 764.2
26 FYTTTG F483-G488 687.3 688.5
27 TTGIGY T486-Y491 609.3 610.4
28 IGYQPY I489-Y494 738.4 739.8
29 QPYRVV 0492-v497 759.4 760.5
30 RVVVLS R495-5500 670.4 671.5
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4.3.4 SPR-screening der RBD-Peptide aus der Bibliothek B2

Durch die Uberlappung in den jeweiligen Sequenzen sollte es moglich sein, mit Hilfe eines
erneuten SPR-screenings diejenigen Regionen innerhalb des identifizierten Bindungsepitops
zu lokalisieren, die an der Wechselwirkung mit ACE2 stark beteiligt sind. Das erste screening
der Bibliothek B2 wurde bei einer Immobilisierung des SPR-Chips von 48 fmol Rezeptor
durchgefiihrt. Dies entspricht bei einer durchschnittlichen Molmasse der Liganden von etwa
900 g/mol einem theoretisch maximal zu erwartenden RU-Signal von 43 RU. Die
Ligandkonzentrationen wurden bis maximal 2mM in TBS eingestellt. Von den 14
untersuchten Peptiden zeigten die Verbindungen 17 (N435-Y440; NYNYKY), 18 (Y438-
L443; YKYRYL), 19 (R441-G446; RYLRHG), 22 (A471-W476; ALNSYW) und 23 (S474-
N479; SYWPLN) Affinitdt zum Rezeptor. Die SPR-Antwort der Verbindung 28 legte die
Vermutung auf eine sehr schwache Wechselwirkung nahe. Wie in Abbildung 23 zu sehen,
ergab Peptid 18 bei einer Ligandkonzentration von 250 uM die eindeutig stirkste SPR-
Antwort von etwa 50 RU. Die angrenzenden Peptide 17 und 19 zeigten ebenso eine
signifikante Wechselwirkung von 5 RU (c =250 pM) und 34 RU (¢ =500 uM). Die SPR-
Antworten der Verbindungen 22 und 23 waren mit 5 und 7 RU vergleichbar mit der von
Peptid 17. Bei den Peptiden 17, 22, 23 und 28 war ein leichtes Absinken der Basislinie
festzustellen. Unter Beriicksichtigung dieser Basislinienverschiebung ergab sich fiir Ligand
28 eine geringe SPR-Antwort von 2 RU bei einer Konzentration von 250 pM. Die {ibrigen
Hexapeptide ergaben in diesem ersten SPR-screening der Bibliothek B2 keine nennenswerten
Bindungskurven. Zur Wiederholung des screenings wurden 74 fmol ACE2, entsprechend
einem zu erwartenden theoretischen maximalen RU-Wert fiir die Peptide von 67 RU, auf
einer neuen Flusszelle immobilisiert und anschlieBend die Liganden der Bibliothek mit
Konzentrationen von bis zu 2 mM dariiber geleitet. Hierbei konnten die Affinititen der
identifizierten Bindungspartner bestétigt werden und wiederum zeigte Peptid 18 eindeutig die
starkste Wechselwirkung mit dem Rezeptormolekiil mit einem SPR-Signal von etwa 50 RU
bei einer Konzentration von 125 uM. Die schwache Affinitit von Peptid 28 bestétigte sich in
dieser Untersuchung und ergab eine SPR-Antwort von etwa 35 RU bei einer 8fach hoheren
Ligandkonzentration von 1 mM. Eine etwa doppelt so groe Antwort ergab bei gleicher
Konzentration Peptid 20 mit 80 RU. Dariiber hinaus konnten auch sehr schwache
Wechselwirkungen (Antwort <30 RU) einiger anderer Verbindungen aus der Bibliothek
beobachtet werden, wobei es sich um die Peptide 21 (13 RU, ¢=1mM), 25 (18 RU,
c=1mM), 26 (28RU, c=1mM), 29 (25RU, c=1mM) und 30 (18 RU, ¢c=1mM)
handelte.
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Abbildung 23: Sensorgramme der bindenden Hexapeptide 17, 18, 19, 22, 23 und des schwach
wechselwirkenden Liganden 28. Fiir die Liganden 17, 22, 23 und 28 wurde aufgrund des

Absinkens der Basislinie zur besseren Veranschaulichung eine Nulllinie hinzugefiigt.

Das in Abbildung 20 gezeigte Bindungsepitop Y438-R449 sowie S474-V497 konnte durch

die SPR-Bindungsstudien der Hexapeptidbibliothek B2 niher eingegrenzt werden und ist in

Abbildung 24 schematisch dargestellt.
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O NYNYKYRYLRHGKLRPFE “°?

T ALNSYWPLNDYGFYTTTGIGYQPYRVVVLS '’

schwach mittel stark

Abbildung 24: Verfeinertes Bindungsepitop, das durch die SPR-Studien der Peptidbibliothek
B2 erhalten wurde. Die eindeutig stirkste Wechselwirkung konnte mit dem Peptid 18
(YKYRYL) beobachtet werden. Eindeutige Affinitdten finden sich ferner in den N-terminalen
Regionen der gezeigten Aminosduresequenzen, das sind Liganden 17 und 19 bzw. 22 und 23.
Die sehr schwachen Wechselwirkungen von < 30 RU wurden in dieser Grafik nicht
beriicksichtigt. Die Einteilung in schwach (hellblau), mittel (griin) und stark (gelb) bezieht
sich auf die beobachtete SPR-Antwort in [RU].

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, eine Leitstruktur zu identifizieren, die als Ausgangsstruktur
fiir das Design eines entry-Inhibitors des SARS-CoV dient. Mit Hilfe der durchgefiihrten
SPR-Bindungsstudien von den Bibliotheken B1 und B2 konnte ein minimales Bindungsepitop
der RBD aufgezeigt werden. Dieses umfasst die Aminosduresequenz Y438-L443, die in dem
beschriebenen SPR-screening eindeutig die stirkste Wechselwirkung mit dem Rezeptor
ACE2 zeigte. Die konzentrationsabhingigen SPR-Untersuchungen sowie die im folgenden
Abschnitt 4.3.5 beschriebene Bestimmung des Bindungsepitops mit Hilfe von STD NMR-
Spektroskopie beschranken sich daher auf das Peptid 18. Die anderen bindenden Hexapeptide
wurden nicht ndher charakterisiert. In Abbildung 25 ist das konzentrationsabhingige
Bindungsverhalten von Peptid 18 gezeigt. Eine Anpassung der Datenpunkte an das one-site-
binding Modell gemil Gleichung 3 ergibt eine Dissoziationskonstante von Kp =46 + 14 uM,
was einer 2fach hoheren Affinitdt gegeniiber Verbindung 11 entspricht. Mit Hilfe der
Software BIAevaluation 3.0 wurde anhand der Sensorgramme, die bei den Konzentrationen
10, 15, 20, 25, 30, 35 uM aufgenommen wurden, zusitzlich eine kinetische Analyse des
Bindungsverhaltens durchgefiihrt. Die dariiber gemittelte Geschwindigkeitskonstante der
Assoziation k,, betragt 3.7 x 10° M'ls'l, die der Dissoziation ergibt einen Wert fiir k.5 von
0.17 s™'. Die daraus resultierende Dissoziationskonstante Kb = koylk,, betrigt ebenfalls 46 uM

und stimmt mit den Ergebnissen der thermodynamischen Analyse hervorragend iiberein.
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Abbildung 25: oben: Ubereinander gelegte Sensorgramme von 18 (YKYRYL) aufgenommen
bei einer Chipbelegung von 110 fmol Rezeptorprotein und folgenden Ligandkonzentrationen,
von unten: violett ¢ = 5 uM, hellblau ¢ = 10 uM, rot ¢ = 15 uM, schwarz ¢ = 20 uM, orange
¢ =25 uM, griin ¢ = 30 uM, hellbraun ¢ = 35 uM. Die Pfeile markieren die Regionen, in
denen jeweils die Differenz RU-Werte bestimmt wurden. unten: Aus den Sensorgrammen
erhaltene SPR-Differenz Antworten als Funktion der Ligandkonzentrationen im Messpuffer.
Die Datenpunkte wurden mit Hilfe der Software Origin 7.5 (Origin Lab) an das one-site-
binding Modell angepasst.

4.3.5 STD NMR Bindungsepitop des Liganden 18

Die aus den in 4.3.2 und 4.3.4 beschriebenen SPR-Untersuchungen hervorgegangene
Peptidsequenz 18 (Y438-L443, YKYRYL) zeigte von den insgesamt 30 RBD-Peptiden die
starkste spezifische Wechselwirkung mit humanem ACE2. Es lag daher nahe, die Verbindung
als potentielle Leitstruktur fiir das Design eines entry-Inhibitors der SARS-CoV Infektion
genauer zu untersuchen. Zunéchst sollte der Bindungsmodus des Peptids auf molekularer

Ebene charakterisiert und mit den Daten der Rontgenkristallstrukturanalyse verglichen
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werden. Dafiir ist STD NMR-Spektroskopie eine ideale Methode, da die Experimente unter
nahezu physiologischen und dynamischen Bedingungen durchgefiihrt werden kénnen und die
erhaltenen STD-Spektren eine Aussage iiber das Bindungsepitop des Liganden erlauben. Um
moglichst wenig Intensitétseinbu3en aufgrund des Wassersignals zu erhalten, wurde versucht,
das Rezeptor-Ligand System bestehend aus ACE2 und Peptid 18 in einem deuterierten
Puffersystem zu etablieren. Die dazu verwendete Proteincharge wurde von der Firma R&D
Systems bezogen und enthielt 10 pg (83 pmol bei M = 120 kDa) rekombinantes humanes
ACE2 gelost in TBS (Tabelle 8). Entsprechend der in 7.6.2 beschriebenen Durchfiihrung
wurde der mitgelieferte Puffer mit Hilfe von Dialyseeinheiten durch deuterierten Puffer mit
der gleichen Zusammensetzung und entsprechendem pH-Wert (d-TBS, s. Tabelle 8)
ausgetauscht. Aus Vorsicht hinsichtlich der Stabilitdit und Aktivitidt des Proteins wurden
samtliche Schritte der Umpufferung, die iiber einen Zeitraum von mindestens 20 Stunden
verlief, bei einer Temperatur von 4 °C durchgefiihrt. Vom Liganden wurde -eine
entsprechende Stammlosung in d-TBS hergestellt. Aufgrund der geringen Proteinmenge von
83 pmol wurden die NMR-Experimente in Shigemi NMR-Roéhrchen mit einem Proben-
volumen von 100 pL durchgefiihrt. Werden Ausbeuteverluste wéahrend der Umpufferung
vernachlissigt, fithrte das zu einer Proteinkonzentration in den Proben von 0.8 uM. Die
Peptidkonzentration in der NMR-Probe wurde auf 33 uM eingestellt, was einem 40fachen
Ligandiiberschuss entspricht. Die erhaltene Losung in der NMR-Probe war klar und zeigte
weder Triilbung noch Niederschlag, so dass davon ausgegangen werden konnte, das eine
homogene Losung des Rezeptor-Ligand Systems in deuteriertem Puffer bei pH 8 vorlag. In
Abbildung 26 sind die STD NMR-Spektren der durchgefiihrten Experimente gezeigt. Das
STD-Spektrum von ACE2 mit Peptid 18 (A) zeigt eindeutig, dass Sattigung vom Protein auf
den Peptidliganden iibertragen wird. Darliber hinaus wird bei Vergleich mit dem
Referenzspektrum (C) des Peptids sofort ersichtlich, dass erstens nicht alle Protonen und
zweitens diese relativ zueinander unterschiedlich stark Sattigung erhalten. Dies ist z.B.
besonders gut zu erkennen, wenn die auffilligen STD-Effekte der Aromaten der Tyrosine
zwischen 6.6 und 7.1 ppm und die d-Protonen von L443 zwischen 0.7 und 0.8 ppm in ihrer
relativen Intensitdt zueinander verglichen werden. Weitere eindeutige STD-Effekte sind fiir
die Protonen H &/6” von R441 (2.99 ppm), H B/B" der Tyrosine (2.7-2.95 ppm) und H &/¢” von
K439 (2.84 ppm) zu beobachten. Das gezeigte STD-Spektrum einer Probe nur mit Peptid 18
(B) unter ansonst identischen Bedingungen zeigt keinerlei STD-Artefakte und entspricht der

Negativkontrolle.
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Abbildung 26: Sdttigungstransfer von ACE2 auf den Liganden 18 (Y438-L443, YKYRYL):
A) "H-STD NMR-Spektrum einer Probe mit 0.8 uM ACE2 zusammen mit 33 uM Peptid 18
bei 700 MHz und 3K scans. B) "H-STD NMR Spektrum einer Probe mit nur Peptid 18 unter
den ansonst gleichen Bedingungen (Negativkontrolle). C) 'H NMR-Spektrum einer 3.3 mM
Lésung von 18. In allen Spektren wurde eine Wasserunterdriickung durch die WATERGATE
Puls Sequenz (w5) erreicht. Die Spektren wurden in deuteriertem Puffer (d-TBS) bei 295 K in
einem 100 uL Shigemi NMR-Rohrchen aufgenommen, (* = TRIS, # = Proteinverunreinigung,
o = Signale konnten aufgrund von Uberlappungen nicht eindeutig dem Peptid zugeordnet

werden).

Die Ergebnisse dieser STD NMR-Experimente bestitigen die mit Hilfe der SPR-
Untersuchungen identifizierte Interaktion des Peptids YKYRYL mit dem Rezeptorprotein
ACE2. Durch quantitative Auswertung der beobachteten STD-Effekte fiir die jeweiligen
Protonenresonanzen konnte anhand des STD-Spektrums das Bindungsepitop des Liganden
bestimmt werden (Abbildung 27). Das Bindungsepitop zeigt, dass alle sechs Aminosduren mit
dem Rezeptormolekiil wechselwirken. Insbesondere zeigen jedoch die Tyrosine einen
besonders dichten Kontakt zu ACE2. Der hochste STD-Effekt mit 9.3% (absolut) kann den -
Protonen von Y442 zugeordnet werden. Ebenso erhalten die aromatischen Protonen einen
signifikanten Séttigungsgrad. Dabei kann fiir die Protonen H 6/6° von Y438 mit 4.5%
(absolut) ein geringfiigig groferer STD-Effekt beobachtet werden, als fiir die Protonen H 6/6°
von Y440 und Y442 mit einer absoluten Sittigung von 4.1 und 3.9%. Ferner zeigen die
Protonen H ¢/¢” der drei Tyrosine eine Séttigung von 5.6 (Y438), 4.6 (Y440) und 4.9 (Y442)
absoluten STD%. Der eindeutig beobachtete STD-Effekt fiir die Seitenkettenprotonen H 6/8°
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von R441 mit 4.6% deutet auf eine ionische Interaktion der Guanidinogruppe mit dem
Rezeptor hin, etwa mit einer negativ geladenen Carboxylfunktion in der Seitenkette eines

Aspartats oder Glutamats.
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Abbildung 27: STD NMR Bindungsepitop von Peptid 18 (Y438-L443, YKYRYL): Die farbigen
Kreise zeigen die Bereiche der relativen STD% fiir die Protonen, die entsprechend ihrer Nihe
zum Rezeptor ACE?2 viel, wenig oder keine Sdttigung erhalten. Der héchste Sdttigungsgrad
mit 9.3 STD% (absolut, vgl. Tabelle oben und Tabelle 21) konnte fiir die [-Protonen von

Y442 beobachtet werden. Dieser Wert wurde als Referenz (100%) der gezeigten relativen
STD% definiert.

Eine vergleichbare aber deutlich schwichere Wechselwirkung zeigt K439, deren Protonen H
e/e’ einen STD-Effekt von 2.7% zeigen. Die Protonen der Methylgruppen von L443 erfahren
ebenfalls einen signifikanten Sittigungstransfer von 1.5 bzw. 2.4 STD%. Dies indiziert, dass
eine der beiden Methylgruppen nédher zur Proteinoberfliche steht als die andere. Zum
Vergleich des STD-Bindungsepitops mit den Daten der Réntgenkristallstrukturanalyse™ ist in
Abbildung 28 ein Ausschnitt daraus gezeigt, der das Peptid YKYRYL im Komplex mit ACE2
darstellt. Dabei zeigt das Peptid die raumliche Lage, die es, eingebettet in die gesamte RBD,
in der Kristallstruktur einnimmt. Hierin weisen die Tyrosine 440 und 442 direkte Kontakte

zum Rezeptormolekiil auf (vgl. auch Abbildung 3).
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Abbildung 28: Rontgenkristallstruktur von ACE2 (griin) und der Sequenz Y438-L443

(YKYRYL) in crossed-eye Darstellung. Das Peptid zeigt die rdumliche Lage, die es,

eingebettet in die gesamte Rezeptorbindungsdomdne, in der Kristallstruktur einnimmt.

Diese rdumliche Ndhe spiegelt das STD-Bindungsepitop sehr gut wieder, jedoch wird
zusitzlich eine Interaktion von Y438 mit ACE2 beobachtet. Der STD-Effekt fiir die
Methylgruppen von L443 deckt sich mit den Daten der Rontgenkristallstrukturanalyse, in der
die beiden Gruppen ebenfalls zur Rezeptoroberfliche gerichtet stehen. Die beobachteten
STD-Effekte der Seitenkettenprotonen fiir K439 und R441 sind nicht in Einklang zu bringen
mit der Konformation, wie sie fiir das Peptid in Abbildung 28 gezeigt ist. Die Seitenketten der
beiden Aminosduren weisen vom Rezeptor weg und sollten hiernach keine Sattigung im STD-
Experiment erhalten. Das beobachtete Bindungsepitop zeigt daher, dass flir das isolierte
Peptid ein anderer Bindungsmodus gegeben ist, als fiir diesen Sequenzabschnitt, eingebettet
in die RBD. Vor dem Hintergrund, dass fiir den Sequenzabschnitt Y438-L443 innerhalb der
RBD im S-Protein wahrscheinlich eine andere Sekundirstruktur ausgebildet wird, als in dem

flexiblen Hexapeptidliganden in Losung, ist dieses Ergebnis jedoch nicht verwunderlich.

4.3.6 STD NMR Bindungsepitop des Liganden 11

Aus dem SPR-screening der Bibliothek B1 ging Verbindung 11 Y438-R449
(YKYRYLRHGKLR) als Ligand mit der groften Affinitit zum Rezeptor ACE2 hervor. Da
dieses Peptid die Sequenz der postulierten Leitstruktur 18 Y438-L443 (YKYRYL) beinhaltet
und dariiber hinaus um weitere sechs Aminosduren in Richtung C-Terminus verlidngert ist,

sollte versucht werden, ebenfalls ein Bindungsepitop mit Hilfe von STD NMR-Spektroskopie
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zu charakterisieren. Dadurch konnten eventuelle Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet
werden, die dann fiir die Synthese eines Peptidomimetikums der Leitstruktur
mitberiicksichtigt wiirden. Wie auch bei den STD-Experimenten mit Peptid 18 wurde das
Rezeptor-Ligand System bestehend aus ACE2 und Peptid 11 in einem deuterierten
Puffersystem hergestellt (Durchfiihrung in 7.6.2.). Die Proteinkonzentration in der NMR-
Probe betrug 0.8 uM. Die Peptidkonzentration wurde auf 30 uM eingestellt, was einem etwa
40fachen Ligandiiberschuss entspricht. Die STD NMR-Spektren wurden bei 295 K auf einem
700 MHz NMR-Spektrometer mit Cryoprobenkopf und insgesamt 3k scans aufgenommen. In
den "H STD NMR-Spektren ( Ausschnitte in Abbildung 30) ist eindeutig zu schen, dass
Sattigung vom Rezeptormolekiil ACE2 auf den Liganden iibertragen wurde. Das aus den
Spektren gewonnene signifikante Bindungsepitop ist in Abbildung 29 gezeigt. Die Spektren
der Negativkontrolle (nicht gezeigt), die nur Ligand in d-TBS enthielt, wurden unter gleichen
Bedingungen aufgenommen und enthielten keine STD-Artefakte.

Das aus dem STD-Experiment gewonnene Bindungsepitop fiir Peptid 11 unterstiitzt die
Aussagen iiber das Bindungsverhalten der Leitstruktur 18. Dariiber hinaus liefert es weitere
Erkenntnisse iiber den Bindungsmodus hinsichtlich der verldngerten C-terminalen Doméne.
Wie bei der Verbindung 18 zeigen die Tyrosine Y438, Y440 und Y442 die stirksten STD-
Effekte, wobei auch hier die B-Protonen von Y442 mit 28.7 STD% (absolut) mehr Séttigung
erhalten als die entsprechenden Protonen von Y438 und Y440. Die Resonanzen H g/¢” von
K439, H6/6" von R441 sowie 1443 konnen eindeutig zugeordnet werden und zeigen
signifikante absolute STD-Effekte mit 7.9%, 6.5% und etwa 5%. Im Gegensatz zum
Bindungsepitop von Peptid 18 bestétigt das Epitop hier nicht die vermutete stérkere
Wechselwirkung von R441 im Vergleich zu K439. Dagegen ist in dem um sechs
Aminosduren erweiterten C-Terminus neben Y442 die stirkste Wechselwirkung zwischen
H445 und ACE2 zu beobachten. Die Protonen H e/¢” von K447, H 6/6” von L448 sowie R449
zeigen absolute STD-Effekte von 6.9%, 4.5% und 7.5%. Die hier beobachteten STD-Effekte
stehen in Einklang mit der Beobachtung, dass das Peptid 19 (R441-G446, RYLRHG) im
SPR-screening eine signifikant positive RU-Antwort zeigte (vgl. dazu Abschnitt 4.3.4,
Abbildung 23).
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Abbildung 29: STD NMR Bindungsepitop von Peptid 11 (Y438-R449, YKYRYLRHGKLR):
Die farbigen Kreise zeigen die Bereiche der relativen STD% fiir die Protonen, die
entsprechend ihrer Ndhe zum Rezeptor ACE?2 viel, wenig oder keine Sdttigung erhalten. Der
hochste Sdttigungsgrad mit 28.7 STD% (absolut, vgl. Tabelle oben und Tabelle 20) konnte fiir
die [-Protonen von Y442 beobachtet werden. Dieser Wert wurde als Referenz (100%) der
gezeigten relativen STD% definiert. Der STD-Effekt der mit einem Stern (*) gekennzeichneten
Protonen wurde aus einer hypothetischen Hiillkurve (vgl. Abbildung 30 (A)) abgeschiditzt. Die
STD-Effekte von nicht differenzierbaren Protonen wurden in Abbildung 30 (B) und (C)
gesondert aufgefiihrt.

Aus den STD NMR-Spektren fiir Verbindung 11 konnten aufgrund von Signaliiberlagerungen
nicht alle Protonen und deren STD-Effekte differenziert werden. In Abbildung 30 (B) und (C)
sind diese Resonanzen gesondert aufgefiihrt. Auffillig ist das Signal bei etwa 1.7 ppm, das
mit 84 rel. STD% (Tabelle 20) den B-Protonen von K447 und oder R449 zugeordnet werden
kann. Bei den aufgefiihrten Signalen kann jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden,
inwieweit sich die beobachtete Sittigung auf die unterschiedlichen Protonen verteilt. Das
Signal bei 1.6 ppm zeigt 68 rel. STD%, die sich auf die B- bzw. ’-Protonen von R444, K447
und R449 verteilen. Fiir die Resonanzen bei 1.5, 1.4 und 1.3 ppm konnte eine Sittigung von
40, 53 respektive 48 rel. STD% beobachtet werden, die sich jeweils jedoch auf 7-9 Protonen

verteilen.
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Abbildung 30: (A) Ausschnitt aus dem 'H STD NMR-Spektrum (rot) und das entsprechende
off-resonance Spektrum (schwarz). Die mit Pfeilen gekennzeichneten STD-Signale kénnen den
jeweiligen Protonen zugeordnet werden. Die Signale iiberdecken die Resonanzen der
Protonen H445 Hp, Y438 HP/P', Y440 HP/[' sowie Y442 Hf', deren STD-Effekte anhand der
Intensitdt der angezeigten Hiillkurve (griin) abgeschdtzt wurden (# Proteinverunreinigung).
(B) Signifikanter Scittigungstransfer im STD NMR-Spektrum (rot) der iiberlagerten NMR-
Signale (*) bei etwa 1.3, 1.4, 1.5, 1.6 und 1.7 ppm (off-resonance Spektrum in schwarz, #
Verunreinigung). (C) Die Héhe der jeweiligen Sdule entspricht dem relativen STD-Effekt in
[%] bezogen auf Y442 Hp der in (B) gezeigten iiberlagerten STD NMR-Signale (Tabelle 20).
Die Unterteilung der Sdulen entspricht dem Verhdltnis der bei der jeweiligen chemischen
Verschiebung 9 iiberlagerten Protonenresonanzen. Es kann keine Aussage dariiber getroffen

werden, inwiefern sich die beobachtete Sdttigung auf die unterschiedlichen Protonen verteilt.
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4.3.7 Synthese des Fusionspeptids 31

Mit Hilfe der SPR-Bindungsstudien der Hexapeptidbibliothek B2 konnte ein verfeinertes und
minimales Bindungsepitop der RBD des SARS-CoV erhalten werden (Abbildung 24). Dabei
wurden neben der Sequenz mit der hochsten Affinitdt zu ACE2 (Peptid 18, Y438-L443) auch
Hexapeptide mit einer geringeren Affinitdt identifiziert. So zeigte das Peptid 17 (N435-Y440,
NYNYKY), welches in der Sequenz mit dem N-Terminus von 18 iiberlappt, eine signifikante
SPR-Antwort. Ferner ergab die in der RBD-Sequenz weiter in Richtung C-Terminus liegende
Verbindung 28 (I489-Y494, IGYQPY) eine schwache SPR-Antwort. Die aus der
Rontgenkristallstrukturanalyse gewonnene dreidimensionale Struktur des Komplexes aus
RBD und ACE2 ermdglicht es, die rdumliche Lage der genannten Epitope zueinander und
zum Rezeptor in silico zu analysieren. Dies sollte vor dem Hintergrund untersucht werden, die
Epitope gegebenenfalls durch einen /inker miteinander zu verkniipfen, um so einen Liganden
mit einer potentiell groBeren Affinitdt im Vergleich zu Peptid 18 zu erhalten. Es stellt sich
heraus, dass die Epitope 1489-Q492 (IGYQ) und N435-L443 (NYNYKYRYL) einerseits
engen Kontakt zum Rezeptor zeigen andererseits der Abstand zwischen der Carboxylfunktion
von Q492 und der Aminogruppe von N435 lediglich etwa 10 A betriigt. Es sollte daher
versucht werden, die beiden Sequenzen zunichst in silico durch einen linker von 3-4
Aminosduren Lénge miteinander zu verbinden, wobei die Torsionswinkel @ und ¥ der neu
gekniipften Bindungen gemif des Ramachandran-Plots erlaubte Werte einnehmen sollten.' '
Wie in Abbildung 31 gezeigt, stellte sich heraus, dass die Verkniipfung mit einem Glycin-
Serin-Glycin-Serin-Linker realisiert werden kann, ohne das die Lage der beiden Epitope eine
nennenswerte Verschiebung im Vergleich zu der, wie sie in der Kristallstruktur zu beobachten
ist, erfihrt. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht der manuell am Computer eingestellten

Torsionswinkel.

Tabelle 5: Eingestellte Diederwinkel fiir den GSGS-Linker in Verbindung 31 mit Hilfe der
Software Sybyl (Tripos).

Aminosdure ®-Winkel in Grad V-Winkel in Grad
Q492 -95.5 15.1
Glyl -84.2 66.0
Serl -75.0 167.4
Gly2 -59.4 106.1
Ser2 -73.6 60.0
N435 -94.4 54.6
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Die Struktur IGYQGSGSNYNYKYRYL wurde mit Hilfe des Programms Sybyl (Tripos)
erstellt. AnschlieBend wurde damit in einer Energieminimierung gepriift, dass plausible
Bindungsldngen, relative Atomlagen, etc. eingehalten wurden und die Moglichkeit besteht,
dass ein synthetisiertes Peptid diese Struktur und damit eine vergleichbare Lage zum Rezeptor
einnehmen kann.

IGYQ NYNYKYRYL
AL A

14 N Linker — ™

Abbildung 31: Die in silico Verkniipfung der RBD-Epitope 1489-0492 und N435-L443 durch
einen GSGS-Linker (rot) zeigt das spdter synthetisierte Peptid 31 in Wechselwirkung mit dem
Rezeptor ACE?2 (griin). Die Epitope behalten die rdumliche Lage bei, die sie, eingebettet in

die gesamte Rezeptorbindungsdomdne, in der Kristallstruktur einnehmen.

Nach der computersimulierten Verkniipfung der Epitope wurde die Struktur mit Hilfe der
automatisierten Festphasenpeptidsynthese entsprechend der in 7.4.3, AAV 6 und 7.4.5
beschriebenen Durchfiihrungen hergestellt, gereinigt und identifiziert. Das Peptid sollte
anschlieBend auf eine Affinitéit gegeniiber dem Rezeptor ACE2 mit Hilfe von SPR untersucht
und ein Bindungsepitop mit Hilfe von STD NMR-Spektroskopie charakterisiert werden.
Dieses ist interessant, da es im Gegensatz zu dem Bindungsepitop von Peptid 11
(YKYRYLRHGKLR, Abbildung 29) Aussagen iiber die Wechselwirkungen der Aminosauren
jenseits des N-Terminus der Leitstruktur 18 (YKYRYL) ermoglicht.

56



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.3.8 SPR-Bindungsstudien des Fusionspeptids 31

Die SPR-Affinitditsmessungen des Fusionspeptids wurden an einem Biacore T100 Gerit
entsprechend der in 7.5.2 beschriebenen Vorschrift durchgefiihrt. Die konzentrations-
abhingige Aufnahme der Sensorgramme erfolgte bei einer Immobilisierung von 110 fmol
ACE2 (vgl. 7.5.1), was bei einer Molmasse des Liganden von 2048 g/mol einem theoretisch
maximal zu erwartenden RU-Signal (RUyeor) von 225 RU entspricht. Die Ergebnisse der
SPR-Experimente sind in Abbildung 32 (A) und (B) thermodynamisch und kinetisch
analysiert.

A
707 peptid 31
60—
50—
40—

30

SPR-Antwort [RU]

00 Kp = 18 uM

10— RUpnax = 180

K 3
0 Chi? (RU?) = 9.3
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| kon=1.1*10° M's™

ko =135
Kp =12 UM = Kgfifkon

RUmax = 163

SPR-Antwort [RU]

chi2 (RU?) = 0.6

Zeit [s]

Abbildung 32: A Thermodynamische und B kinetische Analyse der SPR — Wechselwirkung
zwischen Peptid 31 und ACE2 mit Hilfe der Software BlAevaluation T100 (Biacore).

Die Anpassung der bei einer unterschiedlichen Ligandkonzentration erhaltenen RU-
Antworten (abgelesen im sfeady state Bereich des Sensorgramms) an das one-site-binding
Modell ergibt eine spezifische Bindungskurve, die gegen einen Sattigungswert RUy,ax von 180

RU strebt. Dieser Wert ist angesichts von RUy,eor. Verniinftig (Abbildung 32 A). Aus dem fit
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ergibt sich ferner eine Dissoziationskonstante von 18 uM, die auf eine geringfiigig stirkere
Wechselwirkung des Fusionspeptids 31 im Vergleich zu der Leitstruktur 18 mit Kp =46 uM
hindeutet. Die in Abbildung 32 (B) gezeigte kinetische Analyse bestétigt diesen Trend, die fiir
die Sensorgramme bei Ligandkonzentrationen zwischen 0.005-10 pM durchgefiihrt wurde.
Die dariiber gemittelte Geschwindigkeitskonstante der Assoziation k,, betrigt 1.1 x 10° M's™!
(fiir Peptid 18 3.7 x 10> M's™"), die der Dissoziation ergibt einen Wert fiir k.5 von 1.3 s (fiir
Peptid 18, 0.17 s'l). Daraus ergibt sich eine Dissoziationskonstante Kp = ko/k,, von 12 pM.
Sowohl dieser Wert als auch der extrapolierte RU,0x — Wert von 163 RU stimmen mit den
Daten, die aus der thermodynamischen Analyse erhalten wurden, sehr gut {iberein.

Die im SPR-Experiment beobachtete Affinitét des Fusionspeptids 31 zu dem Rezeptor ACE2
unterstiitzt das Konzept von der Verkniipfung der zwei Bindungsepitope 1489-Q492 (IGYQ)
und N435-L443 (NYNYKYRYL). Eine leichte Verbesserung der Dissoziationskonstante
sowie eine um den Faktor 100 groBere Assoziationsrate lassen vermuten, dass beide RBD-
Epitope im Peptid 31 mit dem Rezeptormolekiil wechselwirken. Ferner scheint in diesem
Molekiil mit einer mehr als doppelt so groBen Molmasse die aktive Konformation in Lésung
weiter ausgeprdgt zu sein als in dem Hexapeptid 18 mit der Sequenz YKYRYL. Die
erwiinschte signifikante Erniedrigung der Dissoziationskonstante konnte durch diese
Verbindung jedoch nicht realisiert werden. Um fiir ein zukiinftiges Design einer verdanderten
Leitstruktur der Sequenz YKYRYL auch Aussagen iiber die Wechselwirkungen der
Aminosduren jenseits des N-Terminus treffen zu koénnen, wurde ein Bindungsepitop des

Liganden mit Hilfe der STD NMR-Spektroskopie ermittelt.

4.3.9 STD NMR Bindungsepitop des Fusionspeptids 31

Entsprechend den STD-Experimenten mit Peptid 11 und 18 wurde das Rezeptor-Ligand
System bestehend aus ACE2 und Peptid 31 in einem deuterierten Puffersystem hergestellt
(Durchfiihrung 7.6.2.). Die Proteinkonzentration in der NMR-Probe betrug bei einer
angenommenen quantitativen Umpufferung 0.8 uM. Die Peptidkonzentration wurde auf
20 uM eingestellt, was einem 25fachen Ligandiiberschuss entspricht. Die STD NMR-
Spektren wurden bei 295 K auf einem 700 MHz NMR-Spektrometer mit Cryoprobenkopf und
insgesamt 3k scans aufgenommen. In den 'H STD NMR-Spektren (Abbildung 33) ist
eindeutig zu sehen, dass Séttigung vom Rezeptormolekiil ACE2 auf den Liganden iibertragen
wurde. Die Spektren der Negativkontrolle, die nur Ligand in d-TBS enthielt, wurden unter

gleichen Bedingungen aufgenommen und enthielten keine STD-Artefakte.
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Abbildung 33: Jeweils zwei Ausschnitte aus dem 'H STD NMR-Spektrum (A) des
Fusionspeptids 31, der Negativkontrolle von nur Ligand (B) und das entsprechende off-
resonance Spektrum (C). Die mit (*) gekennzeichneten Signale zwischen 3.6 und 3.8 ppm

kénnen nicht eindeutig dem Peptid zugeordnet werden.

Das aus den Spektren gewonnene signifikante Bindungsepitop in Abbildung 34 zeigt, dass
beide miteinander verkniipften Epitope Kontakt zu dem Rezeptor haben. Den hdchsten
Sattigungstransfer erfahren die B-Protonen von Q492, gefolgt von den [B-Protonen der
Tyrosine 436 und 442. Dariiber hinaus lisst ein signifikanter STD-Effekt fiir die B-Protonen
von N435 vermuten, dass die Aminosduren N435 und Y436 in der Sequenz jenseits des N-
Terminus der Leitstruktur YKYRYL einen nennenswerten Beitrag zur Affinitdt dieses Peptids
beitragen. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der SPR-Untersuchungen der
Hexapeptidbibliothek B2, in der auch die Verbindung 17 (N435-Y440; NYNYKY) eine
eindeutige Wechselwirkung zum Rezeptor zeigte. Wie auch fiir die Peptide 11 und 18 ist eine
deutliche Wechselwirkung aller aromatischen Ringsysteme mit dem Rezeptor ACE2 zu
beobachten. Ferner scheint der C-Terminus des Fusionspeptids iiber die Protonen vy, und y;3
von 1489 in direktem Kontakt mit dem Protein zu stehen. Die im STD-Spektrum zwischen 3.6
und 3.8 ppm erkennbaren Signalintensititen konnen nicht eindeutig dem Peptid zugeordnet
werden. Ein signifikanter STD-Effekt fiir die Protonen des Linkers konnte daher nicht

festgestellt werden.
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Abbildung 34: STD NMR Bindungsepitop von Peptid 31 (IY438-R449, YKYRYLRHGKLR):
Die farbigen Kreise zeigen die Bereiche der relativen STD% fiir die Protonen, die
entsprechend ihrer Nihe zum Rezeptor ACE?2 viel, wenig oder keine Sdttigung erhalten. Der
hochste Sdttigungsgrad mit 19.0 STD% (absolut, vgl. Tabelle oben undTabelle 22) konnte fiir
die [-Protonen von Q492 beobachtet werden. Dieser Wert wurde als Referenz (100%) der
gezeigten relativen STD% definiert. Der STD-Effekt der mit einem Stern (*) gekennzeichneten
Protonen wurde aus der Hiillkurve im Bereich zwischen 2.6 — 3.0 ppm (Abbildung 33 )

ermittelt, die mit (#) markierten Resonanzen konnen nicht differenziert zugeordnet werden.
4.4 SARS-CoV Inhibitionsassay mit Peptid 18 (YKYRYL)

4.4.1 Plaque-Assay

Das Peptid 18 (YKYRYL, Y438-L443) aus der RBD des SARS-CoV sollte als mdgliche
Leitstruktur fiir das Design eines entry-Inhibitors auf seine biologische Aktivitit getestet
werden. Dazu wurde in der Arbeitsgruppe von C. Drosten am Bernhard-Nocht-Institut
zunichst ein so genannter Plaque-Assay durchgefiihrt. Fiir diesen Test wurden VeroE6-
Zellen, die den Rezeptor ACE2 exprimieren und eine geeignete Wirtszelle fiir das SARS-CoV
darstellen, ausgesit und mit dem Virus infiziert (5%10° PFU/ml). Vor und wihrend der
Zugabe der infektiosen Losung wurden die Zellen mit jeweils unterschiedlichen

Konzentrationen der Peptidlosung (0 bis 7 mM) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
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gewaschen, mit Nahr- und Methylcellulose-Medium {iiberschichtet und bei 37 °C fiir mehrere
Tage stehen gelassen. Sollte das Virus eine Zelle infizieren, kann es sich in dieser Zeit
replizieren und weitere Nachbarzellen infizieren. Es entstehen Infektionsherde, welche als
Locher (Plaques) im Zellrasen erscheinen oder mittels Immunfirbung als Immunfoci
dargestellt werden konnen und makroskopisch auszéhlbar sind. In Abbildung 35 ist das

Ergebnis des Plaque-Assays abgebildet.

Abbildung 35: SARS-CoV Plaque-Inhibitionsassay mit dem Peptid 18 (Y439-L443, YKYRYL):
In den wells wurden, von links oben nach rechts unten, folgende zunehmenden
Peptidkonzentrationen in der Inkubationslosung eingestellt: 0 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM,
3 mM und 7 mM. Die Plaques erscheinen als farblose Flecken auf violettem Hintergrund,
jedoch ist hier aus Sichtbarkeitsgriinden ein mit der Software Adobe Photoshop erzeugtes
Negativbild dargestellt.

Wie anhand der Anzahl der Plaques leicht abzuschétzen ist, konnte in diesem Versuch keine
signifikante inhibitorische Wirkung des Peptids 18 nachgewiesen werden. In allen sechs wells
erscheinen im Rahmen der Genauigkeit dieses Tests gleich viele Plaques, was bedeutet, dass
durch die Behandlung der Zellen mit dem Peptid nicht verhindert werden konnte, dass das

Virus in die Wirtszellen eindringt, sich repliziert und weitere Zellen infiziert.

4.4.2 real-time RT-PCR Reduktionsassay

Zusitzlich zu dem Plaque-Assay wurde in der gleichen Arbeitsgruppe ein weiterer

biologischer Inhibitionstest mit Verbindung 18 durchgefiihrt. In diesem real-time RT-PCR
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Reduktionsassay wird mit Hilfe des biochemischen Verfahrens der Reversen-Transkriptase
(RT)-Polymerasekettenreaktion (PCR) (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) die
Menge viraler RNA direkt aus dem Uberstand einer infizierten Zellkultur bestimmt. Die
Quantifizierung der RNA ldsst sich mit dem Virustiter korrelieren und gibt dariiber Auskunft,
wie stark sich das Virus in einer bestimmten Zeit vermehrt hat.'°*'”> Die Methode zeichnet
sich durch eine sehr hohe Empfindlichkeit aus und bietet im Gegensatz zu dem Plaque-Assay
den Vorteil, dass das Peptid wihrend des gesamten Lebenszyklus des Virus in der Zellkultur
anwesend sein kann. In Abbildung 36 ist die gemessene Anzahl RNA in Kopien/ml als
Funktion der Inkubationszeit mit Virus fiir verschiedene Peptidkonzentrationen (0 bis 7 mM)

aufgetragen.

1.00E+06

1.00E+05

1.00E+04

1.00E+03

1.00E+02 -

——7mM
—&-3mM
1.00E+01 1mM
0.5mM
0.25mM
1.00E+00 T T --0

Tag 0 Tag 1 Tag 2

Abbildung 36: SARS-CoV real-time RT-PCR Reduktionsassay mit dem Peptid 18 (Y439-L443,
YKYRYL): Dabei ist die Anzahl der RNA [Kopien/ml] als Funktion der Inkubationszeit mit
dem Virus aufgetragen. Bei einer Peptidkonzentration von 7 mM ist eine signifikante

Reduzierung der viralen RNA um den Faktor 10 zu beobachten (Tagl und Tag?2).

Im Gegensatz zu dem Plaque-Assay ist in diesem Biotest eine signifikante Reduzierung der
Virusreplikation bei einer Peptidkonzentration von 7 mM zu beobachten. Nach 1 bzw. 2
Tagen Inkubationszeit konnte die Anzahl der RNA-Kopien um den Faktor 10 verringert
werden. Vor dem Hintergrund eines deutlich sensitiveren RT-PCR-Assays, im Vergleich zu
dem Plaque-Inhibitionstest, beruht die beobachtete Reduktion vermutlich nicht auf einer
experimentellen Schwankung. Dartiber hinaus konnte kein zytotoxischer Effekt des Peptids
festgestellt werden. Im Rahmen der Diplomarbeit von Anna-Winona Struck, Universitét
Hamburg, wurden zur Bestdtigung der hier gemessenen inhibitorischen Wirkung des Peptids

18 (YKYRYL) der Assay wiederholt und dabei Peptidkonzentrationen von 7, 10.5 und
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14 mM eingestellt. Die Ergebnisse dieses zweiten Tests sind in Abbildung 37 graphisch
dargestellt.

1.00E+07

1.00E+06 -
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1.00E+02
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Abbildung 37: Wiederholung des SARS-CoV real-time RT-PCR Reduktionsassays mit dem
Peptid 18 (Y439-L443, YKYRYL): Die Auftragung der RNA in Kopien/ml, als Funktion der
Inkubationstage, zeigt eine konzentrationsabhdngige Reduktion der Virusreplikation. Bei
einer Peptidkonzentration von 10.5 mM konnte die Virusvermehrung vollstindig unterdriickt

werden. Bei einer Konzentration von 14 mM wurde sogar ein Absterben des Virus beobachtet.

Die im ersten Test gezeigte inhibitorische Wirkung des Peptids 18 wird in dem zweiten RT-
PCR-Reduktionsassay eindeutig bestitigt. In diesem Fall wird bei einer Peptidkonzentration
von 7mM eine Reduktion der viralen RNA um den Faktor 100 erreicht. Dariiber hinaus
zeigen die Daten eine konzentrationsabhingige Verminderung der Virusreplikation, die bei
einer Peptidkonzentration von etwa 10 mM zu einer vollstindigen Unterdriickung der
Virusvermehrung fithrt (Reduktion um 6 log;y Stufen). Dariiber hinaus kann bei einer noch
hoheren Peptidkonzentration von 14 mM ein Riickgang der RNA-Kopien im Vergleich zu
Testbeginn verzeichnet wird. Scheinbar wird von der urspriinglich dazugegebenen Viruslast
ein erheblicher Anteil abgebaut. Ein signifikanter zytotoxischer Effekt konnte auch bei diesen
hohen Peptidkonzentrationen nicht festgestellt werden.

In den beiden RT-PCR-Assays wurde die inhibitorische Wirkung des RBD-Peptids 18 (Y438-
L443, YKYRYL) eindeutig gezeigt. In Anbetracht der in den SPR-Studien ermittelten
Dissoziationskonstanten von 46 uM ( Abbildung 25), wird bei einer Peptidkonzentration von
etwa S mM eine fast vollstindige Belegung der Bindungsregion von ACE2, und damit
verbunden, eine signifikante Inhibition der Virusreplikation erwartet. Jedoch liegt in den

Reduktionsassays der Konzentrationsbereich, fiir den eine biologische Aktivitit festzustellen
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ist, mit 7-14 mM deutlich hoher. Eine verniinftige Erklarung dafiir ist die geringe Stabilitit
des Peptids gegeniiber Proteasen. Da es sich bei Verbindung 18 um ein Peptid handelt, bei
dem natiirlich vorkommende Aminosduren durch Peptidbindungen verkniipft vorliegen, ist
die Struktur gegeniiber einem Abbau durch Proteasen, die zahlreich in biologischen
Zellsystemen vorliegen, nicht geschiitzt. Vermutlich wird eine grole Menge des zugegeben
Peptids auf diese Weise inaktiviert. Dies konnte ebenso der Grund dafiir sein, dass in dem in
4.4.1 beschriebenen Plaque-Assay kein Effekt zu beobachten ist. In dem, im Vergleich zu
dem RT-PCR-Assay, deutlich weniger sensitiven Test wurde mit einer maximalen
Konzentration von 7 mM gearbeitet, bei vermutlich dhnlicher Menge an vorhandenen
Proteasen. Die peptidhaltige Losung wurde dariiber hinaus, nach Inkubation der Zellen mit
dem Virus, bedingt durch die Durchfiihrung, von dem Zellrasen gewaschen. Dieser wurde
wiahrend der Virusreplikation mit einem Methylcellulose-Medium iiberschichtet, um zu
gewdhrleisten, dass sich neu gebildete Viren nicht frei im Zelliiberstand bewegen konnen. Um
quantifizierbare Plaques zu erhalten, ist es notwendig, dass lediglich die Nachbarzellen der
Wirtszellen infiziert werden. Zur Uberpriifung der inhibitorischen Wirkung anhand des
Plaque-Assays wire eine Wiederholung des Tests mit deutlich hheren Peptidkonzentrationen
notig. Gleichzeitig konnte versucht werden, eine entsprechende Peptidkonzentration im
Methylcellulose-Medium einzustellen und damit zu gewéhrleisten, dass das Peptid wahrend
des Viruseintritts anwesend ist.

Die hier vorgestellten Ergebnisse liefern einen weiteren Hinweis dafiir, dass das Peptid 18
(YKYRYL) um die virale Bindungstelle auf dem Rezeptor ACE2 konkurriert und somit in
der Tat als entry-Inhibitor wirkt.

4.5 SPR-Bindungsstudien von Peptidanaloga der Leitstruktur Y438-1.443

4.5.1 Synthese der Peptidbibliothek B3

Wie aus dem STD-Bindungsepitop der Leitstruktur 18 (Abbildung 27) zu vermuten ist, trigt
die Aminosdure R441 zur Bindung des Liganden an den Rezeptor bei. Ferner zeigt der aus der
Rontgenkristallstrukturanalyse erhaltene Komplex aus RBD und ACE2 direkte
Wechselwirkung der Tyrosine Y440 und Y442 mit dem Rezeptor. Zuséitzlich wird in den in
dieser Arbeit durchgefiihrten STD NMR-Bindungsstudien ein signifikanter Kontakt zwischen
Y438 und ACE2 beobachtet (Abbildung 27). Das Peptid 18 bewirkt in den durchgefiihrten
real-time RT-PCR Reduktionsassays bei einer Konzentration von etwa 10 mM eine

vollstdndige Reduktion der Virusproliferation. Bei einer Erhdhung der Proteolysestabilitét des
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Peptids kann die aktive Konzentration vermutlich deutlich verringert werden. Vor diesem
Hintergrund und um den Einfluss der oben erwéhnten Aminosduren R441, Y438, Y440 und

Y442 zu untersuchen, wurde die in Tabelle 6 aufgefiihrte Peptidbibliothek B3 entworfen.

Tabelle 6: Bibliothek B3 mit den Aminosduresequenzen der synthetisierten Peptidanaloga des
RBD Peptidfragments Y438-L443 sowie die entsprechenden mit MALDI-TOF-MS
identifizierten Masse-zu-Ladungs Quotienten (M+H)" [m/z].

Peptid Sequenz Molmasse [g/mol] ~ MALDI-TOF [M+H]"
32 FKFRFL 855.5 856.5
33 WKWRWL 972.5 973.4
34 FeKFeRFeL 909.5 910.4
35 YKYCitYL 904.5 905.6
36 BpaKYRChalL 981.6 982.7
37 WKYRChalL 916.6 917.8
38 BpaKChaRChaL 971.6 972.6
39 WKChaRChal 906.6 907.5
40 BpaKChaRYL 981.6 982.4
41 WKChaRYL 916.6 917.4

Darin sind zehn Hexapeptidanaloga enthalten, in denen die Tyrosine durch aliphatische und
aromatische natiirliche sowie nicht natiirliche Aminoséuren ersetzt wurden (Peptide 32-34
und 36-41). In Verbindung 35 wurde R441 durch die unnatiirliche Aminosdure Citrullin
substituiert. Die Peptide konnten erfolgreich entsprechend der Durchfiihrungen in 7.4.1-7.4.5
synthetisiert, gereinigt und identifiziert werden. Die Peptidanaloga sollten anschliefend mit

Hilfe der SPR-Sensorchiptechnologie auf eine Affinitéit gegeniiber ACE2 untersucht werden.

4.5.2  SPR-Bindungsstudien der Peptidanaloga aus der Bibliothek B3

Die folgenden SPR-Experimente wurden auf einem Biacore T100 bei Immobilisierungen des
SPR-Chips von 78 und 110 fmol Rezeptor wie in 7.5.1 und 7.5.2 beschrieben durchgefiihrt.
Die Menge Rezeptor entspricht bei einer angenommenen Molmasse der Liganden von etwa
900 g/mol einem theoretisch maximal zu erwartenden RU-Signal von 70 respektive 100 RU.
Bei einem zunidchst durchgefiihrten screening der Liganden (¢ = 250 uM) zeigten alle Peptide
der Bibliothek B3 mit Ausnahme der Verbindung 35 (YKYCitYL) eine eindeutige SPR-
Antwort. Die Verbindung 18 (YKYRYL) wurde als Positivkontrolle ebenfalls erneut
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vermessen. Es wurden anschlieBend konzentrationsabhéngige Affinitdtsuntersuchungen der
Liganden durchgefiihrt.

Die Sensorgramme des Peptids 32 (FKFRFL), in dem die Tyrosine durch Phenylalanine
ersetzt wurden, zeigen ein ungewdhnlich schnelles Assoziations- und Dissoziationsverhalten

(Abbildung 38 oben).
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Abbildung 38: oben Sensorgramme der Verbindung 32 und unten RU-Antworten als

Funktion der Konzentration, bei einer Immobilisierung von 78 fmol ACE?2.

Allerdings wurde fiir das Peptid 32 bei einer Konzentration von 40 uM mit etwa 10 RU eine
dreifach geringere RU-Antwort als fiir die Leitstruktur 18 unter gleichen Bedingungen
(30 RU) beobachtet. Abbildung 38 unten zeigt die Auftragung der RU-Antworten als
Funktion der Ligandkonzentration. Eine Anpassung der Datenpunkte an das one-site-binding
Modell liefert keinen verniinftigen fit und eine spezifische Wechselwirkung kann in diesem
Experiment nicht eindeutig beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Hydroxylfunktion wenigstens von einem der drei Tyrosine direkt an der Wechselwirkung mit
dem Rezeptor beteiligt ist. Dariiber hinaus konnte das Fehlen der funktionellen Gruppen einen
erheblichen Einfluss auf die aktive Konformation des Peptides haben und sich hinsichtlich der

Bindungsaffinitdt ungiinstig auswirken.
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Abbildung 39: Anpassung der RU-Antworten (bei 110 fmol ACE2) des Peptids 33
(WKWRWL) an das one-site-binding Modell mit Hilfe der Software Biacore T100 Evaluation.

In Abbildung 39 ist das konzentrationsabhédngige Bindungsverhalten des Peptids 33 gezeigt,
in dem sdmtliche Tyrosine durch die natiirlich vorkommende Aminoséure Tryptophan ersetzt
wurden. Die Verbindung zeigt im Vergleich zu der Leitstruktur 18 (YKYRYL) eine deutlich
hohere SPR-Antwort von 300 RU zu 50 RU bei einer Konzentration von 32 uM. Der fit
errechnet eine Dissoziationskonstante von 48 puM bei einem Wert fliir RUy,x von 919 RU.
Dieses Ergebnis zeigt, dass durch die vorgenommenen Substitutionen zwar ein vergleichbarer
Kp-Wert erhalten wird (vgl. 18 Kp=46 uM), die Wechselwirkung jedoch vermutlich
erhebliche unspezifische Anteile hat. Ein durch derartige Interaktion beeinflusstes
Bindungsverhalten zeigte auch die Verbindung 34, in der die Tyrosine durch
4-Fluorphenylalanin substituiert wurden. Hier konnten allerdings etwa gleich hohe SPR-
Antworten wie flir Peptid 18 erhalten werden, die sich jedoch nicht an das one-site-binding
Modell anpassen lielen, sondern einen linearen Zusammenhang zwischen Konzentration und
SPR-Antwort lieferten (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 40 sind die beobachteten SPR-Antworten der Verbindung 35 (YKYCitYL) als
Funktion der jeweilig untersuchten Ligandkonzentration aufgetragen. Der Austausch von
R441 durch die nicht natiirlich vorkommende Aminosdure Citrullin fithrt zu einem
vollstindigen Verlust der Bindungsaffinitét. Zum einen sind die beobachteten SPR-Antworten
von im Mittel 2 RU insignifikant gering zum anderen streuen die Datenpunkte scheinbar

willkurlich iiber den Konzentrationsbereich.
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Abbildung 40: Die Substitution von R441 durch Citrullin fiihrt in der Verbindung 35
(YKYCitYL) zu einem Verlust der Bindungsaffinitit gegeniiber ACE2.

In Abbildung 41 sind die SPR-Sensorgramme der Peptide 36-41 bei einer Immobilisierung
von 110 fmol ACE2 und Ligandkonzentrationen zwischen 0.005 und 32 uM gezeigt. Die
groBite SPR-Antwort mit etwa 700 RU (bei ¢ = 32 uM) zeigte Peptid 35 (BpaKChaRChal), in
dem all drei Tyrosine ersetzt wurden. Aufgrund des hohen RU-Wertes ist davon auszugehen,
dass die beobachtete Wechselwirkung erheblich von unspezifischer Wechselwirkung gepragt
ist. Verbindung 37 (WKYRChal) zeigt unter den gleichen Bedingungen dagegen die
geringste Antwort mit etwa 25 RU. Fiir das Referenzpeptid 18 (YKYRYL) wurde unter

diesen Bedingungen eine SPR-Antwort von etwa 50 RU erhalten (Sensorgramme nicht

gezeigt).
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Abbildung 41: SPR-Sensorgramme der Peptide 36-41 bei einer Immobilisierung von 110 fmol

ACE?2 und Ligandkonzentrationen zwischen 0.005 und 32 uM.

Fiir eine quantitative Beschreibung des Bindungsverhaltens der Peptide 36-41 wurde eine

thermodynamische und kinetische Analyse der Sensorgramme durchgefiihrt. Exemplarisch

sind die Analysen der Verbindungen 37 und 41 in Abbildung 42 und Abbildung 43

dargestellt.

69



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

30

25

20

15 -

SPR-Antwort [RU]

10 4

Konzentration [uM]

45+

offset: -0.9 RU

SPR-Antwort [RU]

Chi?=05

c=8uM
Kp =1.7 uyM
RUmax=1.3

SPR-Antwort [RU]

Chi?=03

Zeit [s]
Abbildung 42: SPR-Analyse von Peptid 37 (WKYRChal).

In den Abbildungen sind jeweils die SPR-Antworten als Funktion aller untersuchten
Ligandkonzentrationen (oben) und niedrigerer Konzentrationen (Mitte) aufgetragen sowie das
Sensorgramm (c =8 uM) mit dem entsprechenden kinetischen fif (unten). Wie durch die
schwarzen Graphen in Abbildung 42 oben angedeutet, ldsst sich in diesem Fall die
Wechselwirkung mit dem Rezeptor ACE2 fiir das Peptid 37 als Uberlagerung einer
spezifischen und unspezifischen Bindung interpretieren. Die Anpassung der RU-Antworten
bis zu einer Ligandkonzentration von 8 uM an das one-site-binding Modell (Mitte) ergibt
eine Dissoziationskonstante von Kp =2 uM. Allerdings betrdgt der RUpax-Wert mit 6 RU
lediglich 6% der theoretisch zu erwartenden SPR-Antwort. Ein &hnliches Bild ergibt sich bei
der Betrachtung der kinetischen Analyse (unten), die eine Dissoziationskonstante von 1.7 uM

und einen noch geringeren RUp,-Wert von 1.3 RU liefert. Der Widerspruch zwischen der
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relativ niedrigen Dissoziationskonstanten und den viel zu geringen RU,,x-Werten kann an
dieser Stelle nicht aufgeldst werden.

Die Analysen fiir das Peptid 41, welches sich im Vergleich zu Verbindung 37 lediglich darin
unterscheidet, dass anstelle von Y442 die Aminosdure Y440 durch Cyclohexylalanin ersetzt
wurde, ergeben ein anderes Bindungsverhalten (Abbildung 43). Die erhaltenen RU-Antworten
sind im Vergleich zu 37 um das 10fache erh6ht und wie die Anpassung der Datenpunkte an
das Bindungsmodell iiber den gesamten Konzentrationsbereich zeigt, streben sie mit 1535 RU
gegen einen 15fach erhdhten RU,,-Wert (Abbildung 43 oben). Daraus ergibt sich eine
Dissoziationskonstante von Kp =205 uM. In Abbildung 43 (Mitte) sind lediglich die
Antworten der Konzentrationen zwischen 0.005 — 20 uM und ohne die Datenpunkte fiir
¢ =0.5und 1 uM an das one-site-binding Modell angepasst.
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Abbildung 43: SPR-Analyse von Peptid 41 (WKChaRYL). Mitte: Im Vergleich zu dem fit im
oberen Bild wurden hier die RU-Antworten fiir die Peptidkonzentrationen 0.5 und 1 uM nicht

beriicksichtigt, da die Werte deutliche Abweichungen zu den tibrigen Datenpunkten zeigten.
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Es ergibt sich eine mit der der Leitstruktur vergleichbare Dissoziationskonstante von 36 uM
bei einem 4fach erhohten RUp.-Wert von 412 RU. Die kinetische Analyse des
Sensorgramms bei einer Ligandkonzentration von 8 uM ergibt einen Kp-Wert in gleicher
Hohe bei einem RUjx-Wert von 169 RU. Dieser Wert befindet sich in einem akzeptablen
Bereich und vermutlich lieB sich der Einfluss der unspezifischen Bindung dadurch
minimieren, dass bei den jeweiligen Analysen stirker die SPR-Antworten im unteren
Konzentrationsbereich des Liganden beriicksichtigt wurden.

Tabelle 7 gibt eine Ubersicht der erhaltenen Parameter aus den thermodynamischen sowie

kinetischen SPR-Analysen der untersuchten Hexapeptidanaloga 36-41.

Tabelle 7: Thermodynamische (affinity) und kinetische (kinetics) Auswertung der in
Abbildung 41 gezeigten SPR-Sensorgramme mit Hilfe der Software Biacore T100 Evaluation.

Peptid und analysierte | Kp [uM Kp [UM -1 -1
Kogzentrationsgereiche (a?’f/[#ity]) RUmax | offset (RU) (kiaig;ics]) Kon IM7S T Koir [T | RUmax
36 BpaKYRChaL

0.01-32 uM 461 | 2915 -4 48 9.9x10° | 0.5 | 451
2-10 uM 13 151 15 19 2.0x10* | 04 | 171
2 UM - - - 14 6.4x10" | 0.9 67
8 uM - - - 10 3.7x10* | 04 | 113
37 WKYRChaL

0.5-32 uM - - - 252 29x10° | 0.7 | 231
0.5-8 M 2 6 -1 84 1.6x10* | 1.4 77
8 uM - - - 2 2.3x10* | 0.04 1
38 BpaKChaRChaL

0.01-32 M 369 | 9437 -32 42 56x10° | 0.2 | 1469
4-10 M 13 773 136 16 1.0x10* | 0.2 | 509
8 uM - - - 0.01 2.9x10" | 0.3 | 188
4 uM - - - 3 3.7x10* | 0.1 97
10 M - - - 6 2.6x10° | 0.2 | 373
39 WKChaRChaL

0.005-32 uM 95 | 1643 12 25 1.4x10* | 04 | 627
2-12 uM 17 500 -41 15 1.8x10* | 0.3 | 337
8 uM - - - 5 4.7x10* | 0.2 | 202
2 uM - - - 2 7.4x10* | 0.1 22
40 BpaKChaRYL

0.005-32 uM 83 | 1261 -10 32 1.6x10* | 05 | 683
8 uM - - - 7 5.2x10* | 0.4 | 202
2 uM - - - 3 8.4x10" | 0.3 44
41 WKChaRYL

0.005-32 uM 205 | 1535 13 25 2.8x10* | 0.7 | 387
0.005-20 uM 36 412 -3 18 3.6x10* | 0.7 | 295
8 uM - - - 8 7.3x10* | 0.6 | 169
2 UM - - - 5 1.0x10* | 0.5 61

Wie hieraus zu entnehmen ist, konnten durch die vorgenommenen Substitutionen keine

signifikanten Verbesserungen der Dissoziationskonstanten im Vergleich zu der Leitstruktur
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18 (Kp = 46 uM) erreicht werden. Die Wechselwirkung der Peptidanaloga mit dem Rezeptor
ACE2 ist mit Ausnahme der Verbindung 37 durch starke unspezifische Bindung geprigt.
Insbesondere die Bpa-haltigen Analoga zeigen sehr hohe RU-Antworten. So ist z.B. der aus
der thermodynamischen Analyse erhaltene RUx-Wert des Peptids 38 (BpaKChaRChaL) mit
9437 RU um etwa den Faktor 100 hoher als in der Theorie erwartet. Ohne Beriicksichtigung
dieser Wechselwirkungen, die jede spezifische Bindung iiberdecken, kann die Substitution
optimistisch bewertet werden. Da unter dieser Annahme keine Verschlechterung der
Bindungskonstanten zu beobachten ist, gleichzeitig aber bis zu drei nicht natiirliche
Aminosduren in dem untersuchten Fragment enthalten sind, ist eine Untersuchung der
Analoga hinsichtlich einer biologischen Aktivitét, wie sie fiir die Leitstruktur 18 durchgefiihrt
wurde, eine viel versprechende Aussicht. Durch eine potentiell hohere Stabilitidt gegeniiber
Proteasen bei etwa gleich bleibender Bindungsaffinitdt konnte die aktive Konzentration, bei
der der Eintritt des SARS-CoV in die Wirtzelle unterdriickt wird, erheblich gesenkt werden.

Dieses wiére hinsichtlich einer medizinischen Anwendung sehr wiinschenswert.
4.6 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

In diesem Abschnitt sollen die aus den SPR- und STD NMR-Studien gewonnenen
Strukturmerkmale der wichtigsten Liganden im Kontext der Leitstruktur 18 in Beziehung zu
ihren Bindungseigenschaften diskutiert werden.

Der aus dem SPR-screening der Bibliothek B1 als stirkster Binder von ACE2
hervorgegangene Ligand 11 (YKYRYLRHGKLR) zeigt im STD-Bindungsepitop (Abbildung
29) die intensivsten Kontakte zu ACE2 iiber die drei Tyrosine Y438, Y440, Y442 und das
Histidin H445 sowie liber K447 bzw. R449 (Abbildung 30). Vermutlich handelt es sich dabei
um ein lineares Bindungsepitop, dessen Wechselwirkungsschwerpunkt am N-Terminus liegt.
Die daraus hervorgehenden Hexapeptide 18 (YKYRYL), 19 (RYLRHG) und 20 (RHGKLR)
zeigen separat ecbenfalls eine Interaktion mit ACE2, wobei Peptid 18 mit einer
Dissoziationkonstanten von Kp = 46 uM eine zweifach hohere Affinitit als 11 (Kp = 85 uM)
zeigt. Verbindungen 19 und insbesondere 20 zeigen eine erheblich schwichere Bindung in
ihren SPR-Antworten. Obwohl die Aminosdauren H445, K447 und R449 in Verbindung 11
zusdtzliche Wechselwirkungen zu ACE2 ausbilden, im Vergleich zu Peptid 18, wird eine
verminderte Affinitidt von Peptid 11 gegeniiber der Verbindung 18 beobachtet. Dies konnte
zum einen darauf beruhen, dass einige Aminosduregruppen des Sequenzabschnitts R444-
R449 ungiinstige Wechselwirkungen mit ACE2 ausbilden und einer hohen Bindungsaffinitit

entgegenwirken. Andererseits wire es denkbar, dass in dem Dodecapeptid 11 bei Assoziation
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an den Rezeptor erheblich mehr Konformationsfreiheitsgrade verloren gehen als in dem
Hexapeptid 18 und das Bindungsereignis durch entropische Effekte geschwécht wird.

In Ubereinstimmung mit dem STD-Bindungsepitop von 11 zeigt das entsprechende Epitop fiir
18 eine groBe Néhe der Tyrosine zum Rezeptor. Inwieweit die jeweiligen Tyrosine an der
Bindung genau beteiligt sind, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart
werden, da keine Einzelsubstitutionen der Positionen Y438, Y440 und Y442 durchgefiihrt
wurden. Bei Austausch aller drei Tyrosine durch Phenylalanin konnte in SPR-Studien zwar
eine Wechselwirkung zu ACE2 beobachtet werden, diese wurde jedoch nicht eindeutig als
spezifische Wechselwirkung identifiziert (Abbildung 38). Fiir Verbindung 33 (WKWRWL)
ergibt sich, im Vergleich zu 18, eine identische Dissoziationskonstante mit Kp =48 uM.
Allerdings scheint die Interaktion bei Einfiihrung derart grofer aromatischer Seitenketten
durch einen erheblichen Anteil an Unspezifitit bestimmt zu sein (Abbildung 39). Der
Austausch von Y438 durch Benzoylphenylalanin fiihrte ebenfalls zu starken unspezifischen
SPR-Antworten. Ein auffilliges Bindungsverhalten konnte fiir Verbindung 37 (WKYRChaL.)
beobachtet werden (Abbildung 42). Die in diesem Molekiil eingefiihrten Mutationen Y438W
und Y442Cha wirken sich — unter Vorbehalt — positiv auf das Bindungsverhalten aus.
Unberiicksichtigt der sehr niedrigen RU-Antworten, ergibt die Anpassung der Datenpunkte
bis zu einer Ligandkonzentration von 8 uM an das one-site-binding Modell eine
Dissoziationskonstante von Kp =2 pM und stellt demnach eine leichte Verbesserung im
Vergleich zu Peptid 18 dar.

Der beobachtete Sittigungstransfer auf die Seitenkettenprotonen H 6, 8" von R441 deutet auf
eine ionische Interaktion der Guanidinogruppe mit dem Rezeptor hin. Wird diese
Aminosdure, wie in Verbindung 35, durch Citrullin ersetzt, bricht die Bindung vollstindig
zusammen. Ahnlich wie in dem in der Einleitung in 1.1.4 beschriebenen Beispiel eines
Thermolysin-Inhibitors (Abbildung 1), konnte die Substitution einer NH-Gruppe in der
Guanidinogruppe durch ein Sauerstoffatom hier zu einer erheblichen elektrostatischen
AbstoBung der Verbindung YKYCitYL und ACE2 fiihren. Dies ist leicht zu verstehen, wenn
angenommen wird, dass R441 eine Salzbriicke zu einem Glutamat oder Aspartat im
Rezeptormolekiil ausbildet.

In dem Bindungsepitop des Fusionspeptids 31 (Abbildung 34) wird ersichtlich, dass jenseits
des N-Terminus des Hexapeptids 18 die beiden Aminosduren N435 und Y436 in rdumlicher
Nihe zum Rezeptorprotein stehen. Eine Erweiterung des Epitops von 18 um diese
Aminosduren konnte durchaus eine weitere Verbesserung der Affinitdt gegeniiber ACE2

bewirken.
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4.7 Diskussion

Das von Li et al. identifizierte Rezeptorbindungsmotiv (RBM) ist komplementér zu einer
etwa 1700 A? groBen Fliche des Rezeptors und bindet dementsprechend mit hoher Affinitit
an ACE2 (Kp ~ 10™).” Aus der Rontgenkristallstrukturanalyse geht hervor, dass insgesamt 18
Aminosduren des Rezeptors in Kontakt mit 14 Aminosduren des viralen S Proteins stehen
(Abbildung 3). Zeitgleich zu der Ver6ffentlichung des Strukturkomplexes aus ACE2 und
RBD konnte im Rahmen dieser Arbeit ein verfeinertes Bindungsepitop der RBD des SARS-
CoV erhalten werden (Abbildung 20). Die in den SPR-Bindungsstudien identifizierten ACE2-
Liganden 11 (Y438-R449, YKYRYLRHGKLR), 14 (S474-T485, SYWPLNDYGFYT) und
15 (T486-V497, TTGIGYQPYRVYV) sind Bestandteil des Bindungsmotivs und enthalten 60%
der Aminosduren, die in direktem Kontakt zu ACE2 stehen. In der Literatur konnen weitere
Hinweise dafiir gefunden werden, dass die hier identifizierten Peptide tatsdchlich mit der
Bindungsregion des SARS-CoV interagieren. In einem screening einer in der Sequenz
tiberlappenden Decapeptidbibliothek, die zur Bestimmung von linearen B-Zell Epitopen des
SARS-CoV synthetisiert wurde, konnten Hu et al. ein 33 Aminosduren umfassendes Peptid
(S471-503) identifizieren, dass die Bindung der RBD an ACE2 hemmt.'"' Die Gruppe zeigte,
dass das Peptid, welches in der Sequenz mit 14 und 15 iiberlappt, die Plaque-Bildung in Vero-
Zellen mit einem ECsop-Wert von 46 uM hemmt. Ho et al. beobachteten eine biologische
Aktivitit mehrerer kurzer S-Peptide hinsichtlich der Inhibition der S-ACE2-Interaktion.''
Von den untersuchten Verbindungen zeigte Peptid SP-8 (F483-Y494, FYTTTGIGYQPY),
welches ebenso mit der Sequenz von 14 und 15 {berlappt, eine inhibitorische Aktivitét bei
einem millionenfachen Uberschuss des Peptids gegeniiber dem Rezeptor ACE2. Im
Gegensatz zu den biologisch aktiven Peptiden von Hu und Ho et al., konnte fiir das 20
Aminosduren umfassende Peptid P4 (P470-1489, PALNCYWPLNDYGFYTTSGI) von Zheng
et al., das im Wesentlichen mit der Sequenz von 14 iiberlagert, in einem so genannten

113
In der

cytopathic effect (CPE)-basierten Assay keine Inhibition beobachtet werden.
Literatur ist bis zu diesem Zeitpunkt keine biologisch relevante Verbindung beschrieben
worden, die den Sequenzabschnitt von Peptid 11 beinhaltet.

Durch die Synthese und das SPR-screening der Hexapeptidbibliothek B2 konnte Verbindung
18 (Y438-L443, YKYRYL) als minimales Bindungsmotiv des SARS-CoV spike Proteins
identifiziert werden. Innerhalb der Sequenz befindet sich die Aminosdure R441, die in der
RBD eine Art Schliisselrolle einnimmt. Wie Yi et al. zeigten, bewirkt die Substitution von

Arg 441 durch Alanin (R441A) in einem DNA Impfstoff, basierend auf der kompletten
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Aminoséure Sequenz von S, dass keine neutralisierenden Antikorper mehr erzeugt werden.'™
Ebenso konnte in einem Assay mit Pseudoviren und mutiertem S-Protein (R441A) kein
Viruseintritt in die Wirtszellen beobachtet werden. In den Versuchen von He et al. zeigte das
Fusionsprotein RBD-Fc, das ebenfalls die Mutation R441A enthielt, keine Affinitét
gegeniiber ACE2 und das Proteinkonstrukt war nicht in der Lage den S-vermittelten Eintritt

. . 115
von Pseudoviren zu blockieren.

In der Literatur ist allerdings nicht beschrieben, ob eine
direkte Beteiligung von R441 an der Protein-Rezeptor-Wechselwirkung oder ein indirekter
Einfluss, etwa durch Stabilisierung der Sekundarstruktur der RBD, dafiir verantwortlich ist.
Im Gegensatz zu der Rontgenstrukturanalyse von Li et al., deutet das hier vorgestellte STD-
Bindungsepitop von Peptid 18 (Abbildung 27) sowie das SPR-Bindungsverhalten von Peptid
35 (YKYCitYL, Abbildung 40) auf eine direkte Wechselwirkung zwischen R441 und ACE2
hin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von C. Drosten am
Bernhard-Nocht-Institut biologische Inhibitionassays mit Peptid 18 durchgefiihrt (Abschnitt
4.4). Im real-time RT-PCR-Reduktionsassay konnte bei einer Peptidkonzentration von etwa
10 mM die Virusreplikation vollstdndig gehemmt werden. Bei einer Dissoziationskonstanten
von 46 uM kann bereits bei einer Konzentration von 5 mM eine signifikante Inhibition der
Virusvermehrung erwartet werden und hinsichtlich einer medizinischen Anwendung erscheint
die tatsdchlich beobachtete aktive Konzentration sehr hoch. Vor dem Hintergrund jedoch,
dass fir die Bekidmpfung einer akuten SARS-Infektion eine hohe lokale
Wirkstoftkonzentration im respiratorischen Trakt erforderlich ist, erscheint es vorstellbar, das
Peptid entsprechend konzentriert in Form eines Aerosols zu verabreichen. Das Peptid konnte
so auf direktem Wege zum Wirkort gelangen und ein Abbau durch Proteasen wire vermutlich
begrenzt. An dieser Stelle sei zum Vergleich das 36 Aminosduren umfassende synthetische
Peptid T-20 (Enfuvirtide, FUZEON®, Roche) erwihnt, das als entry- bzw. fusion-Inhibitor der
HIV-1 Infektion wirkt und in der Therapie erfolgreich eingesetzt wird. Dazu werden etwa
90 mg in 1 mL Losung, entsprechend einer Konzentration von 20 mM, zweimal tiglich

subkutan injiziert. Die mittlere Halbwertszeit im Plasma wird mit 3.8 + 0.6 h angegeben.''® I

n
T-Zell-Linien zeigte das Peptid zuvor eine Virusinhibition mit einem ICsyp = 1.7 ng/ml (~
0.4 nM).""""® In einer Phase I/IIB-Studie an sechzehn Patienten wurde T-20 intravends in
vier unterschiedlichen Dosierungsgruppen iiber vierzehn Tage verabreicht (3, 10, 30 und 100
mg zweimal tdglich). In der Gruppe, die zweimal tdglich 100 mg verabreicht bekam, konnte

mit Hilfe eines sensitiven RT-PCR-Assays (Detektionslimit 40 Kopien/ml) am Tag 15 nach

Beginn der Behandlung eine Reduktion der viralen RNA im Plasma um 1.96 log;, Stufen

76



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

beobachtet werden.'"” Die Wirkung des in dieser Arbeit identifizierten Inhibitors 18 erscheint
auch angesichts dieser Daten sehr vielversprechend. Die inhibitorische in vitro Konzentration
des Peptids 18 liegt zwar deutlich hoher als die fiir Verbindung T-20, jedoch kann bei der
einmaligen Gabe des Peptids im Zellassay, eine Reduktion der viralen RNA um 6 log;o Stufen
bereits nach einem Tag erreicht werden. Sollte das Peptid in vivo ein anndhernd gleiches
Inhibitionspotential besitzen, so wiirde sich die bendtigte Substanzmenge im Vergleich zu
FUZEON erheblich relativieren. Aus der Menge einer einzigen T-20 Injektion von 90 mg,
wiren fiir Peptid 18 10 mL einer 10 mM Ldsung herstellbar.

Ein weiterer Vorteil des Peptids 18 liegt in seiner kurzen Sequenz von lediglich sechs
Aminosduren. Damit erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer Kreuzreaktivitidt gegentiber
mutierten Virusstimmen, wie sie bei einem Wiederausbruch von SARS zu erwarten waren,
erheblich, wenn angenommen wird, dass es sich bei dem Epitop um ein essenzielles

Bindungsmotiv des SARS-CoV handelt.
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Teil A

Autfbauend auf den von R. Meinecke durchgefiihrten Bindungsstudien des zyklischen Peptids
cyclo(RGDfV) an das membranstindige Rezeptorprotein Integrin oypPs in lebenden
Thrombozyten, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, die die direkte
Beobachtung der Bindung des Peptids an das Membranprotein auf Thrombozyten erlaubt. Das
neue Verfahren basiert auf der saturation transfer difference (STD) NMR-Spektroskopie und
beinhaltet einen weiteren Differenzfilter. Es wird daher als saturation transfer double
difference (STDD) NMR-Spektroskopie bezeichnet. Die Wechselwirkung von cycloRGDfV
an Integrin oypPs auf Thrombozyten konnte durch starke Signaliiberlagerungen in den STD
NMR-Spektren von R. Meinecke nicht ndher charakterisiert werden.

Die fiir die NMR-Experimente notigen Zellsuspensionen wurden aus Thrombozyten-
konzentraten prapariert, indem die Zellen in mehreren Schritten in deuterierten Puffer (TBS)
tiberfiihrt wurden. In den aufgenommenen STD NMR-Spektren sollten zunichst die storenden
Signale, die durch Zellbestandteile und andere Bindungsprozesse verursacht wurden, durch
die Anwendung eines spinlock-Feldes (T;,-Filter) eliminiert werden. Dies fiihrte jedoch nicht
zum gewiinschten Ergebnis, so dass die Idee des doppelten Differenzfilters verfolgt wurde.
Dafiir wurden die Zellsuspension auf zwei NMR-Ro6hrchen aufgeteilt, zu einer der Proben der
Ligand hinzugegeben und anschlieBend von beiden Suspensionen mdglichst zeitnah
hintereinander ein STD NMR-Spektrum aufgenommen. AnschlieBend wurde das prozessierte
STD-Spektrum der Probe mit nur Zellsuspension von dem Spektrum der Probe, die die
gleiche Zellsuspension plus den Liganden enthielt, abgezogen. Es resultierte das STDD-
Spektrum, in dem fast ausschlieBlich STD-Signale des Liganden cycloRGDfV zu beobachten
waren. Sdmtliche stérenden Signale konnten auf diese Weise erfolgreich eliminiert werden, so
dass die Bestimmung des Bindungsepitops des Peptids leicht zuginglich war. Das gefundene
Epitop bestétigte die Ergebnisse von R. Meinecke, zeigte jedoch einen etwas verdnderten
Bindungsmodus von cycloRGDfV an Integrin oupfB3; in Thrombozyten als an das Protein,
eingebettet in Liposomen. Dariiber hinaus wurde fiir das native Protein in den Zellmembranen
eine gesteigerte Aktivitit beobachtet, die sich in etwa fiinffach hoheren STD-Prozenten
duBerte. Das hier entwickelte STDD-Experiment ist von grof3er Bedeutung, da es eine direkte
Beobachtung von Ligandbindung an membranstindige Rezeptoren in lebenden Zellen erlaubt.
Eine Untersuchung von Bindungsereignissen, z.B. an den pharmakologisch wichtigen

GPCRs, ist mit dieser neuen Technik ohne weiteres mdglich.
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Teil B

Das SARS Coronavirus (SARS-CoV) ist der Erreger des Schweren Akuten
Atemwegssyndroms (SARS), das im Winter 2002/03 als alarmierende Epidemie mit
insgesamt mehr als 8000 infizierten Menschen und 800 Toten bekannt wurde. Fiir die
Infektion vermittelt die Rezeptorbindungsdoméne (RBD) des viralen S-Proteins den ersten
Kontakt des Virus zum humanen Rezeptor, dem angiotensin converting enzyme 2 (ACE2). In
dieser Arbeit sollte das Bindungsepitop der RBD mit Hilfe der surface plasmon resonance
(SPR)-Technik sowie der saturation transfer difference (STD) NMR-Spektroskopie auf
molekularer Ebene untersucht werden. Das Ziel der Bindungsstudien war die Identifizierung
einer Leitstruktur, die als Grundlage fiir die Entwicklung von entry-Inhibitoren der SARS-
CoV Infektion dienen sollte.

Es wurde zunéchst die Peptidbibliothek B1 synthetisiert, die sechzehn Dodecapeptide enthielt,
die die Sequenz der 193 Aminosduren umfassenden RBD in direkter Abfolge wiedergeben.
Die gereinigten Peptide wurden anschlieBend in einem SPR-Bindungsassay auf eine Affinitét
gegeniiber ACE2 untersucht. Dazu wurde rekombinant hergestelltes, 10sliches, humanes
ACE2 auf einem CMS5-Biacorchip immobilisiert und die Peptidliganden, geldst in TBS, iiber
das Protein geleitet. In diesem ersten screening konnten die drei Peptide 11 (Y438-R449,
YKYRYLRHGKLR), 14 (S474-T485, SYWPLNDYGFYT) und 15 (T486-V497,
TTGIGYQPYRVYV) als bindende Liganden identifiziert werden, wobei Verbindung 11 mit
einem Kp von 85 uM im Vergleich zu 14 (Kp =450 uM) und 15 (Kp =670 uM) die stéarkste
Affinitdt zu ACE2 zeigte. Eine detaillierte Untersuchung dieser Sequenzen wurde mit einer
zweiten Bibliothek B2 mit insgesamt vierzehn Hexapeptiden durchgefiihrt, die sich in ihrer
Sequenz um jeweils drei Aminosduren {iiberlappen. Die SPR-Bindungsstudien dieser
Verbindungen identifizierte  Peptid 18  (Y438-L443, YKYRYL) mit einer
Dissoziationskonstanten von 46 uM als eindeutig besten Liganden. Das Bindungsepitop des
Peptids 18 fiir die Bindung an ACE2 wurde mit STD NMR-Spektroskopie bestimmt. Ebenso
wurde das Epitop von Peptid 11 charakterisiert, das im Vergleich zu 18 um sechs
Aminoséduren in Richtung C-Terminus verldngert ist. Aus beiden Epitopen konnten wertvolle
Informationen zum Bindungsmodus gewonnen werden. Insbesondere zeigen die Tyrosine
Y438, Y440, Y442 sowie R441 und zusétzlich H445 in 18 grof3e Ndhe zum Rezeptor.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde das so genannte Fusionspeptid 31 (1489-Q492-
linker-N435-1L443, IGYQ-GSGS-NYNYKYRYL) zunédchst am Computer modelliert und
anschlieBend synthetisiert. Dieses geschah vor dem Hintergrund, zwei in der Sequenz

voneinander entfernt, rdumlich aber nahe beieinander liegende Bindungsepitope durch einen
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linker miteinander zu verkniipfen, um so einen Liganden mit einer potentiell groBeren
Affinitdt im Vergleich zu Peptid 18 zu erhalten. Die Verkniipfung beider Epitope konnte
durch den gewidhlten GSGS-/inker erfolgreich realisiert werden und im SPR-Experiment
zeigte Peptid 31 mit einer Dissoziationskonstanten von 18 pM etwas stirkere
Wechselwirkungen mit ACE2 als die postulierte Leitstruktur 18. Das STD-Bindungsepitop
von 31 zeigt eindeutig, dass beide Epitope mit dem Rezeptorprotein interagieren. Die
Aminosduren N435 und Y436, die in der Sequenz jenseits des N-Terminus von 18 lokalisiert
sind, scheinen im Fusionspeptid wichtige Kontakte zu ACE2 auszubilden.

Damit eine Verbindung als potentielle Leitstruktur fiir die Entwicklung von entry-Inhibtoren
in Frage kommt, ist es notwendig, dass sie biologisch aktiv und tatsdchlich in der Lage ist, um
die virale Bindungsstelle zu konkurrieren. Die Aktivitdt von 18 wurde daher in Form eines
SARS-CoV Plaque-Inhibitionstests sowie eines real-time RT-PCR-Reduktionsassays
untersucht. Wihrend im Plaque-Assay keine inhibitorische Wirkung festgestellt werden
konnte, zeigte sich im deutlich sensitiveren RT-PCR-Test eine etwa 10fache Reduktion der
Viren bei einer Ligandkonzentration von 7 mM. In der Diplomarbeit von A.-W. Struck konnte
in einer Wiederholung des Assays die inhibitorische und konzentrationsabhingige Wirkung
eindeutig bestitigt werden. Bei einer Peptidkonzentration von etwa 10 mM konnte eine
vollstindige Inhibition der Virusproliferation in VeroE6 Zellen erreicht werden. Die
biologischen Testergebnisse lassen den Schluss zu, dass Verbindung 18 (Y438-L443,
YKYRYL) die entscheidende Bindungsstelle fiir das Virus auf dem Rezeptor ACE2 blockiert
und eine Infektion der Zellen durch SARS-CoV verhindert. Ein zytotoxischer Effekt konnte
nicht beobachtet werden.

Im abschlieBenden Teil dieser Arbeit wurde die dritte Peptidbibliothek B3 synthetisiert, mit
dem Ziel, den Einfluss der Aminosduren R441, Y438, Y440 und Y442 zu untersuchen. Es
sollten dabei Peptidanaloga der Leitstruktur 18 identifiziert werden, die im Vergleich dazu
gegebenenfalls bessere Bindungseigenschaften sowie eine hohere Stabilitit gegentiber
Proteasen aufwiesen. Es zeigte sich, dass bei Substitution von R441 gegen die unnatiirliche
Aminosédure Citrullin in Verbindung 35 die Bindung zu ACE2 erlischt. Der Austausch der
Tyrosine Y438, Y440 und Y442 durch Tryptophan, Benzoylphenylalanin bzw.
Cyclohexylalanin fiihrte bei teilweise gleich bleibender Bindungsaffinitit zu einer potentiell
hoheren Stabilitdt gegeniiber Proteasen. Derartige Abbau-Studien waren jedoch nicht
Bestandteil dieser Arbeit, sind aber vor dem Hintergrund einer medizinischen Anwendung des

Wirkstoffs durchaus sehr sinnvoll.
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Part A

On the basis of R. Meinecke’s binding studies of the pentapeptide cycloRGDfV to the surface
glycoprotein integrin oypP3 of intact human blood platelets, a new method was developed to
detect the direct binding of the peptide to the membrane-bound protein in living cells. The
new technique is a further development of the saturation transfer difference (STD) NMR
experiment as it implies a second difference filter and therefore is called saturation transfer
double difference (STDD) NMR spectroscopy. The interaction of cycloRGDfV with integrin
anbPs of intact human blood platelets could not be specified on an atomic level in the work of
R. Meinecke due to a large portion of signal overlap in the STD spectra.

Cell suspensions necessary for the NMR experiments were prepared from human platelet
concentrates that were resuspended in deuterated TRIS buffered saline (TBS) in several
cycles. In the beginning some attempts were made to suppress the STD signals originating
from other cell proteins and binding events, which contaminated the spectra to a large extent,
by applying spinlock fields (T;,-filter) during spectra acquisition. This did not lead to a
satisfying result and consequently the idea of a double difference filter was pursued.
Therefore, a cell suspension was split up into two NMR tubes, to one tube ligands were added
and STD spectra of both samples were recorded one after the other. The STD spectrum of the
sample containing only the cell suspension was then subtracted from the STD spectrum of the
cell suspension with additionally added ligands. This resulted in the STDD spectrum which
revealed mainly signals from the ligand receptor interaction. Thus, all the disturbing signals
could be canceled out and an assignment of the ligand’s signals as well as an epitope mapping
of cycloRGDfV became easily possible. The binding epitope is largely in agreement with the
data found by R. Meinecke for the interaction with the intergrin embedded in liposomes but
reflects a slightly different binding mode to the native receptor integrated in platelet
membranes compared to integrin o33 reintegrated into liposome membranes. In addition, a
higher activity was found for the native integrin, leading to STD effects five times larger in
their intensity when compared to the studies with integrin in liposome membranes. This
shows the importance of the new STDD technique which allows a direct observation of ligand
binding to membrane proteins in their natural environment, i.e. in living cells. Studying
binding events that involve the pharmacologic important GPCRs, for example, becomes

easily feasible.
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Part B

The SARS coronavirus (SARS-CoV) is the agent of severe acute respiratory syndrome
(SARS), which emerged as an alerting epidemic in the winter of 2002/03, with over 8000
infected cases and about 800 deaths. As initial interaction of the SARS-CoV infection a
defined receptor-binding domain (RBD) on the viral spike protein (S) mediates the attachment
of the virus to its cellular receptor, angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)

In this work the binding epitope of the RBD was characterized in detail by means of the
surface plasmon resonance (SPR) technique and saturation transfer difference (STD) NMR
spectroscopy at an atomic level. The intention of the binding studies was to identify a lead
structure as a basis for the design of entry inhibitors of the SARS-CoV infection.

As a start the linear peptide library B1 was synthesized containing sixteen 12mer peptides
which together comprised the 193 residues of the RBD. The purified peptides were used to
identify binding motifs with the human receptor ACE2 in a SPR affinity assay. Therefore,
recombinant, soluble, human ACE2 was immobilized on a CM5-Biacorechip and peptide
ligands, dissolved in TBS, were passed over the protein. In this first screening the three
compounds 11 (Y438-R449, YKYRYLRHGKLR), 14 (S474-T485, SYWPLNDYGFYT) and
15 (T486-V497, TTGIGYQPYRVYV) were identified as binding ligands, whereas peptide 11
clearly showed the strongest binding with a dissociation constant of Kp = 85 uM, compared to
14 (Kp =450 uM) and 15 (Kp =670 uM). To further characterize the binding epitope of these
ligands a second peptide library B2 of fourteen 6mer peptides with an overlap of three amino
acids in each sequence was synthesized. A SPR screening clearly identified peptide 18 (Y438-
L443, YKYRYL) with a dissociation constant of Kp =46 uM as best binding ligand. The
binding epitope of 18, when interacting with ACE2, was characterized by STD NMR
spectroscopy. Likewise an epitope mapping of peptide 11 was performed, which sequence is
extended beyond the C-term by six amino acids in contrast to 18. Both binding epitopes gave
valuable information about the binding mode of the compounds, especially residues Y438,
Y440, Y442 as well as R441 and additionally H445 show close contact to the receptor
molecule ACE2.

In the further course of this work the so-called fusion peptide 31 (1489-Q492-linker-N435-
L443, IGYQ-GSGS-NYNYKYRYL) was at first modeled in silico and then synthesized. This
was done in order to link two identified binding epitopes, which are apart in sequence but
close in space, as gathered from X-ray analysis, with the intention to obtain a ligand with
higher affinity than the lead structure 18. The linkage could be realized successfully by an
GSGS-linker. In the SPR experiment peptide 31 showed a dissociation constant of 18 puM,
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which indicates a slightly stronger interaction with the receptor ACE2 than ligand 18. The
STD binding epitope clearly reveals that both epitopes interact with the receptor. Residues
N435 and Y436, which are located beyond the N-term of 18, seem to make close contacts to
ACE2 within the fusion peptide.

A chemical compound can only be considered as a lead structure for the development of
entry-inhibitors, if it shows biological activity and therefore is capable to compete with the
binding site of the virus. The biological properties of 18 were studied in terms of a SARS-
CoV plaque inhibition as well as a real-time RT-PCR reduction assay. Whereas in the plaque
assay no inhibitory effect was observed, peptide 18 showed a 10fold reduction of the virus in
the much more sensitive RT-PCR assay at a ligand concentration of 7 mM. A repeated test
within the diploma thesis of A. Struck clearly confirmed the inhibitory and concentration
dependent effect of peptide 18. At a concentration of about 10 mM a complete reduction of
virus replication in VeroE6 cells was observable indicating truly that the identified lead
structure 18 (Y438-L443, YKYRYL) blocks the critical binding site on the receptor molecule
ACE2 and an infection of the cells becomes impossible for the SARS-CoV. There was no
indication for a cytotoxic effect of the compound.

In the concluding part of the work the peptide library B3 was synthesized in order to study the
influence of the residues R441, Y438, Y440 and Y442 on the binding affinity. The aim of the
following binding assays was to identify analog peptides with stronger affinity towards ACE2
and a potentially higher stability towards proteases. The substitution of R441 by the unnatural
amino acid citrulline abolished the binding of compound 35. The mutation of the tyrosine
residues Y438, Y440 and Y442 with tryptophan, benzoylphenylalanine or cyclohexylalanine
lead to potentially higher stability towards proteases at similiar binding affinity of the analog
peptides to the receptor ACE2. Degradation studies of the synthesized compounds were not
part of this work, however, in respect of future medicinal applications of the agent it seems

very reasonable to do so.
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

7.1 Chemikalien

Hersteller/Lieferant

Chemikalien

Acros

Lancaster

Advanced ChemTech
Applied Biosystems
Bachem

Biacore

Cambridge Isotope Lab
Deutero

Fluka

Iris Biotech

J.T. Baker

Merck

R&D Systems

Sigma

Acetonitril (HPLC for gradient analysis),
Triisopropylsilan 99%

Triisopropylsilan 99%

Fmoc-L-Bpa-OH, Fmoc-L-Cha-OH, Fmoc-L-Cit-OH
Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz

cycloRGDfV

N-Hydroxysuccinimid (NHS), N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimidhydrochlorid
(EDC), Ethanolamin (EA), CM5-Chip, Acetatpuffer

Tris—d11
Deuteriumoxid, 99.9%

di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat,
Natriumdihydrogenphosphat (wasserfrei)

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

Natriumchlorid

AEBSF-HCI, tert-Butylmethylether, Calciumchlorid,
Dichlormethan, 2,5-Dihydroxybenzoesaure, EDTA-Nay,
Essigsaureanhydrid, Kaliumchlorid, Natriumazid,
Trifluoressigsaure, Tris, Zinkchlorid

rhACE2

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
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Zellen und Proteine

Thrombozyten: Die Thrombozytenkonzentrate wurden vom Blutspendedienst Hamburg
Eilbek zur Verfiigung gestellt. Diese enthielten die von fiinf Vollblutspenden vereinigten
Thrombozyten, die in citrate-phophate-dextrose (CPD)-Plasma suspendiert vorlagen. Die
Zellzahl wurde vom Hersteller mit mindestens 2.5 x 10'' angegeben. Bei einem Volumen des
Transfusionsbeutels von 310—320 mL entspricht dies einem Gehalt von ~ 8 x 10
Thrombozyten/mL. Das CPD-Plasma enthielt pro 0.8 ml Blutplasma 0.2 ml CPD
Stabilisierungslosung. Die im Plasma verbleibenden Mengen an Erythrozyten und
Leukozyten wurden mit weniger als 5 x 10° und 1 x 10° spezifiziert.

rhACE2: Sowohl fir die SPR- als auch fiir die STD NMR-Messungen wurde das
rekombinante humane angiotensin converting enzyme 2 (thACE2) der Firma R&D Systems
eingesetzt. Das Protein umfasst die Aminosduren 1-740 und wurde als 16sliches Protein in
einer murinen Myeloma Zelllinie (NS0) mit einem C-terminalen His fag und einer Molmasse
von 120 kDa exprimiert. Geliefert wurde das Protein in einer 0.2 pum filtrierten Losungen von

25 mM Tris, 0.2 M NaCl, 5 uM ZnCl,, pH 8 und einer Proteinkonzentration von 1mg/ml.

Tabelle 8: Ubersicht der in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Puffer.

Bezeichnung Zusammensetzung

d-TBS-AEBSF 150 mM NacCl, 10 mM TRIS-d41, 4 mM NaNs, 3 mM KCl,
und 1 mM AEBSF-HCI in DO, pH 7.4

d-TBS-AEBSF-EDTA 150 mM NaCl, 10 mM TRIS-d11, 4 mM NaNs, 3 mM KCl,
1 mM EDTA-Naz und 1 mM AEBSF-HCI in D,O, pH 7.4

d-TBS-AEBSF-CaCl, 150 mM NaCl, 10 mM TRIS-dq1, 4 mM NaN3, 3 mM KClI,
1 mM CaCl, und 1 mM AEBSF-HCI in DO, pH 7.4

TBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris, 0.2 M NaCl und 5 pM ZnCl; in
Hzo, pH 8
d-TBS 0.2 um filtriert, 25 mM Tris-d¢4, 0.2 M NaCl und 5 uM

ZnCl, in DO, pH 8

PBS 40 mM NazHPO4, 10 mM NaH,POq4 - H,0, 0.1 M NaCl,
5 UM ZnCly, pH 7.4

85



EXPERIMENTELLER TEIL

7.2 Verwendete Gerite und Software

Automatisierte Peptidsynthese
Advanced Chemtech MOS 496 (2: Der Syntheseroboter MOS 496 Q der Firma Advanced
ChemTech arbeitet nach dem batch Verfahren und verfiigt iiber einen Reaktionsblock mit 96

Kammern, in denen parallel synthetisiert werden kann.

Chromatographie
BioCAD 700E Perfusion Chromatography Workstation: Die HPLC-Anlage der Firma
PerSeptive Biosystems war zur Aufreinigung der Peptide mit folgenden Sdulen und einem

Fraktionssammler bestiickt:
praparative Sdule: VP250/21 Nucleodur C18 Pyramid 5p column (Macherey&Nagel)
analytische Sdule: EC 250/4 Nucleodur C18 Pyramid 5u column (Macherey&Nagel)
Fraktionssammler: Gilson 203B, Gilson, Middleton, W1, USA.

Merck Hitachi La Chrom: Die HPLC-Anlage der Firma Merck Hitachi war zur Aufreinigung
der Peptide mit folgenden Sédulen bestiickt:

semipréparative Sdule: Protein & Peptide C18 (Vydac)

MALDI-TOF Massenspektrometrie
Biflex III: Die Aufnahme der MALDI-TOF-Spektren erfolgte an einem Biflex III

Spektrometer der Firma Bruker.

Surface Plasmon Resonance (SPR)

Biacore3000/T100: Die SPR-Untersuchungen wurden an Biacore3000 und BiacoreT100
Geriten der Firma Biacore durchgefiihrt. Dabei wurde das Protein auf Sensorchips des Typs
CM-5 (Biacore) immobilisiert. Zur Auswertung der Messdaten wurden die Programme
BIAevaluation 3.0, T100 Evaluation sowie OriginPro 7.5G (OriginLab Corporation)

verwendet.

NMR-Spektroskopie

Zur Aufnahme der NMR-Spektren standen zwei Spektrometer der Firma Bruker zur
Verfiigung:

Avance DRX 500: Der Magnet besitzt eine magnetische Induktion von 11.67 Tesla

entsprechend einer Larmor-Frequenz von 499.87MHz fiir Protonen. Das Spektrometer ist mit
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einem inversen Smm Tripelresonanz-Probenkopf mit Z-Gradienten und abgeschirmten Spulen
ausgestattet.

Avance DRX 700: Der Magnet besitz eine magnetische Induktion von 16.35 Tesla
entsprechend einer Larmor-Frequenz von 700.13MHz fiir Protonen. Das Spektrometer ist
wahlweise mit einem inversen Smm Tripelresonanz-Cryo-Probenkopf mit Z-Gradienten und
abgeschirmten Spulen oder mit einem TXI-Probenkopf ohne Cryo-Technologie ausgestattet.
Prozessierung: Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgte mit der Software XWINNMR
(Bruker, Version 3.1) auf Silicon-Graphics Workstations (O,, Octane) und TOPSPIN (Bruker,
Version 1.3) am PC.

Verschiedenes

Photometer: Die photometrischen Reaktionsverfolgungen wurden an einem UV-minil240-
Photometer der Firma Shimadzu vorgenommen.

Lyophylle: Die Gefriertrocknungen erfolgten an den Gerdten Alpha 1-2 bzw. Alpha 1-4 der
Firma Christ.

Speedvac: Zur Gefriertrocknung von wissrigen Losungen diente die SpeedVac SC110 der
Firma Savant. TFA-haltige Peptidlosungen wurden mit der SpeedVac SPD121P der Firma
Savant eingeengt.

Eppendorfzentrifuge 5804R: Das Zentrifugieren der Thrombozytensuspensionen sowie des
Peptidriickstandes nach  Ausfillen mit tert-Butylmethylether erfolgte mit der
Eppendorfzentrifuge 5804R der Firma Eppendorf.

Eppendorfzentrifuge 5415C: Nicht 16sliche Riickstande in Proben fiir die HPLC oder fiir die
NMR-Spektroskopie wurden mit Hilfe der Eppendorfzentrifuge 5415C zentrifugiert und
durch Abnehmen des Uberstandes abgetrennt.

Dialysemembran: Zum Umpuffern von rhACE2 dienten Slide-A-Lyzer MINI Units mit einem

molekularen Ausschlussgewicht von 3500 von der Firma Pierce Biotechnology.
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7.3 NMR Experimente mit humanen Thrombozyten

7.3.1 Umpufferung der humanen Thrombozyten in TBS-Puffer

Die Umpufferung der Thrombozyten erfolgte bei Raumtemperatur direkt nach der Abholung
der Konzentrate am sechsten Tag nach der Blutentnahme.

In ein zuvor gewogenes 50-mL-Zentrifugenrdhrchen wurden 16 mL (~ 14 x 10° Zellen)
Thrombozytenkonzentrat (CPD-Plasma) gegeben und 20 min bei 1600 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Das Pellet mit dem anhaftenden Uberstand wurde
ausgewogen und hatte ein Volumen von 300 pL bis 600 pL. Dieses wurde in 2 mL d-TBS-
AEBSF-EDTA-Puffer resuspendiert und die Suspension in ein zuvor gewogenes 15-mL
Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen durch 15 min Zentrifugation
bei 1600 x g sedimentiert und der Uberstand vom Pellet dekantiert. Die drei letzten Schritte
(Resuspendierung, Sedimentierung und Dekantierung) wurden insgesamt zehnmal wiederholt.
Bei der siebten Wiederholung wurde allerdings mit d-TBS-AEBSF-Puffer resuspendiert und
bei der achten bis zur zehnten Wiederholung wurde mit d-TBS-AEBSF-CaCl,-Puffer

resuspendiert.

7.3.2 STD NMR Messungen mit Thrombozyten

Vorbereitung der NMR-Proben: Bei der oben beschriebenen Umpufferung wurden Pellets mit
einem Volumen von etwa 500 pL erhalten. Diese wurden jeweils resuspendiert mit 500 pL bis
750 pL d-TBS-AEBSF-CaCl,-Puffer, so dass ein Volumen von ~1100 pL erhalten und
gleichmidfBig auf zwei Smm NMR-Rohrchen aufgeteilt wurde. Entsprechend enthielt damit
jede NMR-Probe 550 pL Zellsuspension mit ungefahr 7 x 10° Thrombozyten. Bei einem
durchschnittlichen Gehalt von 3 x 10'" Thrombozyten pro Liter menschlichen Bluts entsprach
diese Zahl einer Blutmenge von ca. 23 mL. Ferner enthielt jede NMR-Probe 100 bis 600 pmol
Integrin oupP3, mit der Annahme, dass 1-5 x 10* Integrinmolekiile auf der Zelloberfliche
prasentiert wurden. Zu einer der NMR-Proben wurden 50uL einer 3 mM Stammlésung (150
nmol) cyclo(RGDfV) in d-TBS-AEBSF-CaCl, pipettiert. Als Negativkontrolle dienten
Proben, die nur cyclo(RGDfV) in d-TBS-AEBSF-CaCl, enthielten.

Aufnahme der NMR Spektren: Alle NMR-Spektren wurden auf Bruker Avance DRX 500 und
700 NMR Spektrometern aufgenommen. Die STD NMR Spektren der Zellsuspensionen
wurden bei einer Temperatur von 283 K und einer spektralen Weite von 10 ppm mit

insgesamt 2k Datenpunkten aufgenommen (Pulsprogramm stdw5sp2d.bc). Die selektive
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Sattigung erfolgte iiber eine Kaskade von 40 Gausspulsen iiber einen Zeitraum von 2.04 s mit
einem Einstrahlpunkt der Sittigungspulse bei -1.1 ppm (on-resonance) und 114 ppm (off-
resonance). Die Wasserunterdriickung wurde durch Anwendung der WATERGATE
Pulssequenz (Pulsprogramm wJ3gp.rm) erreicht. Bei den aufgenommenen Spektren mit
T, ,—Filter (Pulsprogram stdwS5slsp2d.bc) wurden Spinlock-Pulse von 30 ms und 80 ms Linge
verwendet.

Auswertung der NMR-Spektren: Vor der Fourier Transformation wurden die Spektren mit
einer exponentiellen Linienverbreiterung von 0.5 Hz multipliziert. Die Bestimmung der
absoluten STD% erfolgte durch den Vergleich des STD-Spektrums mit dem durch das
Pseudo-2D-Experiment zuginglichen off-resonance Spektrum. Letzteres kann direkt als
Referenzspektrum verwendet werden, da es unter exakt den gleichen Bedingungen wie das

STD-Spektrum aufgenommen wurde.

7.3.3 NMR-spektroskopische Charakterisierung von cycloRGDfV

Alle NMR-Spektren wurden auf Bruker Avance DRX 500 und 700 NMR Spektrometern
aufgenommen. Die Zuordnung der 'H-chemischen Verschiebungen von cyclo(RGDfV)
erfolgte mit Hilfe von 1D-'H Experimenten, 2D-'H,'H TOCSY-Spektren (Pulsprogramm
mlevgpphl19) und 2D-"H,'H NOESY Spektren (Pulsprogramm noesygpphl9). Die
Wasserunterdriickung wurde mittels Vorsittigung des Wassersignals (Pulsprogramm zgpr)
oder durch Anwendung der WATERGATE Pulssequenz (Pulsprogramm p3919gp) erreicht.
Die 2D-Spektren wurden mit 512 Inkrementen in der F1-Dimension aufgenommen. Bei einer
Spektrenweite von 10 ppm wurden 32 scans mit jeweils 4096 Datenpunkten pro Inkrement

akkumuliert. Alle Spektren wurden mittels TPPI phasensensitiv aufgenommen.

In Tabelle 9 sind die chemischen Verschiebungen und die relativen STD% des Peptids
cyclo(RGDfV) aufgefiihrt. Die STD-Effekte wurden aus den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Bindungsstudien an nativem Integrin auf Thrombozyten und aus den Arbeiten

von R. Meinecke an rekonstituiertem Integrin in Liposomen bestimmt.
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Tabelle 9: Chemische Verschiebungen der Protonenresonanzen von cyclo(RGDfV) und deren
relative STD-Effekte [STD%] bezogen auf den absoluten STD-Effekt von (*) Phe He, He', HS
mit 55.5% und 11%, die jeweils als 100% festgelegt wurden (n. b. = nicht bestimmbar).

Chemische Verschiebung  relative STD% relative STD%
[ppm] Thrombozyten Liposomen

Arg Ha 4.122 92.7 72.7
Arg H3 1.424 72.6 60.5
Arg HP’ 1.306 48.6 60.5
Arg Hy 1.622 n. b. n. b.
Arg Hy’ 1.622 n. b. n. b.
Arg Ho 2.951 16.9 40.0
Arg HY' 2.951 16.9 40.0
Gly Ha 3.903 65.9 39.4
Gly Ha’ 3.256 43.6 40.0
Asp Ha 4.442 n. b. n. b.
Asp HB 2.438 55.2 40.3
Asp HB’ 2.278 58.8 54.5
Phe Ha 4.442 n. b. n. b.
Phe HB 2.837 74.4 66.5
Phe HB’ 2.717 57.3 66.5
Phe H9, & 7.134-7.086 92.7 100.0
Phe He, He’, HC 7.059-6.986 100.0* 100.0*
Val Ha 3.431 78.9 n. b.
Val HB 1.620 n. b. n. b.
Val Hy 0.452 46.0 57.1
Val Hy’ 0.405 51.5 65.7
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7.4 Peptidsynthesen

7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Peptidsynthese

AAYV 1: Fmoc-Abspaltung und Methylenfluoren-Monitoring (Fmoc-Wert)

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde das betreffende Harz in einer Glasfritte
zweimal mit je 2 mL eines Piperidin/DMF (1:4) Gemisches versetzt und {iber einen Zeitraum
von je 15 min geschiittelt. Zur Bestimmung der Kupplungsausbeute wurde anschlieBend
achtmal mit je 2 mL DMF gewaschen und die vereinigten Phasen je nach Ansatzgrofle im
Verhiéltnis 1:20 oder 1:10 verdiinnt. Die Menge des abgespaltenen Methylenfluorens lieB sich
photometrisch durch Messung der UV-Absorption bei einer Wellenlinge von 301 nm
(€=7950 M'em™) ermitteln. Anhand des so erhaltenen Fmoc-Werts konnte die

Kupplungsausbeute am Harz bestimmt werden.

AAYV 2: Acetylierung (Capping)

Zur Acetylierung der nicht umgesetzten Aminofunktionen (capping) wurde das Harz zweimal
in Folge mit einer 10%igen Losung von Essigsdaureanhydrid in DMF bedeckt und iiber einen
Zeitraum von mindestens 15 min geschiittelt. AbschlieBend wird das Acetylierungsreagenz
durch einen Stickstoffstrom aus der Fritte herausgedriickt und das Harz so oft mit DMF

gespiilt, dass simtliche Reste des Acetylierungsreagenzes entfernt wurden.

AAYV 3: Manuelle Kupplung von Aminosiurederivaten

Die der gewiinschten Ansatzgrofe dquivalente Menge PAL-PEG-PS-Harz wurde in eine
Glasfritte eingewogen und anschliefend zum Quellen fiir mindestens 20 Minuten mit DMF
bedeckt und geschiittelt und das Losungsmittel anschlieBend durch einen Stickstoffstrom aus
der Fritte herausgedriickt. Es folgte das Entschiitzen der Fmoc-Gruppe des Linkers bzw. des
bereits vorhandenen Peptid-N-Terminus (AAV 1). Fiir die nachfolgende Kupplungs-reaktion
wurde das seitenkettengeschiitzte Fmoc-Aminosiurederivat im vierfachen Uberschuss
eingewogen. Der Aktivator TBTU und die Base DIPEA wurden im fiinffachen Uberschuss
eingesetzt. Dazu wurde die Losung aus Aktivator und DIPEA in DMF zum Ld&sen der
Aminosdure verwendet und anschlieBend direkt auf das Harz gegeben. Es wurde dabei soviel
DMF zum Losen und Nachspiilen der Gefile verwendet, dass das Harz danach gerade mit
Fliissigkeit bedeckt war. Die Suspension aus Harz und Reaktionslosung wurde flir mindestens
eine Stunde auf einem automatischen Schiittelgerdt durchmischt. Bei einer Mehrfachkupplung

wurde die Reaktion mit frischer Reaktionslosung wiederholt. Nach Entfernen der
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Reaktionslésung und Waschen mit DMF wurden die nicht umgesetzten Aminogruppen
entsprechend der AAV 2 acetyliert. Der Synthesezyklus aus Fmoc-Abspaltung, Kuppeln und
Acetylieren wurde fiir die gewlinschte Anzahl an Aminosduren wiederholt. Zur
gegebenenfalls notigen Aufbewahrung wurde das Harz nach der Synthese mit Dichlormethan

gespiilt und nach Trocknen im Stickstoffstrom bei —20 °C gelagert.

AAYV 4: Abspaltung der Peptide von der Festphase und Entschiitzung der Seitenketten

Nach beendeter Synthese wurde das Harz mehrfach mit Dichlormethan gewaschen und
anschlieBend im Stickstoffstrom getrocknet. Zur gleichzeitigen Abspaltung des Peptids vom
Harz und der Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen wurden etwa 4 mL Losung von
TFA/TIPS/H,0 im Verhiltnis 95:5:2 auf das Harz gegeben und fiir mindestens eine Stunde
geschiittelt. Die Losung wurde anschlieBend in einem Kolben aufgefangen und das Harz mit
TFA nachgespiilt. Der Vorgang wurde einmal wiederholt und die Abspaltldsung im

Hochvakuum entfernt.

AAYV 5: Fillung des Peptidrohprodukts mit tert-Butylmethylether

Das vom Harz abgespaltene Peptidrohprodukt wurde mit ter-Butylmethylether {iberschichtet
und anschlieBend fiir mindestens 15 min im Ultraschallbad suspendiert. Die Suspension
wurde stehen gelassen und der Feststoff sedimentierte. Der Uberstand wurde vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Dieses wurde
zentrifugiert und anschlieBend der iiberstehende Ether dekantiert und verworfen. Der an der
Luft getrocknete Riickstand im Kolben und im Zentrifugenrdhrchen wurde vereinigt und fiir

die Aufreinigung mit Hilfe der HPLC verwendet.

AAYV 6: Priparative HPLC

Mit Hilfe der HPLC wurden Produkt und Deletions- bzw. Abbruchpeptide voneinander
getrennt. Dabei dienten semiprédparative und préparative reversed phase Séulen als stationire
Phasen. Als mobile Phasen wurden unterschiedliche Gradientenprogramme zwischen
Eluent A (95% H,0/5% MeCN) und Eluent B (95% MeCN/5% H,0), bzw. EluentC
(95% H20/5% MeCN/0.1% TFA) und Eluent D (95% MeCN/5% H,0/0.1% TFA) iiber die
Saulenvolumina (column volume, CV) ausgefiihrt. Eluiert wurde bei Raumtemperatur und
einer Flussrate von 5 mL/min (semipriparative Siule) oder 20 mL/min (priparative Sdule).
Die Laufmittel waren flir die HPLC Gradientenanalyse spezifiziert und wurden zuvor entgast.
Die Proben wurden in ca. 1 mL des Eluentengemisches gelost, welches dem Gradienten bei

der Injektion entsprach. Ungeloste Riickstinde wurden durch Filtration oder Zentrifugation
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vor der Injektion abgetrennt. Die Detektion erfolgte photometrisch bei Wellenldnge von 215
und 280 nm. Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurden die peaks des erhaltenen
Chromatogramms den Massen der Produkte zugeordnet. Die getrennt gesammelten
Fraktionen der einzelnen Durchgiinge, die das gleiche Produkt enthielten, wurden vereinigt,

am Rotationsverdampfer eingeengt und abschlieBend gefriergetrocknet.

7.4.2 Automatisierte Festphasenpeptidsynthesen

Die Peptidsynthese der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Peptide erfolgte weitestgehend
automatisiert am Syntheseroboter Advanced ChemTech MOS 469 (2 ausgehend vom C-
Terminus an der Festphase nach Fmoc-Strategie. Die Arbeitsschritte, die dem jeweiligen
Synthesezyklus zugrunde lagen, wurden vor Beginn der Synthese in sogenannten
Syntheseprotokollen programmiert. Aus diesen wurde ein Hauptprogramm erstellt, das jeden
einzelnen Syntheseschritt enthielt und den Syntheseroboter steuerte. Die Reaktionen fanden in
kleinen Kammern im Syntheseblock des Synthesizers statt. Je nach Ansatzgrofle wurde in die
Reaktionskammer die entsprechende Menge Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz eingewogen. Zum
Quellen wurde das Harz zweimal fiir jeweils 15 min in 1.5 mL DMF geschiittelt. Es folgte das
Abspaltprogramm zum Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe vom Harz. Dieses beinhaltete die
Zugabe von 1.5mL einer Losung aus Piperidin und DMF im Verhédltnis 1:4,
fiinfzehnminiitiges Vortexen und die Wiederholung dieses Schritts. Durch mehrfaches Spiilen
mit DMF wurden Reste der Abspaltlosung im anschlieBenden Waschprogramm entfernt. Fiir
jede Aminosdure wurde eine dreifache Kupplung programmiert. Die Durchfiihrung begann
damit, dass 150-300 pL DMF zum Harz pipettiert wurden. Es folgten die 0.5 M Losungen der
entsprechenden Fmoc-L-Aminosdurederivate, von DIPEA und von TBTU in DMF. Dabei
wurden die Verhiltnisse so gewihlt, dass wihrend der Reaktion vier Aquivalente
Aminoséure, fiinf Aquivalente Aktivator und ein fiinffacher Uberschuss an Base bezogen auf
die Ansatzgrofle vorlagen. Die jeweiligen Losungen wurden vor der Synthese hergestellt und
an den vorgesehenen Pldtzen im Synthesizer positioniert. Wihrend der Kupplungsreaktion
wurde durch Vortexen des Syntheseblocks fiir eine gute Durchmischung der Suspension aus
Harz und Reaktionslosung gesorgt. Nach jedem Kupplungsschritt wurden die nicht
abreagierten Aminofunktionen zweimal in Folge acetyliert. Dieses wurde durch Zugabe von
jeweils 1.5 mL Essigsdureanhydrid in DMF im Verhédltnis 1:9 und anschlieBendes
zehnminiitiges Schiitteln erreicht. Eine Waschsequenz beendete den jeweiligen Zyklus und es
folgte die Abspaltung der Fmoc-Gruppe am N-Terminus der ndchsten Syntheseposition. Um

gegebenenfalls die Ausbeute der automatisierten Peptidsynthese manuell durch
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Methylenfluoren-Monitoring (AAV 1) bestimmen zu konnen, wurde dann am Ende der
Synthese die Fmoc-Schutzgruppe der N-terminalen Aminosédure nicht automatisiert entfernt.
Die Abspaltung der Peptide vom Harz und die Entschiitzung der Aminosdureseitenketten

wurde in einer Losung von TFA/TIPS/H,0 im Verhiltnis 95:5:2 durchgefiihrt.

7.4.3 Automatisierte Synthese der Peptide 1-31 und 35-41

Die Peptide 1-16, 17-30, 31, 35-41 (Tabelle 10 und Tabelle 11) wurden entsprechend der
Beschreibung in 7.4.2 jeweils gleichzeitig in 20 pmol Ansédtzen automatisiert dargestellt. Auf
eine Bestimmung des Fmoc-Wertes zur Ermittlung der Kupplungsausbeute wurde zugunsten
der Einfachheit der automatisierten Entfernung der Schutzgruppe verzichtet. Die Harze der
Peptide 1-16 und 17-30 wurden fiir den Abspaltvorgang in einen speziellen Abspalt-
Reaktionsblock iiberfiihrt, zweimal in Folge fiir je 60 min in einer Losung aus TFA:TIPS:H,O
im Verhiltnis 95:5:2 suspendiert und anschlieBend darin gelost in Nalgenfldschen
aufgefangen. Die TFA-haltige Losung wurde in einer Vakuumzentrifuge entfernt und das
Rohprodukt entsprechend der AAV 5 und AAV 6 weiterverwendet. Die Harze der Peptide 31,
35-41 wurden fiir einen manuellen Abspaltvorgang vom Harz in Glasfritten tiberfiihrt und

entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV 4, AAV 5 und AAV 6 behandelt.

7.4.4 Manuell Synthese der Peptide 18, 32-34

Die Peptide 32-34 wurden nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV 1 —-AAV 6 in
20 umol Ansidtzen synthetisiert und gereinigt. Um eine ausreichende Menge Substanz fiir die
biologischen Inhibitionsassays zu erhalten, wurde die Verbindung 18 nach den allgemeinen
Arbeitsvorschriften AAV 1 —AAV 6 in einem 110 uM Ansatz erneut manuell synthetisiert
und gereinigt. Die Ausbeute nach HPLC betrug 95.7 mg (106 umol), entsprechend 96% der

Theorie.
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Tabelle 10: Ubersicht der synthetisierten RBD Peptide des SARS-CoV spike Proteins.
(*) Ausbeuten der manuellen Synthese von Peptid 18 fiir die SARS-CoV Inhibitionsassays.

Peptid Sequenz Fragment Molmasse | MALDI- | Ausbeute | Ausbeute
[g/mol] TOF [mg] [%0]
[M+H]"
1 NITNLSPFGEVFEF | N318-F329 1335.7 1336.6 2.9 11
2 NATKFPSVYAWE | N330-E341 1410.7 1411.8 34 12
3 RKKISNSVADYS | R342-5353 1365.7 1366.6 6.9 25
4 VLYNSTEFFSTFK [ V354-K365 1451.7 1352.5 2.7 9.5
5 SYGVSATKLNDL | S366-L377 | 1265.7 1266.4 10.6 42
6 SEFSNVYADSFVV | S378-V389 1332.6 1333.3 0.5 2
7 KGDDVRQIAPGQ | K390-0401 1281.7 1282.7 12.3 48
8 TGVIADYNYKLP | T402-P413 1351.7 1353.1 4.5 16.5
9 DDFMGSVLAWNT | D414-T425 1353.6 1355.2 5.5 20
10 RNIDATSTGNYN | R426-N437 1323.6 1324.3 3.2 12
11 YKYRYLRHGKLR | Y438-R449 1651.0 1652.4 10.5 32
12 PFERDISNVPFS | P450-S461 1405.7 1406.6 5 18
13 PDGKPSTPPALN | P462-N473 1191.6 1192.6 5.3 22.5
14 SYWPLNDYGFYT | S474-T485 1523.7 1524.5 4.4 14.5
15 TTGIGYQPYRVV | T486-V497 1351.7 1352.7 3.8 14
16 VLSFELLNAPAT | V498-T509 1272.7 1273.6 4.3 17
17 NYNYKY N435-Y440 | 862.4 863.6 1.0 5.5
18 YKYRYL Y438-1443 |[903.5 904.5 3.7(95.7)" | 20.5 (96)°
19 RYLRHG R441-G446 |799.5 800.6 12.1 75.5
20 RHGKLR R444-R449 |764.5 765.4 2.0 13
21 KLRPFE K447-E452 787.5 788.4 2.4 15.5
22 ALNSYW A471-w476 |751.4 752.2 1.7 11.5
23 SYWPLN S474-N479 | 777.4 778.3 4.1 26.5
24 PLNDYG P477-G482 | 676.3 677.5 3.9 29
25 DYGFYT D480-T485 | 763.3 764.2 4.3 21.5
26 FYTTTG F483-G488 | 687.3 688.5 3.5 17.5
27 TTGIGY T486-Y491 | 609.3 610.4 5.2 26
28 IGYQPY 1489-Y494 |7384 739.8 4.2 21
29 QPYRVV Q492-v497 759.4 760.5 2.8 14
30 RVVVLS R495-5500 | 670.4 671.5 2.6 13
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Tabelle 11: Ubersicht der synthetisierten RBD Peptidanaloga.

Peptid Sequenz Fragment Molmasse | MALDI- | Ausbeute | Ausbeute
[g/mol] TOF [mg] [%]
[M+H]"
IGYQ-GSGS- I489-0492
31 NYNYKYRYL N435-1.443 2043.9 2044.8 33 16.5
32 FKFRFL 855.5 856.5 6.6 38.5
33 WKWRWL 972.5 973.4 9.2 47.5
34 F¢KF¢RF¢L 909.5 910.4 3.7 20.5
35 YKYCitYL 904.5 905.6 1.0 5.5
36 BpaKYRChalL v438-1.443 981.6 982.7 1.0 5
37 WKYRChaL 916.6 917.8 0.3 1.5
38 BpaKChaRChaL 971.6 972.6 4.2 21.5
39 WKChaRChaL 906.6 907.5 1.3 7
40 BpaKChaRYL 981.6 982.4 34 17.5
41 WKChaRYL 916.6 917.4 5.3 29

7.4.5 Identifizierung der Peptide mit MALDI-TOF-MS

Die synthetisierten Peptide wurden mit Hilfe der MALDI-TOF-MS direkt aus den von der
HPLC eluierten Fraktionen identifiziert. Dazu wurde zunidchst die Matrix (0.5 uL einer
gesittigten DHB- bzw. CCA-Losung in Acetonitril/H,0/0.1%TFA) auf den Probenteller
getiipfelt und gewartet, bis das Losungmittel verdampft war. AnschlieBend wurden 0.7 pL der
HPLC-Fraktion auf die Matrix getiipfelt und zusammen mit dieser cokristallisiert und
anschlieBend vermessen. Tabelle 10 und Tabelle 11 geben eine Ubersicht der im Rahmen

dieser Arbeit synthetisierten RBD Peptide und Analoga des SARS-CoV spike Proteins.

7.5 SPR-Experimente

7.5.1 Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip

Die SPR-Untersuchungen erfolgten an einem BIACORE 3000 und T100 Gerét. Dazu wurde
jeweils das rekombinante humane Protein thACE2 der Firma R&D Systems auf einem CMS5-
Chip immobilisiert. Als Messpuffer diente TBS (Tabelle 8), der fiir die Messungen am

BIACORE 3000 jeweils vor Beginn der Messreihe iiber einen Zeitraum von 10 min in einem
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Ultraschallbad unter Vakuum entgast wurde. Das T100 Gerét verfiigte iiber die Moglichkeit
einer internen Entgasung des Puffers.

Zur Entfernung des bei der Immobilisierung stdrenden Tris wurde das in TBS gelieferte
ACE2 zunichst in PBS (Tabelle 8) umgepuffert. Simtliche Arbeitsschritte der Umpufferung
erfolgten in einem Kiihlraum bei 4 °C, in dem der Puffer vorgekiihlt wurde. Die ACE2
Losung (~ 10 pL) wurde in Slide-A-Lyzer MINI Units der Firma Pierce Technology mit
einem molekularen Ausschlussgewicht von 3500 pipettiert und anschlieBend darin mit einem
Schwimmer in 2 L PBS gebracht. Wihrend der Dialyse fiir mindestens 12 h wurde der Puffer
vorsichtig durchmischt. Fiir die Immobilisierung am BIACORE 3000 wurden die Flusszellen
Fcl/Fc2 bzw. Fc3/Fc4 des Chips jeweils gleichzeitig iiber einen Zeitraum von 10 min bei
einer Flussrate von 5 pL/min mit einer frisch angesetzten Losung aus 0.05 M NHS und 0.2 M
EDC (1:1) aktiviert (Befehl: Quickinject). Die Zellen Fcl sowie Fc3 dienten jeweils als
Referenz- und Fc2 sowie Fc4 als entsprechende Messzellen, in denen das Protein
immobilisiert wurde. Dazu wurde das entsprechende Volumen von ACE2 in PBS mit der 1-
S5fachen Menge Acetat-Puffer (pH 3.5) versetzt (Verhéltnis 1:1-1:5) und die Losung iiber die
aktivierte Messzelle geleitet. Nach Immobilisierung der gewiinschten Menge an ACE2
wurden Referenz- und Messzelle erneut zusammengeschaltet und verbliebene, nicht belegte
Carboxymethylgruppen blockiert. Dazu wurden die Flusszellen fiir 10 min mit einer 1 M
Ethanolamin-Losung bei einer Flussrate von 5 pL/min durchstromt. Am BIACORE T100
wurden die Flusszellen Fc1-4 jeweils nacheinander tiber einen Zeitraum von 12 min bei einer
Flussrate von 10 pL/min mit einer frisch angesetzten Losung aus 0.05 M NHS und 0.2 M
EDC (1:1) aktiviert (Befehl: Inject). Die Referenzzellen wurden direkt nach der Aktivierung
iiber einen Zeitraum von 12 min bei einer Flussrate von 10 pL/min mit einer 1 M
Ethanolamin-Losung blockiert. Die Belegung der Messzellen mit Protein erfolgte unmittelbar
nach der Aktivierung bei einer Flussrate von 10 pL/min mit einer Losung aus Protein in PBS
und Acetat-Puffer (pH 4) im Verhiltnis 1:5. AnschlieBend erfolgte die Blockierung mit 1 M
Ethanolamin-Losung {iber einen Zeitraum von 12 min bei einer Flussrate von 10 pL/min. Die
Belegung des Chips mit Protein wurde iiber die Differenzbildung der RU-Werte vor und nach
der Immobilisierung ermittelt. Dabei entsprach die Zunahme von ARU=1 einer

Massenzunahme von einem Pikogramm Protein.
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Tabelle 12: Belegung der CM5-Chips (Fc = flow cell): die Anzahl der Bindungsstellen ergibt
sich aus dem ARU-Wert vor und nach der Immobilisierung, der Masse von ACE2 mit 120 kDa
und der Annahme, dass pro ACE2 eine Ligand-Bindungsstelle vorhanden ist, RUyuax theor.
entspricht dem theoretisch maximal erreichbaren RU Wert, wenn alle Bindungsstellen mit
einem Liganden der Masse 900 g/mol belegt sind, die Bibliotheken B1, B1*, B2, B3 umfassen
entsprechend die Peptide (1-16), (3, 5, 7, 10, 12, 13, 16), (17-30) und (18,31-41), ' BIACORE
3000, > BIACORE T100.

ARU-Wert | Bindungstellen RUmax theor. Durchgefihrte
[= pg] [fmol] far M = 900 g/mol | Messungen
screening B1,
1299 (Fc2) 11 10 Konzentrationsreihen
1. von 11
Chip1 screening B1*,
6530 (Fc4) 54 49 Konzentrationsreihen
von 11, 14, 15.
5767 (Fc2) 48 43 screening B2
1Chip2 screening B2
8933 (Fc4) 74 67 Konzentrationsreihen
von 11, 14, 15.
12000 (Fc2) 100 90 Konzentrationsreihen
(P von 18
Chip3
9404 (Fc2) 78 70 screening B3
2
Chip4 Konzentrationsreihen
13235 (Fc4) 110 100 von B3

7.5.2 SPR-Bindungsuntersuchungen

Fiir sémtliche SPR-Messungen wurden entsprechend konzentrierte Peptid-Losungen in TBS
hergestellt. Bei den Durchfiihrungen am BIACORE 3000 wurden die Lésungen im jeweiligen
Messzyklus iiber einen Zeitraum von 1 min bei einer Flussrate von 5 pL/min mit dem Befehl
Quickinject injiziert. Am Gerdt T100 wurde bei einer Flussrate von 30 pL/min {iber einen
Zeitraum von 15-20s injiziert. Nach den Injektionen wurde gewartet, bis die Basislinie
wieder erreicht war. Tabelle 12 gibt eine Ubersicht iiber die jeweilige Immobilisierung der
verwendeten CMS5-Chips sowie liber die durchgefiihrten Messungen. Das screening der

Peptidbibliothek B1 auf Chipl/Fc2 wurde — mit Ausnahme der Verbindungen 2 und 3, die als
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200 uM bzw. 300 uM Losungen vorlagen — bei einer Peptidkonzentration von 500 uM
durchgefiihrt. Ferner wurde eine Konzentrationsreihe der Verbindung 11 auf dieser Flusszelle
untersucht. In Tabelle 13 sind sdmtliche untersuchte Konzentrationsreihen der Peptide
zusammengefasst. Die Peptide 3, 5, 7, 10, 12, 13, 15 und 16 wurden jeweils bei einer
Konzentration im Bereich von 1-5 mM erneut auf Affinitit gegeniiber ACE2 auf Chipl/Fc4
getestet. Anschliefend wurde eine konzentrationsabhéngige Messreihe von 11 auf Chipl/Fc4
wiederholt sowie Konzentrationsmessungen der bindenden Peptide 14 und 15 vorgenommen.
Das screening der Ligandbibliothek B2 wurde auf Chip2/Fc2 mit Ligandkonzentrationen von
250 yM =2 mM  durchgefiihrt. Dieses wurde auf Fc4 desselben Chips bei
Peptidkonzentrationen von 1 - 2 mM wiederholt sowie Konzentrationsreihen der Peptide 11,
14, und 15 erneut bestimmt. Die konzentrationsabhéngigen SPR-Messungen von 18 wurden
auf Chip2/Fc2/4, Chip3/Fc2 und Chip4/Fc3/4 durchgefiihrt. Die RBD Peptidanaloga 31-41
der Bibliothek B3 wurden anhand des Chip4/Fc2/Fc4 auf eine jeweilige Affinitdt gegeniiber
ACE2 getestet. Dabei diente Ligand 18 als Referenzverbindung und wurde ebenso in einer

konzentrationsabhingigen Messreihe untersucht.

Tabelle 13: Peptide und deren Konzentrationsreihen, die fiir die SPR-Messungen verwendet

wurden.

Peptid Konzentrationen [uM]

11 Chipl/Fc2: 4, 8, 16, 31, 63, 125, 250
Chipl/Fc4: 1, 2, 16, 31, 63, 125, 250
Chip2/Fc4: 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 63, 125, 250

14 Chip1/Fc4: 8, 31, 63, 125, 250, 500
Chip2/Fc4: 10, 20, 30, 40, 80, 125, 250, 500, 1000
15 Chipl/Fc4: 41, 82, 163, 325, 650, 1300
Chip2/Fc4: 20, 40, 60, 80, 125, 250
18 Chip2/Fc2: 31, 63, 125, 250, 500, 1000

Chip2/Fc4: 10, 20, 40, 63, 125, 250, 500

Chip3/Fc2: 31, 63, 125, 250, 500, 1000

Chip4/Fc3: 5, 10, 15, 20", 25, 30, 35', 40", 80, 100, 200, 250

Chip4/Fc4: 0.005, 0.5, 1,2, 4', 6, 8", 10', 12, 14, 16, 20', 24, 28, 30, 32, 40, 48,
56, 60
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Peptid Konzentrationen [uM]

31 Chip4/Fc3: 5, 10, 15", 30", 40', 63, 125, 250
Chip4/Fc4: 0.005, 0.5', 1,2, 4, 6', 8, 10, 12, 14', 16, 20, 24, 28, 30, 32, 40, 48,
56, 60
32 Chip4/Fc3: 5, 10", 15", 20", 25, 30, 35, 40, 250
33 Chip4/Fc3: 1.3,2.5', 5, 10", 15', 20, 25, 30, 35, 40, 250
Chip4/Fc4: 0.005, 0.5, 1, 2,4, 8", 12, 16', 20", 24, 32
34 Chip4/Fc3: 5', 10, 15', 20", 25, 30, 35, 40, 250
35 Chip4/Fc4: 0.2, 0.8, 1.6, 3, 6, 13, 19', 26, 32, 38", 45, 51", 64, 90, 96
36 Chip4/Fc3: 5, 10", 15', 20", 25, 30, 35, 40, 250
Chip4/Fc4: 0.01, 1, 2, 4', 8, 10", 16, 20", 32
37 Chip4/Fc4: 0.5, 2, 4', 8", 16', 32
38 Chip4/Fc4: 0.01, 11, 2, 4', 8, 10', 16, 20", 32
39 Chip4/Fc3: 1.3, 2.5, 5', 10", 15', 20, 25, 30, 35, 40, 250
Chip4/Fc4: 0.005, 0.5, 1,2', 4, 8", 12, 16', 20, 24, 32
40 Chip4/Fc3: 1.3,2.5,5', 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 250
Chip4/Fc4: 0.005, 0.5', 1, 2, 4", 8', 12, 16', 20, 24, 32
41 Chip4/Fc3: 5', 10", 15', 20, 25, 30, 35, 40, 250

Chip4/Fc4: 0.005,0.5', 1,2, 4', 8, 12', 16, 20', 24, 32

7.6 NMR-Experimente

7.6.1 Charakterisierung der Peptide 11, 18 und 31

Alle NMR-Spektren wurden auf Bruker Avance DRX 500 und 700 NMR Spektrometern
aufgenommen. Die Zuordnung der 'H-chemischen Verschiebungen von 11, 18 und 31
erfolgte mit Hilfe von 1D-'H Experimenten, 2D-'H,'H TOCSY-Spektren (Pulsprogramm
mlevgpphl19) und 2D-'H'H NOESY  Spektren (Pulsprogramm  noesygpphl9).
zusammengefasst. Die Wasserunterdriickung wurde mittels Vorséttigung des Wassersignals
(Pulsprogramm zgpr) oder durch Anwendung der WATERGATE Pulssequenz
(Pulsprogramm w5) erreicht. Die 2D-Spektren wurden mit 256 oder 512 Inkrementen in der
F1-Dimension aufgenommen. Bei einer Spektrenweite von 10 ppm wurden 32 Scans mit
jeweils 4096 oder 8192 Datenpunkten pro Inkrement akkumuliert. Alle Spektren wurden

mittels TPPI phasensensitiv aufgenommen.
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Tabelle 14:'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 11 gelést in H>O:D,0 (9:1) bei pH 3.
Das Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei

4.7 ppm kalibriert.

NH |Ho/a”| HB | HB" | Hy | Hy’ Sonstige

Ya38| - |4.004 |2.874|2.874 H5 6.865: H5'6.865: He 6.667; He'6.667

K439 | 8.249 | 4.144 | 1.484 | 1.484 | 1.112 | 1.112 | 3 1.484; H5'1.484; He 2.800; He"2.800;
Hc 7.388

Y440 | 8.020| 4.323 | 2.763 | 2.763 H5 6.947: H5'6.947: He 6.657; He'6.657

RA4418.046 | 4.061 | 1.511|1.511|1.306 | 1.306 | H5 2.968: H5"2.968: He 6.980

Y442 |7.933| 4.384 | 2.861 | 2.774 H5 6.960; H5'6.960: He 6.661; He'6.661

L443 | 7.989 | 4.164 | 1.336 | 1.336 | 1.336 H5 0.743: H5°0.679

RA444 |8.123| 4.067 | 1.589 | 1.589 | 1.430 | 1.430 | H5 3.025: H5°3.025; He 7.042

HA445 | 8.445 | 4,575 | 3.162|3.033 HS 8.468: H5'7.167: He 7.167: He'8.468

3.869/

Ga46 |8.333| 3509

K447 |8.217 | 4.169 | 1.659 | 1.659 | 1.288 | 1.288 | 10 1.539; H571.539; He 2.848; He"2.848;
HC 7.407

L448 |8.255| 4.217 | 1.473 | 1.473 | 1.473 H5 0.777: H5°0.724
H5 3.062: H5'3.062; He 7.070:

R449|8.256( 4.132 |1.709 | 1.709 | 1.503 | 1.503 | 12 8-002; H? 3062, F
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Tabelle 15: 'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 11 gelést in d-TBS bei pH 8. Das
Spektrum wurde auf einem 700 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf L443 Ho" bei

0.679 ppm kalibriert.
NH |Ha/o' | HB | HB" | Hy | Hy Sonstige

Y438 - 3.777 | 2.769 | 2.769 Ho 6.876; H5'6.876; He 6.657; He'6.657
K439 - 4.052 | 1.436 | 1.436 | 1.067 | 1.006 | H5 1.436; H5°1.436; He 2.777; He'2.777
Y440 - | 4.337 |2.794 | 2.713 HS 6.945; H5'6.945; He 6.657; He'6.657
R441 - | 4.025|1.486|1.486 | 1.276 | 1.276 | H5 2.953; H5'2.953

Y442 - 4.388 | 2.887 | 2.782 HS 6.967; H3°6.967; He 6.657; He'6.657
L443 - 4.139 | 1.309 | 1.309 | 1.414 Ho 0.738; H5°0.679

R444 - | 4.062 | 1.591|1.532 | 1.381 | 1.333 | H5 2.998; H5'2.998

H445 - 4.454 | 3.003 | 2.921 Hd 7.630; H3°6.855; He 6.855; He'7.630
| |58

K447 - | 4.17511.694 | 1.603 | 1.276 | 1.276 | H5 1.520; H5"1.520; He 2.838; He"2.838
L4438 - 4.195 | 1.442 | 1.442 | 1.498 H3 0.769; H5°0.711

R449 - 4118 | 1.702 | 1.603 | 1.513 | 1.437 | H& 3.039; H5°3.039
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Tabelle 16: 'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 18 gelést in H>O:D,0 (9:1) bei pH
3. Das Spektrum wurde auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf HDO
bei 4.7 ppm kalibriert.

NH | Hao | HB | HB" | Hy | Hy Sonstige
va3s| - |4.041|2.934|2.903 HG 6.916: H5’ 6.916: He 6.707: He’ 6.707
K439 |8.272 |4.179|1.517 | 1.517| 1.165 | 1.165 | T3 1.517: H8" 1.517; He 2.843; He” 2.843;
He 7.427
Y440 |8.074 |4.351|2.810| 2.810 HS 7.002: H5’ 7.002: He 6.710: He’ 6.710

R441 | 8.029 |4.091 | 1.546 | 1.546 | 1.341 | 1.341 | H5 3.013; H5" 3.013; He 7.020

Y442 | 8.096 | 4.383 | 2.883 | 2.883 HS 7.053; H3™ 7.053; He 6.735; He™ 6.735

L443 |8.080|4.119|1.421 | 1.421 | 1.421 H3 0.781; H3" 0.700

Tabelle 17: 'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 18 gelést in d-TBS bei pH 8. Das
Spektrum wurde auf einem 700 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf L443 HoO" bei
0.7 ppm kalibriert.

NH Ha HpB Hp’ Hy Hy’ Sonstige

Y438 | - 3.728 | 2.808 | 2.763 H3 6.918; H3'6.918; He 6.695; He'6.695

K439 | - 4.077 | 1.476 | 1.476 | 1.068 | 1.068 | H5 1.476; H5'1.476; He 2.815; He"2.815
H3 6.988; H53'6.988

Y440 | - 4.359|2.830 | 2.773 He 6.707: He'6.707

R441 - 4.072 | 1.539 | 1.539 | 1.318 | 1.318 | H5 3.000; H5°3.000
H3 7.050; H3'7.050

Y442 | - 4.401 | 2.902 | 2.879 He 6.730: He'6.730

L443 | - 4.114 1 1.476 | 1.383 | 1.383 H& 0.778; H5°0.700
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Tabelle 18:'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 31 gelést in H>O:D,0 (9:1) bei pH 3.
Das Spektrum wurde auf einem 700 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei
4.7 ppm kalibriert.

NH |Ho/a”| HB | HB" | Hy | Hy Sonstige
1489 - |3.733 |1.786 1.345|1.074 | Hy, 0.814; H5 0.759
3.851/
G490 | 8.456 3792
Y491 | 8.208 | 4.373 | 2.822|2.799 HG 6.946; H3™ 6.946; He 6.643; He™ 6.643

Q492 | 8.267 | 4.126 | 1.906 | 1.720 | 2.108 | 2.108 | He 7.292; He" 6.670

3.770/

G1 7.588 3738

S1 8.173| 4.301 | 3.758 | 3.691

3.884/
3.817

S2 8.119|4.238 |3.680 | 3.626

G2 |8.419

N435 | 8.280 | 4.502 | 2.600 | 2.514 H5 7.402; HS™ 6.722
Y436 | 7.939| 4.254 |2.775|2.712 HS 6.854; H3" 6.854; He 6.634; He™ 6.634
N437 | 8.060 | 4.433 | 2.585|2.479 Ho 7.379; H3" 6.722
Y438 | 7.836 | 4.224 | 2.832 | 2.807 H3 6.924; H3™ 6.924; He 6.654; He™ 6.654

H3 1.400; H3' 1.400; He 2.749; He' 2.749;
H¢ 7.360

Y440 | 7.643 | 4.311 | 2.839 | 2.676 Hs 6.898; H5™ 6.898; He 6.649; He™ 6.649

K439 | 7.837 | 3.909 | 1.400 | 1.400 | 0.965 | 0.965

R441 |7.717 | 4.001 | 1.489|1.489 | 1.246 | 1.246 | H5 2.914; H5" 2.914; He 6.936

Y442 | 7.980 | 4.352 | 2.859 | 2.802 H& 6.981; H3" 6.981; He 6.679; He” 6.679

H& 0.725; H3™ 0.654;

L443 | 7.912| 4.061 | 1.407|1.338 | 1.338 CONH/H’ 6.882/6.758
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Tabelle 19: 'H-chemische Verschiebungen in [ppm] von 31 gelést in d-TBS bei pH 8. Das
Spektrum wurde auf einem 700 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen und auf L443 Ho" bei
0.654 ppm kalibriert. Das Peptid zeigte in dem Puffer eine geringe Ldslichkeit. Die
chemischen Verschiebungen der mit * gekennzeichneten Protonen konnten in diesem
Spektrum nicht eindeutig zugeordnet werden. Fiir die Auswertung der STD NMR-Spektren
wurden bei diesen Protonen sowie bei den Protonen ohne Zuordnung die Verschiebungen aus

Tabelle 18 zugrunde gelegt (n. b. = nicht bestimmbar).

NH| Ho/a” | HB HB" Hy Hy’ Sonstige
1489 | - | 3.340 | 1.612 1.301 | 0.998 Hy, 0.743; H5 0.715
G490 - | n.b.
Y491| - | n.b. | n.b. | n.b. HS/S'* 6.866—7.043; Hs/s'* 6.635-6.737
Q492 | - | 4.108 | 1.914 | 1.701 | 2.088 | 2.088
G1 - n. b.
S1 | - | 4296 | 3.752 | 3.690
G2 - n.b
S2 | - | 4227 | 3.680 | 3.626
N435| - | 4495 | 2,508 | 2.516
Y436 | - | n.b. | n.b. | n.b. H8/6'* 6.866—7.043; Ha/s'* 6.635-6.737
N437 | - | 4429 | 2.582 | 2.481
Y438 | - | n.b. | n.b. | n.b. HS/S'* 6.866—7.043; Hs/s'* 6.635-6.737
K439 | - | 3.909 | 1.403 | 1.403 | 0.969 | 0.969 | H5 1.403; H5'1.403; He 2.749; He" 2.749
Y440 | - | n.b. | n.b. | n.b. H5/6’* 6.866—7.043; Hs/s'* 6.635-6.737
R441| - | 4.002 | 1.489 | 1.489 | 1.245 | 1.245 HS 2.912; H5 2.912
Y442 | - | n.b. | n.b. | n.b. H8/6'* 6.866-7.043; Ha/s'* 6.635-6.737
L443 | - | 4.061 | 1.410 | 1.340 | 1.340 HS 0.724; H5°0.654
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7.6.2 STD NMR mit ACE2

Umpufferung von ACE2: Fiir die STD NMR-Messungen wurde wie auch fiir die SPR-
Untersuchungen das in TBS gelieferte rekombinante humane ACE2 der Firma R&D Systems
verwendet. Um moglichst hohe IntensitidtseinbuBlen durch das im Puffer enthaltene H,O zu
vermeiden, wurde das Wasser gegen D,O ausgetauscht. Dazu wurde die ACE2 Ldsung
(~ 10 pL) in Slide-A-Lyzer MINI Units der Firma Pierce Technology mit einem molekularen
Ausschlussgewicht von 3500 pipettiert und anschlieend darin mit einem Schwimmer in
20 mL d-TBS (Tabelle 8) gebracht. Wihrend der Dialyse iiber einen Zeitraum von mindestens
20 h wurde der Puffer vorsichtig durchmischt und zweimal durch jeweils 20 mL frischen
Puffer erneuert. Sdmtliche Arbeitsschritte der Umpufferung erfolgten in einem Kiihlraum bei
4 °C, in dem der Puffer vorgekiihlt wurde.

Vorbereitung der NMR-Proben: Nach beendeter Dialyse wurde das Puffervolumen der
Proteinlosung bestimmt und in ein Eppendorf Reaktionsgefal iiberfiihrt. Das Dialysegefal3
wurde mit einer definierten Menge Puffer nachgespiilt und mit der Proteinlosung vereinigt. Zu
dieser wurde dann von der Peptidstammldsung in d-TBS die entsprechende Menge Ligand
gegeben und anschliefend das Gesamtvolumen durch Zugabe von 4-TBS auf 100 pL
eingestellt. Die Protein-Ligand Losung wurde anschlieBend in ein 100 pl. Shigemi NMR-
Rohrchen pipettiert.

Negativkontrolle: Als Negativkontrolle der STD NMR-Untersuchungen dienten Proben, die
keine ACE2 sondern lediglich die entsprechende Menge Peptid gelost in d-TBS enthielten.
Aufnahme der NMR-Spektren: Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte auf einem Bruker
Avance 700 NMR Spektrometer. Die STD NMR Spektren wurden bei einer Temperatur von
295 K und einer spektralen Weite von 11 ppm mit insgesamt 3k Datenpunkten aufgenommen
(Pulsprogramm std.t4 3.bc). Die selektive Sittigung erfolgte iiber eine Kaskade von
Gausspulsen iiber einen Zeitraum von 4 s mit einem Einstrahlpunkt der Sattigungspulse bei
- 0.5 ppm (on-resonance) und 40 ppm (off-resonance). Die Wasserunterdriickung wurde durch
Anwendung der WATERGATE Pulssequenz (Pulsprogramm wJ3gp.rm) erreicht.

Auswertung der NMR-Spektren: Vor der Fourier Transformation wurden die Spektren mit
einer exponentiellen Linienverbreiterung von 1 Hz multipliziert. Die Bestimmung der
absoluten STD% erfolgte durch den Vergleich des STD-Spektrums mit dem durch das
Pseudo-2D-Experiment zugénglichen off-resonance Spektrum. Letzteres kann direkt als
Referenzspektrum verwendet werden, da es unter exakt den gleichen Bedingungen wie das
STD-Spektrum aufgenommen wurde. Die quantitative Auswertung der STD-Spektren der

Verbindungen 11, 18 und 31 ist in den folgenden Tabellen zusammengefasst:
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Tabelle 20: Absolute und relative (in Klammern) STD-Effekte in [%] der Verbindung 11
(Y438-R449, YKYRYLRHGKLR). Fiir ein Signal von mehreren gleichwertigen Protonen
wurde der beobachtete STD-Effekt pro Wasserstoffatom berechnet. Die in der jeweils

gleichen Farbmarkierung gezeigten Resonanzen konnen im STD-Spektrum nicht differenziert

werden.
NH | Ha HpB HB" Hy Hy’ Sonstige

e H8,6" 18.2 = 9.1/H (32);
Y438 20.0(70) | 20.0(70) He.e’ 20.8 = 10.4/H (36)
K439 | - | - He,e” 15.8 = 7.9/H (28)

e H3,5°20.4 =10.2/H (36);
Y440 20.0 (70) | 20.0 (70) He.c' 20.8 =10 4/H (36)
R441| - | - 13.9=7.0/H (24) |H$,5713.0 = 6.5/H (23)

| 28.7 H$,5°18.2 = 9.1/H (32);
vadz (100) 20.0(70) He,e” 20.8 = 10.4/H (36)

Bl _ HS 14.1 = 4.7/H (16);
L443 13.9 = 7.0/H (24) H' 15.6 = 5.2/H (18)
R444| - | - | 19.6 (68) 13.9 (48) | H5,5° 13.5 = 6.8/H (24)

HS 17.4 = 8.7/H (30); H3" 17.4
H445| - | - | 20.0 (70) | 27.5 (96) =8.7/H (30); He 17.4 = 8.7/H
(30); He” 17.4 = 8.7/H (30)

G446 | - | -
K447 | - | - 19.6 (68) 13.9 = 7.0/H (24) He.o' 13.8 = 6.9/H (24)

| HS 13.7 = 4.6/H (16);
L448 H&" 13.5 = 4.5/H (16)
R449 | - | - 19.6 (68) H8,5" 14.9 = 7.5/H (26)
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Tabelle 21: Absolute und relative (in Klammern) STD-Effekte in [%] der Verbindung 18
(Y438-L443, YKYRYL). Fiir ein Signal von mehreren gleichwertigen Protonen wurde der
beobachtete STD-Effekt pro Wasserstoffatom berechnet.

NH | Ha HB HB" |Hy|Hy Sonstige
Y438 | - | - | 8.3(89) |4.6(49) HS, 8.95 = 4.5/H (48); He,e” 11.1 = 5.6/H (60)
K439 | - | - - - - | - |Heg 5.3=2.7/H(29)
Y440 | - | - | 8.6(92) |4.9(53) H3,6°8.1 = 4.1/H (44); He,e” 9.2 = 4.6/H (49)
R441| - | - - - - | - |H8,6'9.1 =4.6/H (49)
Y442 | - | - [9.3(100)|7.6 (82) H§,8'7.8 = 3.9/H (42); He,e” 9.75 = 4.9/H (53)
L443 | - | - - - - H8 7.2 = 2.4/H (26); H5" 4.4 = 1.5/H (16)
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Tabelle 22: Absolute und relative (in Klammern) STD-Effekte in [%] der Verbindung 31
(1489-0492-Linker-N435-L443, IGYQGSGSNYNYKYRYL). Fiir ein Signal von mehreren
gleichwertigen Protonen wurde der beobachtete STD-Effekt pro Wasserstoffatom berechnet.

Die farbig markierten Resonanzen konnen im STD-Spektrum nicht differenziert werden.

NH | Ho, Hp HB’ Hy Hy’ Sonstige
nE _ Hy, 5.1 = 1.7/H (9),
1489 10.2(54) | 102(54) |20 717 0o
G490 | - | -
nE H&;8” 10.9 = 5.5/H (29);
Y491 9.0(47) | 9.0(47) He;e” 13.1(6.6/35)
Q492 | - | - | 19.0(100) | 19.0 (100) 7603.8MH(20) |-
Gl | - | -
s1 -] - - -
G2 | - |-
s2 | - | - - -
N435 | - | - | 97(51) | 9.7(51) -
N H&;5'11.8 = 5.9/H (31);
Y436 12.0(63) | 12.0(63) He;e” 13.1(6.6/35)
N437 | - | - - - -
nE H&;5" 9.3 = 4.7/H (25),
Y438 9.0(47) | 9.0(47) He;e' 13.1 = (6.6/H (35)
K439 | - | - - - - - -
ne H&;5" 11.8 = 5.9/H (31);
Y440 9.0 (47) | 10.0(53) He;e” 13.1 = 6.6/H (35)
R441 | - | - 76=3.8H(20) |H535 7.0 =3.5MH (18)
nE H&;5" 11.8 = 5.9/H (31);
Y442 12.0(63) | 9.0 (47) Hee” 13.1 = 6.6/H (35)
ne _ _ ] H5 5.1 = 1.7/H (9);
L443 H&' 5.6 = 1.9/H (10)
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7.7 Toxikologie und Handhabung der Chemikalien

Gefahren-

Substanzname R-Satze S-Satze
symbol

Aceton F 11 9-16-23.2-33

Acetonitril (MeCN) F, T 11-23/24/25 16-27-45

4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-
Hydrochlorid (AEBSF-HCI)

nicht vollstandig geprufter Stoff

O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-

Xi 36/37/38 26-36
tetramethyluroniumtetrafluoro-borat (TBTU)
tert-Butylmethylether F 11-66 16-23.2-29-33
Calciumchlorid Xi 36 22-24
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA) Xn 20/21/22- 26-36
36/37/38
Dichlormethan Xn 40 23.2-
24/25/36/37
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) - - 24/25
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) F,C 11-22-34-52/53 16-26-
36/37/39-45-
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N- Xn 29.36/37/38-42 )
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)
N,N-Dimethylformamid (DMF) T 61-E20/21-36 53-45
Essigsaure C 10-35 23.2-26-
36/37/39-45
Essigsaureanhydrid (Ac,0) C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Ethanol F 11 7-16
Ethanolamin Xn 20-36/37/38 -
Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz Xn 29

(EDTA-Nay,)

Fmoc-Aminosaurederivate

nicht vollstandig geprifter Stoff

Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz

nicht vollstandig geprufter Stoff
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Substanzname Gefahren- R-Sitze S-Satze
symbol
N-Hydroxysuccinimid (NHS) Xi 5-36/37/38 -
Kaliumchlorid - - -
Methanol F, T 11-23/24/25-  7.16-36/37-45
39/23/24/25
Natriumazid TN 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Natriumchlorid - - -
Natriumdihydrogenphosphat - - -
di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat - - -
Piperidin F, T 11-23/24-34 16-26-27-45
2-Propanol F, Xi 11-36-67 (2-)7-16-24/25-
26
Salzséaure C 34-37 26-36/37/39-45
Trifluoressigsaure (TFA) C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-
45-61
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Xi 36/38 -
Triisopropylsilan (TIPS) Xi 10-36/37/38 26-36
Zink(Il)chlorid C 34 7/8-28.1-45
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