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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Influenzavirus verursacht Grippe. Grippe ist eine infektiose Krankheit, die jahrlich
Epidemien und in gréeren regelméfBigen Abstinden Pandemien verursacht. Die Grippe fiihrt
bei infizierten Menschen zu klinischen Symptomen wie Fieber, Husten, Entziindungen der
oberen Atemwege und Muskelschmerzen. Eine Influenzainfektion kann potentiell tédlich
verlaufen, beispielsweise durch Hervorrufen einer sich anschlieBenden Lungenentziindung.
Risikogruppen fiir derartige Komplikationen sind vor allem Kinder, alte Menschen und

Menschen mit geschwichtem Immunsystem'.

Sowohl die Spanische Grippe von 1918 als auch die Asiatische Grippe von 1957 und die
Hongkong-Grippe aus dem Jahre 1968 verbreiteten sich zu Pandemien und bewirkten den
Tod von mehreren Millionen Menschen weltweit”. Die Schweinegrippe 2009 (HIN1) und der
Ausbruch von H7NO9 in China Anfang 2013 hat die Welt an die stindige Bedrohung durch
Influenzaviren erinnert® °. Trotz dieser enormen Bedrohung durch die vom Influenzavirus
ausgeloste Grippe, sind die Diagnose- und Behandlungsmoglichkeiten riickstéindig. Es stehen
mit den Neuraminidaschemmern Oseltamivir (Tamiflu®, Roche) und Zanamivir (Relenza®,
GlaxoSmithKline) praktisch nur zwei spezifische Wirkstoffe zur Verfiigung. Die tatséchliche
Wirksamkeit dieser Medikamente ist immer noch umstritten. Thre Verabreichung verringert
die Erkrankungsdauer nach gesicherten Erkenntnissen nur um etwas weniger als einen Tag,
fithrt aber wahrscheinlich auch zu einer geringeren Mortalitdt und einer geringeren Anzahl an

Hospitalisierungen’.

Entscheidend fiir einen Behandlungserfolg mit den aktuell verfiigbaren Medikamenten ist
eine rechtzeitige Diagnose, da eine Verabreichung von Oseltamivir als auch Zanamivir nur
innerhalb der ersten 48 Stunden nach Auftreten der ersten Krankheitssymptome iiberhaupt
sinnvoll erscheint. In diesem Zeitraum besteht jedoch bei symptomatischer Diagnose eine
hohe Verwechslungsgefahr mit anderen Atemwegserkrankungen. Die typische
Labordiagnostik mittels Zellkultur, Antikérpernachweis oder Elektronenmikroskopie dauert
mehrere Tage, ist damit fiir eine medikamentdse Behandlung zu langsam und dient vor allem
zur allgemeinen Uberwachung der Influenza-Aktivitit innerhalb von Gesellschaften. Der
spezifische und sensitive Nachweis mittels Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR) dauert in der Praxis noch etwa einen Tag und ist damit ebenfalls nicht fiir eine

ziigige und flachendeckende Diagnostik geeignet. Daher wurden bereits Antikorper-basierte
1



Schnelltests entwickelt, die mit guter Sicherheit in nur 15 Minuten ein, mit bloBem Auge auch
fiir den Laien identifizierbares, Ergebnis liefern. Die Kosten der Schnelltests (ca. 20 €) liegen
aber immer noch zu hoch, um eine kontinuierliche Uberwachung zu erlauben und werden in
Deutschland bei arztlicher Indikation nur fiir Risikopatienten von den Krankenkassen bezahlt.
Die Spezifitit dieser Tests ist zwar hoch (>96%), sofern sie innerhalb von 48 Stunden nach
Auftreten der ersten Symptome durchgefiihrt werden. Die Sensitivitdt liegt jedoch nur bei
durchschnittlich 62%, sodass negative Testresultate mittels aufwendigerer Methoden
iiberpriift werden sollten®. Aufgrund dieser Situation wurden in der letzten Saison mit deutlich
erhohter Influenzaaktivitdt in Deutschland (im Winter 2008/2009) nur bei 1% aller Infizierten
der Virus tatsidchlich nachgewiesen (47008 labordiagnostische Nachweise bei geschitzten
4.3 Mio. Infizierten’). Eine flichendeckende spezifische, und nicht nur symptomatische
Therapie der Grippe, ist somit derzeit unmdoglich. Daraus ergibt sich ein dringender Bedarf an

schnellen und exakten Nachweismethoden'’.

Ein Weg zur weiteren Verbesserung von Diagnostika im Allgemeinen ist die Verwendung
von kleinen EiweiBmolekiilen, sogenannten Peptiden, anstelle von Antikorpern. Peptide sind
kostengtinstiger als Antikorper und erlauben aufgrund ihrer geringen Grofe auch die
Etablierung vollig neuartiger Sensorsysteme. Synthetisch hergestellte Peptide erdffnen die
Moglichkeit zur Generierung verschiedenster Peptidvarianten mit definierten Funktionalitdten
zur Immobilisierung auf unterschiedlichen Oberflichen. AuBerdem weisen sie eine
intrinsische chemische und thermische Stabilitit auf''. Insbesondere konnen Peptide als
Rezeptoren in integrierten Biosensoren verwendet werden. Integrierte Biosensoren vereinigen
alle Analyseschritte von der molekularen Erkennung eines Analytmolekiils bis zur
Signalgebung in einem Makromolekiil und arbeiten vollstidndig gerétefrei. Durch multivalente
Bindung vieler kleiner Peptide an einen groferen Analyten mit multiplen Bindungsstellen
konnen damit voraussichtlich besonders sensitive und spezifische Nachweissysteme generiert

12
werden “.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung von neuartigen Peptiden, die spezifisch
an das intakte Influenzavirus binden, um dieses fiir den Einsatz in Biosensoren verfiigbar zu
machen. Dazu sollen ihre Bindungseigenschaften systematisch charakterisiert und mittels
Variation der Aminosduresequenz optimiert werden. Insbesondere sollen universell bindende
Peptide generiert werden, die eine subtypeniibergreifende Detektion von Influenzaviren
ermoglichen und auch fiir die Erkennung von neu auftretenden Virusmutationen geeignet

sind.
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2.1 Peptide in der Biosensorik

Ein Biosensor ist ein Gerét, dass eine biochemische Information in ein analytisches Signal
umwandelt. Der ITUPAC-Definition fiir Biosensoren folgend, kombiniert dieses Gerdt die
Erkennung eines Analyten durch eine biochemische Reaktion mit der Umwandlung dieser
Reaktion in ein physikochemisches Signal (z.B. elektrisch, optisch, thermodynamisch)'®. Der
namensgebende Hauptbestandteil eines Biosensors ist die sensitive biologische
Rezeptoreinheit. Dies kann unter anderem ein Zellrezeptor, ein Antikorper, ein Enzym, eine
Nukleinsdure (DNA-/RNA-Aptamer) oder ein Peptid sein'®. In den letzten Jahren sind auch
artifizielle biomimetische Materialien, insbesondere MIPs (molecularly imprinted polymers),

in den Fokus der Forschung an Rezeptoreinheiten geriickt'>'*.

Die Wahl der Rezeptoreinheit hingt von verschiedenen Faktoren wie zum Beispiel der Art
der nachgeschalteten Signalgebung, der zugrundeliegenden Oberfliche und der Verwendung
des Biosensors ab. Essentiell fiir alle Rezeptoren ist die Spezifitit gegeniiber der Zielstruktur,
da diese fast ausschlieBlich vom Rezeptormolekiil selbst abhéngt. Eine hohe Sensitivitit bzw.
Affinitdt des Rezeptors ist ebenso von Bedeutung, wobei diese noch durch nachfolgende
Verstarkungsmechanismen (z.B. enzymatisch) weiter erhoht werden kann. Peptide bilden
zunehmend einen Schwerpunkt in der Forschung und Entwicklung von Biosensoren

(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Anzahl der Publikationen im Bereich peptidbezogener Biosensoren. Die Daten
wurden aus einer Stichwortsuche nach Inhalten (,,peptid* biosens**) mit Hilfe der Datenbanken ISI
Web of Knowledge (www.webofknowledge.com) und PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/) erhalten (Abfrage am 13.06.2014). *Die Daten von 2014 umfassen nur Publikationen bis
zum Abrufdatum.
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2.1.1 Allgemeine Eigenschaften von Peptiden

Peptide sind organische Verbindungen, welche aus der linearen Verkniipfung von
Aminosduren (AS) mittels Amidbindungen gebildet werden. Die Anzahl der Aminosduren
grenzt dabei Peptide und Proteine voneinander ab, wobei bis zu einem Molekulargewicht von

ca. 10000 Da von Peptiden gesprochen wird".

Peptide kommen natiirlich vor, konnen aber auch mittels chemischer Vollsynthese aus ihren
einzelnen Aminosiuren aufgebaut werden'. Es sind 23 proteinogene Aminosiuren bekannt,
welche nach ihren Funktionalititen in unterschiedliche Kategorien eingruppiert werden
(unpolar-aliphatisch, aromatisch, polar-ungeladen, schwefelhaltig, positiv/negativ geladen)’.
Die Aminosdurenzusammensetzung bestimmt direkt die physikochemischen Eigenschaften
des Peptids (z.B. isoelektrischer Punkt (pI), Hydrophobizitit). Bereits kurze Peptide ab einer
Linge von sieben Aminosduren konnen definierte Sekundirstrukturen ausbilden®'. Diese
fixieren sowohl das Peptidriickgrat als auch die Seitenketten der Aminosdurereste und sind fiir
die Funktionalitidt sowohl fiir kleine Peptide als auch Proteine von grofer Bedeutung. Die
nichtkovalenten Wechselwirkungen, die Peptide zu anderen Molekiilen eingehen, basieren
dabei auf der Fiahigkeit Wasserstoffbriickenbindungen {iiber die Amidbindungen im
Peptidriickgrat auszubilden sowie verschiedenste Wechselwirkungen (van-der-Waals, ionisch
etc.) iiber ihre Seitenketten einzugehen®. Alle Aminosduren auBer Glycin sind chiral, die

natiirlich vorkommenden Peptide und Proteine bestehen ausschlieBlich aus L-Aminosduren’.

Peptide spielen als Hormone, Transmitter, Toxine und auch Antibiotika eine wichtige Rolle
in der Natur. Des Weiteren sind kurze Peptide mit einer Ldnge von acht bis siebzehn
Aminosduren ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Die
Haupthistokompatibilitidtskomplexe (major histocompatibility complexes, MHCs) der Klasse I
und II prisentieren diese kurzen Peptide, welche ein Abbild aller exprimierten Proteine der
jeweiligen Zelle darstellen. Die Peptide werden von T-Zellen des Immunsystems erkannt,
wodurch diese wiederum die MHC-tragenden Zellen als gesund oder krank identifizieren®.

Damit sind diese kurzen Peptide in der Lage eine spezifische Immunantwort auszuldsen.

Peptide werden aber auch zunehmend kiinstlich erzeugt, um als Wirkstoffe24”26,

27,28 29,30

Inhibitoren”", Reagenzien in Aufreinigungssystemen oder auch Rezeptoren in

: 31-33 .. .
Biosensoren biotechnologisch verwendet zu werden.
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2.1.2 Wechselwirkungen bindender Peptide

Bindende Peptide interagieren mit ihren Zielstrukturen iiber nichtkovalente
Wechselwirkungen. Dazu zdhlen insbesondere van-der-Waals-Wechselwirkungen (1-
2 kcal/mol), hydrophobe Effekte (<10 kcal/mol), Wasserstoffbriickenbindungen (4-
30 kcal/mol) sowie elektrostatische Wechselwirkungen (5-90 kcal/mol)***°. Zur Ausbildung
der einzelnen Wechselwirkungsarten sind entsprechende Funktionalititen im Peptid
erforderlich. Das Peptidriickgrat kann iiber seine Amidbindungen vor allem
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen. Hydrophobe Aminosduren insertieren in hydrophobe
Taschen im Zielmolekiil, wihrend geladene AS ionische Wechselwirkungen eingehen. Die
Bindungsregionen im Zielmolekiil werden, abgeleitet von Antikdrper-Antigen-Interaktionen,
als Epitope bezeichnet. Es werden zwei Formen von Epitopen unterschieden. Es existieren
zum einen lineare Sequenzepitope (kontinuierlich) und zum anderen Konformationsepitope
(diskontinuierlich). Letztere werden aus mehreren Regionen im Zielmolekiil {iber deren
dreidimensionale Anordnung im Raum gebildet’®. Eine Vielzahl ~momentaner
Charakterisierungsmethoden zielt ausschlieBlich auf lineare Epitope ab, obwohl
diskontinuierliche Epitope wahrscheinlich viel hiufiger in der Natur vorkommen®’. Stehen in
einem Zielmolekiil mehrere Bindestellen zur Verfiigung, konnen diese mittels multivalenter
Rezeptoranordnungen (z.B. immobilisierte Peptide auf einer Oberflidche) adressiert werden.

Dadurch wird eine stirkere Bindung generiert.

Multivalenz beschreibt die parallele Bindung mehrerer gleichartiger Interaktionsstellen
zwischen zwei Bindungspartnern'>®. Allgemeine Beispiele dafiir sind die Bindung von
Antikorpern an mindestens dimere Proteine, mit je zwei gleichartigen Paratopregionen bzw.
Epitopen (Bivalenz), die Interaktion des Tetrameren Avidins mit mehrfach biotinylierten
Proteinen (Tetravalenz) oder Zell-Zell-Kontakte (Polyvalenz). Die Bindungsstirke bei
multivalenten Bindungsereignissen wird im Gegensatz zur Monovalenz (Affinitdt) als
Aviditit bezeichnet'?. Dies verdeutlicht den Unterschied in der Natur der Bindung zwischen
Mono- und Multivalenz. Bereits eine bivalente Bindung kann gegeniiber der monovalenten
Bindung eine um 2-3 GroBenordnungen héhere Aviditit besitzen'>. Grund dafiir ist die
Kooperativitit, welche die entropische Begiinstigung einer zweiten Bindung durch
Vororientierung der Bindungspartner aufgrund des ersten Bindungsereignisses beschreibt.
Dennoch sind nicht alle multivalenten Bindungen kooperativ, sondern konnen auch additiven

oder synergistischen Charakter aufweisen™. Generell ist das multivalente Bindungsmotiv
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weitverbreitet in biologischen Systemen, unter anderem bei bivalenten (IgG) bzw.

dekavalenten Antikorpern (IgM).

In Biosensoren spielen multivalente Bindungseffekte immer dann eine Rolle, wenn ein
Analyt mehr als eine potentielle Bindestelle besitzt, was insbesondere bei der Detektion von
Zellbestandteilen, ganzen Zellen oder einigen Viren der Fall ist. Hierbei ist eine gerichtete
Immobilisierung der Rezeptoren auf der Oberfliche sowie deren geometrische Anordnung
mitentscheidend fiir eine passgenaue Bindung des Analyten und damit erreichbarer hoher
Aviditét. Dabei wird zwischen molekularer Multivalenz des jeweils einzelnen Rezeptors und
Oberflichenmultivalenz der gesamten Sensoroberfliche unterschieden®. Durch gezielte
Variation der Anzahl der Bindestellen konnten bereits Rezeptoren mit hoher Sensitivitdt und
Spezifitit, zB. gegen Concanavalin A, erzeugt werden®’. Neben der Anzahl der
Rezeptorbindestellen spielen auch die Bewegungsfreiheitsgrade der Rezeptoren eine
wesentliche Rolle*'. Daher muss je nach Bindungssystem ein Optimum der dreidimensionalen
Rezeptoranordnung (z.B. Ligandendichte, Spacerlinge) empirisch gefunden werden.
Informatische voraussagende Methoden kdnnen dabei behilflich sein, ebenso wie tiefgehende

Kenntnisse iiber die Natur der Bindung, z.B. aus kristallographischen Untersuchungen.

Der Zusammenhang zwischen definierter Immobilisierung und Funktionalitdt ist somit

evident. Dies gilt insbesondere fiir Peptide in heterogenen Biosensoren''.

2.1.3 Funktionelle Prisentation peptidischer Binder auf Oberflichen

Viele Biosensoren basieren auf der Analytdetektion mittels immobilisierter Rezeptoren auf
einem festen Trigermaterial, sogenannten heterogenen Analyseverfahren. Im Gegensatz zu
homogenen Analyseverfahren in Losung, ermoglichen sie Waschschritte, um in definierter

Art und Weise mehrere Reagenzien nacheinander mit dem Rezeptor in Kontakt zu bringen.

Grundsatzlich stehen fiir die funktionelle Immobilisierung von Liganden im Allgemeinen
und Peptiden im Besonderen, auf unterschiedlichen Trdgermaterialien verschiedene
chemische, physikalische und bioaffine Kopplungsstrategien zur Verfiigung**. Adsorptive
Verfahren basierend auf van-der-Waals oder hydrophoben Wechselwirkungen sind meist
unter physiologischen Bedingungen einfach durchfiihrbar. Ein Nachteil liegt in der geringen
Bindungsstirke zwischen Trdager und Ligand und damit verbundener Desorption bei
Anderung der Konzentration (z.B. Waschen) oder Temperatur. AuBerdem fiihren adsorptive
Verfahren im Allgemeinen zu einer ungerichteten Immobilisierung auf der Triageroberflache.

Damit einhergehend ergibt sich ein verminderter Anteil funktionaler Rezeptoren durch
6
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Kontakt der Analyt-bindenden Ligandregion mit der Oberflache. Diese Dysfunktionalisierung
ist fur vergleichsweise kleine Peptide mit einem Molekulargewicht von 1-5 kDa besonders
hoch. Deshalb sind adsorptive Immobilisierungsstrategien fiir Peptide meist ungeeignet™. Fiir
eine hohe spezifische Aktivitdt der Liganden ist deren gerichtete Orientierung sowie die freie
Zugénglichkeit der Bindungsregionen entscheidend. Zur bioaffinen Kopplung von Liganden
wird meist das Biotin-Avidin Bindungssystem genutzt. Dazu wird der biotinylierte Ligand mit
einer Avidin-modifizierten Oberfliche in Kontakt gebracht. Diese Kopplung lauft ebenfalls
unter physiologischen Bedingungen ab. Sie fiihrt auBerdem zu einer sehr festen Bindung

(Kp = 10" M), die auch unter harschen Umgebungsbedingungen stabil bleibt*.

Ausgehend von verschiedenen funktionellen Gruppen auf der Oberfldche (z.B. Carboxy-,
Epoxy-, Aldehyd-, Maleimid-Gruppen) wurden verschiedenste Methoden zur gerichteten
Kopplung biologischer Ligandmolekiile, insbesondere mittels nukleophiler funktionaler
Gruppen (z.B. Amino-, Thiolgruppen) entwickelt. Populdre chemische Methoden zur
Kopplung von Liganden an Oberfldchen beinhalten unter anderem Carbodiimid-vermittelte
Aminkopplungen, Thiolkopplung und Additionsreaktionen (z.B. Michael-Addition,
1,3-dipolare Cycloadditionen sogenannte ,,Click-Reaktionen*)*”. Zur Durchfithrung derartiger
Kopplungen mit synthetischen Peptiden werden iiblicherweise artifizielle funktionelle
Gruppen eingefiihrt (z.B. Hydrazine, Azide) oder alternativ entsprechende Aminosauren (z.B.
Lysin, Cystein) an die Peptidsequenz angefligt. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten

chemoselektiven Kopplungsmethoden werden in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Ubersicht verwendeter Kopplungsstrategien. Carboxyl-
funktionalisierten Oberflichen wurden zunichst mittels Carbodiimid-Chemie
(EDC/NHS) aktiviert. AnschlieBend wurde direkt ein aminhaltiger Ligand (Route
A) immobilisiert oder zunidchst weiter mit PDEA derivatisiert (Route B), um {iber
eine Thiol-Disulfid-Austausch-Reaktion einen thiolhaltigen Liganden zu koppeln.
Maleimidoberfldchen reagieren mittels Michael-Addition direkt mit Thiolen, unter
Ausbildung eines Thioethers. Epoxid-funktionalisierte Oberflichen eignen sich

sowohl zur Kopplung von Aminen (primér/sekundédr) als auch thiolhaltigen
Verbindungen.

Zusitzlich werden bei der Immobilisierung von Peptiden hédufig Spacer verwendet, die den
Abstand zwischen bindender Peptidsequenz und Oberflache weiter vergroBBern, um sterische
Interferenzen zwischen Ligand und Analyt zu verhindern. Fiir antimikrobielle Peptide konnte
gezeigt werden, dass die Peptidaktivitdt direkt von der Lange des (Polyethylenglykol-)Spacers

und damit einhergehend von der Anzahl zuginglicher Peptide abhingt™®. Ein Spacer sollte
8
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grundsétzlich die Biokompatibilitit des Peptids nicht verringern und idealerweise
Kopplungsgruppen zur gerichteten Immobilisierung enthalten. Neben den genannten PEG-
Spacern werden fiir Peptide haufig hydrophile Glycin- und Serin-reiche Spacer verwendet, die
einfach N- oder C-terminal an die bindende Peptidsequenz synthetisiert werden*”**. Weiterhin
finden Oligo-Lysin-Spacer Anwendung, die aufgrund ihrer Ladung einerseits die
Wasserloslichkeit des Peptids verbessern und andererseits iiber primére Aminogruppen zur

gerichteten chemoselektiven Immobilisierung verfiigen®>".

2.1.4 Methoden zur Generierung bindender Peptide

Es existieren verschiedene molekularbiologische, biochemische und bioinformatische
Methoden, um bindende Peptide gegen ein bestimmtes Zielmolekiil zu generieren. Dazu
zahlen das bioinformatische Design in silico, die Verwendung von Interaktionsmotiven
einzelner oder mehrerer Aminosduren, Peptidbibliotheken, das Phagen-Display, die
Reduzierung bindender Proteine auf ihre funktionalen Bereiche oder natiirlich vorkommende

Peptide (z.B. antimikrobielle/zellpenetrierende Peptide)''.

Eine haufig verwendete molekularbiologische Methode ist das Phagen-Display, welches
bereits in den 1980er Jahren fiir die Generierung bindender Peptide entwickelt wurde®'. Beim
Peptid-Phagen-Display wird von einer Bakteriophagenbibliothek ausgegangen, wobei jede
Phage durch genetische Modifikation eine andere Peptidvariante auf ihrer Oberfliche

exprimiert (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Prinzip des Peptid-Phagen-Displays*’. Die Methode umfasst die Wiederholung
mehrerer Zyklen, bestehend aus Bindung der Phagen, Waschen, Elution und Amplifizierung.

Diese Bibliothek wird wunter geeigneten Bedingungen mit der Zielstruktur
zusammengebracht, so dass Phagen, die ein bindendes Peptid exprimieren, an ihr haften
bleiben. Nichtgebundene Phagen werden anschlieBend abgewaschen und verworfen.
Gebundene Phagen werden eluiert (z.B. kompetitiv oder mittels Elutionsreagenzien) und
anschliefend in Bakterienzellen amplifiziert. Die so erhaltenen Phagen werden in einem
erneuten Zyklus wiederum mit der Zielstruktur zusammengebracht, gebundene Phagen eluiert
und erneut amplifiziert. Durch das evolutive Auswahlverfahren werden die stirksten Binder
in der Phagenbibliothek angereichert. Nach mindestens 2-3 Zyklen werden nach der Elution
einzelne Phagenklone isoliert und anschlieend ithre DNA sequenziert. Daraus kann dann die
exprimierte Peptidsequenz ermittelt werden (Genotyp-Phénotyp-Kopplung), welche die
Zielstruktur bindet. Die Effizienz des Phagen-Displays hédngt unter anderem von der
Variabilitat der zugrundeliegenden Bibliothek (typischerweise 10°-10'" unterschiedliche

Klone) und der Selektionsstrategie ab.

Eine weitere Methode zur Generierung bindender Peptide besteht darin, Rezeptorproteine zu

fragmentieren oder auf ihre bindende Peptidsequenz zu reduzieren. Im Besonderen werden

10



2 Grundlagen

Peptide aus den definierten Paratopregionen von spezifischen monoklonalen Antikdrpern

abgeleitet (Abbildung 4).

Fab —
" VL CDR
VH
B CH1 1-3
CL1 Vi

IgG Fab scFv VH CDR

Abbildung 4: IgG-Antikorper und aus ihnen abgeleitete Funktionseinheiten. IgG —
Immunoglobulin G; Fab — antigenbindendes Fragment (fragment antigen binding); scFv —
Einzelkettenantikorper (single chain variable fragment); VH — Einzeldoménenantikorper (heavy
chain variable domain), CDR — Komplementarititsbestimmende Region (complementarity
determining region).

Antikdrper mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 150 kDa (IgG) bestehen aus
dem wirtsspezifischen Fc-Teil (fragment, crystallizable) und dem variablen Fab-Teil
(fragment antigen binding), welches die antigenbindenden Regionen enthilt. Es konnte
vielfach gezeigt werden, dass auch bei Beschrinkung auf die wesentlichen Funktionseinheiten
dhnliche Bindungseigenschaften dieser kleineren Einheiten erzielt werden konnen wie mit
dem vollstindigen Antikorper™>°. So finden nur die Fab-Fragmente allein, daraus abgeleitete
Einzelkettenantikorper (scFv) und auch Einzeldoméanenantikorper (sog. ,,Nanobodies®)

verschiedene Anwendungen, in denen sie den vollstindigen Antikdrper ersetzen.

Die fiir die Bindung der Zielstruktur verantwortlichen Bereiche sind aber tatsidchlich kurze
Peptidsequenzen (je drei pro leichter und schwerer Kette), die sogenannten complementarity
determining regions (CDRs) oder auch Paratope. Diese enthalten die fiir den Kontakt zur
Zielstruktur entscheidenden Aminosduren und werden durch die nichtbindenden umgebenden

Regionen in ihrer raumlichen Anordnung fixiert.

Es sind bereits einige Beispiele bekannt, bei denen erfolgreich bindende Peptide aus diesen

678 Typischerweise liegt die Affinitdt dieser kurzen

Paratopregionen abgeleitet wurden
Peptide (3-15 AS) um einige GroBenordnungen unterhalb derer des GesamtantikSrpers. Dies

ist einerseits darin begriindet, dass sich die Sekundarstruktur der Peptide in Losung von der
11
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im AntikOrper unterscheidet. Andererseits werden im Antikdrper insgesamt 12 Paratope
prasentiert, die dem Antikdrper ermoglichen iiber mehrere Bindestellen multivalent mit der
Zielstruktur zu interagieren (siehe 2.1.2 ,Multivalenz“). Dieser Effekt kann kiinstlich
nachgeahmt werden, indem bindende Peptide durch geeignete Prisentation an einer

Geriiststruktur bzw. auf einer Oberfliche angeordnet werden'>.

Eine naive Herangehensweise ist die Verwendung von zufalligen Peptidbibliotheken, die auf
Zellulose- oder Glas direkt synthetisiert werden®® und #hnlich wie beim Phagen-Display zu
physiologisch nicht relevanten bindenden Peptiden fiihren. Peptidbibliotheken kdnnen aber
auch genutzt werden, um mittels Epitop-/Paratopmapping bekannte Binder auf ihre
funktionalen peptidischen Einheiten zu reduzieren. Eine weitere Anwendung der Bibliotheken
besteht in der Verbesserung von bindenden Peptiden durch ein Alanin-Screening (bei dem
jede Aminosdure gegen ein Alanin ausgetauscht wird) oder eine vollstindige
Substitutionsanalyse (bei der jede Aminosdure gegen jede andere der 20 kanonischen
Aminosduren ausgetauscht wird)®’. Auf diese Art wird gezielt die Primérstruktur verindert,

um gewiinschte Bindungseigenschaften zu generieren.

Im Allgemeinen fithren die dargestellten Ansitze aufgrund ihres qualitativen oder semi-
quantitativen Charakters nur zu einer Vorauswahl bindender Peptide. Diese miissen
anschlieBend weiter verbessert und mittels zusdtzlicher Methoden in ihren

Bindungseigenschaften charakterisiert und gegebenenfalls weiterentwickelt werden.

2.1.5 Peptidbasierte Biosensoren

Kleine Peptide (<30 AS) als Rezeptoren in Biosensoren bieten viele praktische Vorteile und
eroffnen neue Moglichkeiten der Sensorentwicklung. Sie konnen einfach und
vollautomatisiert mittels Festphasensynthese vollsynthetisch hergestellt werden. Dies ist
kostengiinstig und wird industriell bis in den Kilogramm-Mafstab betrieben®'. Durch die
Kombination der verschiedenen natiirlich vorkommenden Aminosduren sowie der
Moglichkeit artifizielle Aminosduren als auch vollig proteinfremde Bausteine zu verwenden,
kann eine diverse Vielfalt an Molekiilen und Funktionalititen generiert werden. Des Weiteren
kann durch Substitutionsanalysen gezielt die Primérstruktur der Peptide veréndert werden, um
neue Funktionalititen oder bestimmte Spezifititen zu erzeugen. Wie bereits beschrieben,
existieren verschiedene, gut etablierte molekularbiologische und chemische Methoden zum
schnellen Screening von Peptidbibliotheken. Nicht zuletzt ist ihre Sekundérstruktur als auch

ihr Interaktionsverhalten mit anderen Molekiilen vergleichsweise einfach zu modellieren.
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2 Grundlagen

Daher wurden Peptide auch bereits fiir verschiedenste Sensorsysteme eingesetzt, um Ionen,
kleine organische Molekiile (z.B. Zellgifte), Proteine, Zellbestandteile oder auch ganze Zellen

zu detektieren'!.

Es existieren auch Beispiele fiir Peptide, die ganze Zellen in biosensorischen Systemen
detektieren konnen und dazu mit verschiedensten Signalgebungsmethoden verkniipft wurden.
So werden antimikrobielle Peptide zum Nachweis von Bakterien mittels
Leitfihigkeitsmessungen genutzt®’. Ebenso wurde der Einsatz von 12-meren Peptiden zum
simultanen Nachweis verschiedener Salmonellen durch mechanische Auslenkung mehrerer
parallel angeordneter Mikrocantilever beschrieben®. Klassisch wurden Salmonellen und
Escherichia Coli nach Bindung an spezifische Peptide auch mittels vorheriger
Fluoreszenzmarkierung nachgewiesen®. Prinzipiell konnen Peptide analog klassischer
Rezeptormolekiile (z.B. Antikérper) also mit verschiedensten Signalgebungsmethoden
kombiniert werden. Zusitzlich eréffnen sie aufgrund ihrer geringen GroBe die Mdoglichkeit
der Generierung vollstindig integrierter Biosensoren, welche die molekulare Erkennung
(durch das Peptid) und die Signalgebung innerhalb eines Makromolekiils (sog. Sensor-Aktor-
Molekiile) vereinen. Damit ermdglichen sie einen Nachweis ohne Probenaufbereitung oder

. . . .65
Hinzufiligen weiterer Reagenzien™.

Schliisselherausforderungen fiir die Verwendung von Peptiden in Biosensoren bleiben
weiterhin eine verbesserte Sensitivitit (vor allem im Vergleich mit Antikdrpern) und erhohte
Spezifitit. Beide Aspekte konnten durch die Etablierung einer multivalenten
Rezeptorprisentation adressiert werden. In der vorliegenden Arbeit werden bindende Peptide
gegen strukturell intakte Influenzaviren entwickelt sowie ihre funktionelle Priasentation zur

Bindung der Viruspartikel charakterisiert.
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2.2 Das Influenzavirus als diagnostisches Zielmolekiil

Das Influenzavirus ist ein umbhiillter, meist kugelféormiger Virus mit einem mittleren
Durchmesser von 120 nm® und gehért zur Familie der Orthomyxoviridae. Diese Familie ist
durch ein Genom, bestehend aus achtfach segmentierten negativen RNA-Stringen

charakterisiert und wird in die Subtypen A, B und C unterteilt.

Das Hauptoberflichenprotein ist Hamagglutinin (HA). Dieses ist entscheidend an der

6768 Weitere

Zellbindung an und der Fusion mit der Wirtszellmembran beteiligt
membranstindige  Oberflichenproteine sind die Neuraminidase (NA) wund das
Matrixprotein 2 (M2). Unter der Lipiddoppelschicht formiert das angeschlossene
Matrixprotein 1 (M1) durch Multimerisation ein Viruskapsid. Das im Virus enthaltene
segmentierte Genom besteht aus Ribonucleoproteinkomplexen, die durch das Nukleoprotein 1

(NP) und die virale RNA gebildet werden (Abbildung 5)%°.

Abbildung 5: Schematische” und elektronenmikroskopische Darstellung (Dr. K. Ludwig,
FU Berlin) des Influenzaviruses.

In der klinischen Diagnostik sind Antikorper die bevorzugten Bindungsmolekiile zur
Identifikation und Serotypisierung des Viruses. Antikorper sind auch zur Generierung von
Influenzatherapeutika im Fokus der Forschung, insbesondere gegen pandemische

71,72

Influenzastimme’ *'“. Die hohe Mutations- und Rekombinationsrate des Viruses fiihrt

fortlaufend zu neuen Influenzastimmen. Dadurch entwickelt der Virus Resistenzen gegen
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2 Grundlagen

aktuelle Wirkstoffe (z.B. Oseltamivir, Zanamivir, Adamantane) und vermeidet eine
Neutralisation durch Antikérper””. Diese Vermeidungsstrategie wird Antigendrift genannt und
bezeichnet die allméhliche evolutive Anpassung der antigenen Proteine des Viruses.
Demgegeniiber bezeichnet Antigenshift (auch: reassortment) die sprunghafte Anderung des
Genoms durch Vermischung segmentierter RNA-Stringe zwischen verschiedenen

Influenzastimmen bei gleichzeitiger Infektion eines gemeinsamen Wirts (Abbildung 6)"*.

% L
, B | = Different subtypes
. ’ : of Influenza A
P o
- @ s, S
Y +. 1 ‘-'. E &
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I T .
Antigenic shift \ W J;f il .
(Genetic shuffling) "* o fSlll =
I - . il -
- | -y
A L "_;__._ i )
= I "/ L - v .-‘
; L\
3 o 0O
: = (-] o
s, A Antigenic drift °_\,.-" s .0‘
S . (Random mutation) &% | #
il e’ =l o
l - & O-I i 1 -
= ik .:
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subtype e %
oo' .° £
Different

Influenza A strains

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Antigendrifts und Antigenshifts. Beim
Antigenshift werden durch gleichzeitige Infektion einer Wirtszelle mit Influenzaviren
verschiedener Stimme RNA-Segmente vermischt, wodurch sprunghaft neue Virusvarianten
entstehen. Antigendrift beschreibt die allméhliche evolutive Anpassung der RNA und damit der
Proteine durch zufillige Mutationen. Die Grafik stammt vom WHO Collaborating Centre for
Reference and Research on Influenza (VIDRL) (http://www.influenzacentre.org/
Images/img_influenza biology.png, Zugriff am 18.06.2014).

Solche  antigenen = Verdnderungen  finden  hauptsdchlich in  den  zwei

Oberflichenglykoproteinen statt””:
D Hémagglutinin, welches an terminale Sialinsduren bindet und

(D) Neuraminidase, welches glykosidische Bindungen mit terminalen Sialinsduren
spaltet und damit die Freisetzung des Viruses von der Wirtszelle und die

Ausbreitung im Wirtsorganismus ermoglicht.
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Aufgrund der Variationen in den Oberfldchenantigenen konnen Impfstoffe die Ausbreitung
der Grippe nur zeitlich begrenzt kontrollieren”. Der Nachweis des Viruses kann sowohl iiber
seine Oberflichen- und zytoplasmatischen Proteine, als auch molekularbiologisch erfolgen

und wird im folgenden Abschnitt ndher betrachtet.

2.2.1 Relevanz einzelner Strukturelemente des Influenzaviruses fiir die Diagnostik

Der erste Nachweis von humanen Influenzaviren wurde 1933 von W. Smith’® erbracht. Der
Nachweis der Krankheit war damals ausschlieBlich {iber eine symptomatische Diagnose
(Fieberkurve, Schnupfen etc.) moglich. Die Infektion von Frettchen zu Forschungszwecken
erfolgte in der Arbeit von W. Smith durch das Einbringen von Rachenabstrichen infizierter
Menschen in die Nase der Tiere. Dass es sich bei dem Erreger um einen Virus handelte,
wurde daraus geschlossen, dass eine Infektion auch nach Sterilfiltration der Abstriche tiber
einen 0.6 um Porenfilter moglich war. Somit konnte ein bakterieller Erreger ausgeschlossen

und indirekt auf das Vorhandensein des Influenzaviruses geschlossen werden.

Heutzutage stehen neben dem symptomatischen Nachweis verschiedene genotypische und
phinotypische Methoden zur spezifischen Influenzadiagnostik zur Verfiigung’’. Von groBer
Bedeutung fiir die Verfolgung von Influenzaepidemien ist die Kultivierung der Viren in
MDCK-Zellkulturen (Madin-Darby canine kidney) mit anschlieBendem serologischen,
molekularbiologischen oder elektronenmikroskopischen Nachweis. Aus serologischer Sicht
ist vor allem die Komplementbindungsreaktion von Bedeutung. Hierbei erfolgt der Nachweis
von Komplexen aus spezifischem Antikorper und influenzatypspezifischem Nukleoprotein
(NP). Eine Serotypisierung (z.B. HIN1, H3N2) ist damit nicht moglich, da das NP innerhalb
eines Subtyps (A, B oder C) identisch ist”. Von groBer labordiagnostischer Bedeutung ist
auch die RT-PCR (reverse transcription PCR), welche ausgehend von der viralen RNA den
molekularbiologischen Nachweis komplementdrer, amplifizierter cDNA (complementary
DNA) ermdglicht. Damit ist auch die Serotypisierung von Influenzaproben moglich, die durch
Wahl der entsprechenden Primer durchgefiihrt werden kann. Es existieren aulerdem diverse
kommerziell erhéltliche Streifentests (lateral flow assays), die zumeist das NP adressieren.
Sie ermdglichen eine schnelle Detektion, benétigen jedoch einen Probenautbereitungsschritt
zur Extraktion der eingeschlossenen Virusproteine und konnen ebenfalls nicht zur

Serotypisierung herangezogen werden"".

Neben den Nachweissystemen basierend auf Strukturen innerhalb des Viruses (NP, RNA)

sind insbesondere Methoden zur direkten Detektion von Oberflachenstrukturen des Viruses
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von Bedeutung. Zum serologischen Nachweis werden vor allem
Hémagglutinationsinhibitionstests (HAI-Test) durchgefiihrt (Abbildung 7), die die Fahigkeit
des viralen HAs zur Agglutination roter Blutzellen ausnutzen. Beim HAI-Test werden
charakterisierte Antiseren als Inhibitoren eingesetzt, wodurch auch eine Serotypisierung der

Probe méglich wird””7*%,

. ' Seite Aufsicht
—_—
e’ WO
Erythrozyten keine Agglutination
Seite Aufsicht
o
v g
Viren Erythrozyten Agglutination
Seite Aufsicht
. .. " » 'Y
—_— .
.: o + [ ..
Viren Inhibitor  Erythrozyten keine Agglutination

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Himagglutinationsinhibitionstests (HAI-Test).
Aufgereinigte Erythrozyten aus humanem oder avidrem Blut sedimentieren in einem konischen
Gefal punktférmig in der GefaBmitte. Influenzaviren kdnnen durch Bindung an Zuckerstrukturen
an der Erythrozytoberfliche mehrere Blutzellen miteinander vernetzten. Dies fiithrt zur
Agglutination, welche als Gelbildung im gesamten Gefal in der Aufsicht leicht mit bloBem Auge
erkennbar ist. Bei zusétzlicher Anwesenheit eines Bindungsinhibitors zeigen die Zellen dasselbe
Sedimentationsverhalten wie ohne Zugabe des Viruses. Sie agglutinieren nicht.

HA-bindende Antikorper werden auch in Streifentests eingesetzt, in denen Viren direkt aus
Abstrichen von infizierten Patienten diagnostiziert werden. Diese sind jedoch meist auf die

Identifikation von bestimmten Subtypen begrenzt'*®!

. Die Nachweisgrenzen dieser Tests liegt
mit 10°-10° TCID (tissue culture infectious dose) iiblicherweise 2-3 GroBenordnungen
oberhalb eines ELISAs bzw. 4-6 GroBenordnungen oberhalb eines molekularbiologischen
Nachweises mittels PCR. Eine Nachweisgrenze bezogen auf die Anzahl der Viruspartikel
bzw. die absolute Proteinmenge konnte fiir diese Streifentests nicht ermittelt werden.

Vergleichbare Tests, die auf das Nukleoprotein anstelle des HA zielen, weisen eine
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Nachweisgrenze von 20-100 pg/ml Gesamtprotein, entsprechend 10’-10° Viruspartikeln pro
Milliliter auf®’.

Es gibt zahlreiche Forschungsarbeiten, die eine Identifizierung und Serotypisierung von
Influenzaviren mittels auf das HA gerichteter Bindemolekiile zum Ziel haben. Diese werden

nachfolgend, nach einer detaillierten Betrachtung des HA selbst, dargestellt.

2.2.2 Das Oberflichenprotein Himagglutinin
Hémagglutinin ist ein trimeres membranstindiges Glykoprotein und macht ca. 80% aller
Proteine an der Oberfliache des Influenzaviruses aus. Es ist maBgeblich fiir die Bindung des
Viruses an die Zellmembran der Wirtszelle verantwortlich und ermoglicht durch einen pH-
induzierten Konformationswechsel die Fusion von Virus- und Zellmembran wéhrend der

67,68,83-85
Endozytose™ ™" .

Das HA ist ein Homotrimer, es befinden sich ca. 400-500 HA-Trimere auf jeder
Virusoberfliche™. Der mittlere Abstand zwischen den HAs betrigt 10 nm, der Abstand
zwischen den Rezeptorbindungsstellen des Trimers betridgt 4 nm®’. Ein HA besteht aus
547 AS, von denen 328 AS zur globuldren Kopfdomidne HA1 mit der Rezeptorbindungsstelle
und 221 AS zur Stammregion HA2 gehoren™.

Die Serotypisierung von Influenzaviren des Subtyps A basiert auf Grundlage der
Differenzen in den Oberflichenproteinen HA und NA. Bislang sind 18 HA-Serotypen von
Vogel- und Sdugetierviren (H1 - H18) bekannt, aber nur drei (H1, H2 und H3) sind auf die
menschliche Population tibergegangen und sind von Mensch zu Mensch iibertragbar®**°.
Andere Subtypen werden derzeit nur vom Tier auf den Menschen iibertragen (z.B. H5N1,
H7N9). Die Rolle des HA ist fiir die Entstehung von epidemischen und pandemischen
Virusvarianten von entscheidender Bedeutung. Der letzte pandemische Influenzavirus vom
Stamm HINI1 aus dem Jahr 2009 (A/California/07/2009) wies typische Punktmutationen auf,
die eine Transmittierbarkeit des Viruses zwischen verschiedenen Spezies und zwischen

Menschen erméglicht’'”>

. Hier liegt die grofte Gefahr: Erwerben hochpathogene Stimme
(z.B. H5N1) durch wenige Punktmutationen die Fihigkeit zur Ubertragbarkeit zwischen
Menschen, so konnen Pandemien mit hoher Mortalitdtsrate ausgelost werden. Das typische
warnende Beispiel ist die ,,Spanische Grippe* von 1918, welche als ,,Mutter aller Pandemien*
bezeichnet wird®. Nach gesicherten Erkenntnissen starben in dieser Influenzawelle mindestens
22 Mio. Menschen weltweit, die Dunkelziffer liegt aber vermutlich noch um das 2-3-fache

129394
hoher®”%4,
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Die gro3e Bedeutung des HA fiir die Infektionsfahigkeit des Viruses liegt darin begriindet,
dass es sowohl fiir die Herstellung des ersten Kontaktes zur und zum Eindringen in die
Wirtszelle verantwortlich ist. AuBlerdem muss iiber das HA als exponiertes
Oberflachenprotein eine Neutralisierung durch das Wirtsimmunsystem verhindert werden.
Der Wirtszellkontakt wird iiber die Rezeptorbindungsstelle im HA hergestellt. Diese
interagiert mit 2,3°- oder 2,6°-verkniipften Sialylglykanen auf der Oberfliche von
Epithelzellen des respiratorischen Traktes. An der Bindung zu den Zuckerstrukturen sind
mafgeblich die Schleifenregionen 130 und 220 sowie die Helixregion 190 beteiligt’. Die
dabei involvierten Aminosduren sind teilweise hochgradig konserviert”. Die monovalente
Bindung von HA zum Glykan besitzt eine Affinitét im niedrigen millimolaren Bereich und ist
damit sehr schwach®. Erst durch multivalente Bindung vieler HA-Molekiile eines Viruses an
mehrere Zuckerstrukturen des Wirtes wird eine hochaffine und spezifische Bindung
generiert™. Diese Interaktion definiert auch die Wirtsspezifitit des Viruses. So binden aviire
Viren bevorzugt Sialinsduren, welche {iber eine a-2,3°-Bindung mit Galaktose verkniipft sind,
wihrend humane Stdmme a-2,6°-verkniipfte Sialinsduren erkennen. Schweine kénnen mit
beiden wirtsspezifischer Virustypen (porcine Stimme) infiziert werden, weshalb in ihnen eine
grole Gefahr des Antigenshifts durch Vermischung verschiedener Influenzaserotypen

besteht’”. Nach Kontakt des HA mit der Wirtszellmembran wird dieses endozytiert.

Ein genereller Abwehrmechanismus der Zelle ist die Verringerung des pH-Wertes im
Endosom durch Einstrom von Wasserstoffionen. Dieses macht sich der Influenzavirus
zunutze. Durch die Verringerung des pH-Wertes wird im HA ein Konformationswechsel
ausgelost, wodurch wiederum ein hydrophobes Fusionspeptid an der HA-AuBenfliche
prisentiert wird®. Das Fusionspeptid vermittelt letztlich den direkten Kontakt zwischen
viraler Membran und Zellmembran. Dadurch wird {iber mehrere Zwischenschritte schlie8lich

den Transport der viralen RNA in den Zellkern ermdglicht.

Das HA gehort zu den hochgradig mannosylierten Proteinen, wobei die Rolle der
Glykosylierung wihrend der Infektion des Viruses noch unklar ist. Es wurden bereits mehrere
HA-bindende Antikorper beschrieben, durch welche insgesamt sechs antigenbindende

Regionen (A-F) identifiziert werden konnten (Abbildung 8)"*"%.
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Rezeptor-
bindungsstelle

antigenbindende
Regionen

Abbildung 8: Struktur der Himagglutinin-Kopfdoméine (HA) mit identifizierten
antigenbindenden Regionen und der Rezeptorbindungsstelle”. Die antigenbindende Region F
liegt unterhalb der Kopfdoméne innerhalb der HA-Stammregion.

Die antigenbindenden Regionen des HA sind wie die Rezeptorbindungsstelle selbst stark

konserviert, weshalb sie typische Zielregionen fiir spezifische Bindemolekiile darstellen.

2.2.3 Himagglutininbindende Molekiile fiir die Influenzadiagnostik
Das HA war und ist Gegenstand intensiver Forschungen zur Generierung von bindenden
Molekiilen mit dem Ziel Rezeptoren flir Biosensoren zu gewinnen. Ein weiteres Ziel besteht
darin Inhibitoren als potentielle Wirkstoffe zu generieren. Dazu wurden in den vergangenen
Jahren und Jahrzehnten unterschiedlichste Bindemolekiile entwickelt. Diese binden sowohl an
lineare Epitopsequenzen, Strukturepitope als auch an im HA vorhandene Glykane’"'*'""",

Verschiedene Gruppen dieser Binder mit ausgewédhlten Beispielen sind in Tabelle 1

dargestellt.
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Tabelle 1: Auswahl bekannter HA-bindender Molekiile.

adressierter
soiel

Gruppe Beispie HA-Serotyp

CH65'* H1

. C05'% H1, H2, H3

monoklonale Antikorper S139/1'% H1, H2, H3, H5, H, H13

HC19'0%106 H3
Nanobodies MLV(H5)'" H5
Lekti surfactant protein D'®  HI1, H3

cxine CL431% H1, H3

in silico generierte Proteine ~ HB36/HB80'" H1, H2, H5, H6
Sialinsdure-enthaltende SPG'!! H1
Makromolekiile und Partikel ~ AuNP 17% H3

s2!12 H1, H3
Peptide als EB'" H1, H2, H3, H5, H7, B
Sialinsdure-Mimetika L-P1!* H9

p1' H5

A22 (DNA)'' H2, H3
Aptamere A-20 (RNA)' B

8-3 (RNA)'® H5, H7

Bei nahezu allen HA-bindenden Molekiilen handelt es sich gleichzeitig um potentielle
Inhibitoren, die die Anbindung des HA-Molekiils an die Wirtszellmembran oder die Fusion
des HA mit der Wirtszellmembran verhindern. Besonders interessante Bindungseigenschaften
zeigen einzelne Antikorper wie z.B. C0O5 und S139/1. Beide Antikdrper binden unter anderem
an der konservierten Rezeptorbindungsstelle (RBS) im HA. Dadurch konnen sie mit einer
groflen Bandbreite verschiedener HA-Serotypen und unterschiedlicher Influenzastimme
interagieren. Da die Interaktionsfliche der Antikorper grofer ist als die RBS stellen diese
Antikorper auBerdem kompetitive Inhibitoren der viralen Bindung an die Wirtszelle dar.
Deshalb werden sie auch als Breitband-Antikorper (broadly neutralizing antibodies)
bezeichnet. Aus Kokristallisationsexperimenten ging hervor, dass nur einzelne CDRs der
beiden Antikorper (HCDR3 bei C05 und HCDR2 bei S139/1) tatsdchlich attraktive Beitrdge
zur Bindung an das HA aufweisen. Dies impliziert bereits die Moglichkeit, die Grofle der

Antikorper auf ihre funktionalen Elemente, die CDRs, zu reduzieren.
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Der in dieser Arbeit als Ausgangspunkt gewéhlte Antikorper HC19 bindet iiber seine
CDRs insbesondere die 130-Schleifenregion und die 190-Helix des Himagglutinins, welche
zur diskontinuierlichen Rezeptorbindungsstelle gehoren. Diese Regionen sind zwischen
verschiedenen Influenzaserotypen besonders konserviert, was die Grundlage fiir eine Bindung

verschiedener Influenzastimme darstellt.

Es wurden bereits einige Versuche unternommen, kleinere Molekiile zur spezifischen
Bindung an HA zu generieren. Neben Nanobodies aus Kamelantikorpern sind hier vor allem
mittels SELEX (Systematische Evolution von Liganden durch exponentielle Anreicherung)
generierte Aptamere sowie Peptide zu nennen, die an verschiedenen Positionen mit HA
interagieren. Alle bisher bekannten influenzabindenden Peptide wurden entweder aus Phagen-

. : 112,114,11
Display-Experimenten gewonnen = ™ >

119

, aus natiirlich vorkommenden Peptiden (z.B. aus
Skorpiongift) abgeleitet'' oder mittels bioinformatischer Methoden in silico generiert'*’. Bis
auf das stark amphiphile Peptid EB (RRKK-AAVALLPAVLLALLAP) wirken alle bekannten

Peptide nur gegen ausgewéhlte Influenzaserotypen.
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2.3 Zielsetzung

Um ein Peptid zu generieren, welches eine breite Aktivitit gegen mehrere
Influenzaserotypen aufweist, wird in der vorliegenden Arbeit erstmals der Versuch
unternommen, bindende Peptide aus den CDRs eines Anti-HA Antikdrpers zu generieren.

Dazu werden lineare Peptide aus den CDRs des Antikorpers HC19'® abgeleitet (Abbildung
9).

Struktur eines Generierung und experimentelle Charakterisierung Ubertragung der Peptide auf
Fab-HA-Komplexes Charakterisierung und Variation der anwendungsnahe Sensorsysteme
bindender Peptide aus den CDRs  peptidischen Primiirsequenz

i (Substitutionsanalyse)
e
& - = |
) g "M ‘ O ‘ —\ ‘7,_,// \

/ I T A A O R LT
[———
Peptide zur Inhibition der

anvtidl- sraktionsanalvse . e . . .
Peptid-HA Inte r[ aktionsanalyse Influenzainfektion in vitro
in silico

AERRRER

i
H
¥

Abbildung 9: Rationales Vorgehen zur Generierung, Charakterisierung und Adaptierung
influenzabindender Peptide. Zunidchst werden Peptidsequenzen aus den CDRs eines HA-
bindenden Antikorpers abgeleitet und deren Bindungseigenschaften in silico charakterisiert. Die
Bindungseigenschaften der Peptide gegeniiber den Influenzaviren werden anschliefend in
Abhingigkeit verschiedener Parameter experimentell mittels SPR untersucht. Die Primédrsequenz
eines Peptids wird mittels Microarray-basierter Substitutionsanalyse hinsichtlich Struktur-
Aktivitits-Beziehungen der Peptid-Virus-Interaktion analysiert. Gleichzeitig werden daraus
adaptierte Peptidvarianten zur Bindung verschiedener Influenzastimme und -serotypen generiert.
SchlieBlich wird das Potential der gefundenen Binder in anwendungsnahen biosensorischen
Testsytemen evaluiert sowie die Fahigkeit der Peptide zur Inhibition der Virusinfektion in vitro
charakterisiert.

Es existiert die Kristallstruktur des Fab-Fragmentes des Antikorpers im Komplex mit
Héamagglutinin von Influenzaviren des Stammes X31 (A/Aichi/2/1968, H3N2). Der
Antikorper bindet die konservierte RBS des Viruses, welche ein diskontinuierliches Epitop
darstellt. Daher wird die Hypothese aufgestellt, dass die abgeleiteten Peptide ebenfalls mit der
RBS interagieren und somit in der Lage sind weitere Influenzastimme zu binden. Dies
beinhaltet ebenfalls die Mdoglichkeit einer kompetitiven Inhibition mit den natiirlichen

Rezeptoren des Viruses.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Proteine und Chemikalien

Alle Chemikalien und Proteine wurden, sofern nicht anders angegeben, ohne weitere

Aufreinigung verwendet wie geliefert.

3 Materialien und Methoden

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Chemikalien und Proteine.

AbKkiirzung Bezeichnung Hersteller
Puffersubstanzen

Borat Natriumborat AppliChem

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsiure AppliChem

MES 2-(N-morpholino-)ethansulfonsdure Carl Roth

PBS Phosphatpuffer, lyophilisiert Carl Roth

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid Carl Roth

Antikorper und andere Proteine

Anti-H3 monoklonaler anti-H3 Antikorper (InA246) Hytest

RAM polyklonaler anti-Maus Antikorper (aus Acris
Kaninchen)

Anti-FITC monoklonaler anti-FITC Antikérper (B13DEIL) Dr. K. Hanack (Univ. Potsdam)

ADH Alkoholdehydrogenase Sigma-Aldrich
Asialofetuin Sigma-Aldrich

BSA Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich
Casein Sigma-Aldrich
Chitinase (Streptomyces griseus) Sigma-Aldrich
C-Streptavidin iba lifesciences
Cytochrom C Sigma-Aldrich
Fetuin Sigma-Aldrich

HSA humanes Serumalbumin Sigma-Aldrich
Hyaluronidase (aus Rinderhoden) Fluka
Insulin (aus Rindermagen) Sigma-Aldrich
Lysozym (Huhn) Fluka
Neutravidin Sigma-Aldrich
Pektinase (rhizopus sp.) Fluka
Ribonuklease A Sigma-Aldrich

Glykane

SL3 2,3-Sialyllaktose Carbosynth

SL3b biotinylierte 2,3°-Sialyllaktose Lectinity

SL6 2,6°-Sialyllaktose Carbosynth

SL6b biotinylierte 2,6°-Sialyllaktose Lectinity

DANA N-Acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminséure- Carbosynth
natriumsalz

weitere Chemikalien

Alkyl-PEG-OH Polypure

Alkyl-PEG-COOH Polypure
Biotin Sigma-Aldrich
Essigsédure AppliChem

EA Ethanolamin AppliChem

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropylcarbodiimid) Sigma-Aldrich
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Fluoresceinisothiocyanat Sigma-Aldrich
Liponsaure Sigma-Aldrich
MUNANA 4-Methylu.1'nbellife'ry1-N-acetyl—a-D- Cobmryiin
neuraminsaurenatriumsalz
Natriumcarbonat AppliChem
Natriumhydroxid AppliChem
NHS N-Hydroxysuccinimid Sigma-Aldrich
PDEA 2-(2-Pyridinyldithio)ethanamin GE Healthcare
Polyvinylpyrrolidon 90 Arnold Suhr
Tween 20 (ultrarein) Sigma-Aldrich
3.1.2 Peptide

Die verwendeten Peptide wurden, wie in nachfolgender Tabelle dargestellt, von
kommerziellen Anbietern erhalten. Die Peptide wurden vom jeweiligen Hersteller mittels
HPLC und MALDI- bzw. ESI-MS auf ihre Reinheit und Identitit gepriift. Physikalische
Eigenschaften = der  Peptide wurden mit Hilfe der Software  PepDraw
(http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/, Tulane University, New Orleans, USA)

ermittelt. Die Aminosduren der Peptide werden im Einbuchstabencode angegeben.

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Peptide.

Bezeichnung  Sequenz Hersteller  Reinheit [%] M,
Peptid-Virus-Interaktionen
PeA SGFLLISNGVHWYV-amid Biosynthan >95 1428
Lys-PeA KKKK-SGFLLISN-amid Biosynthan >95 1234
PeB ARDFYDYDVFYYAMD-amid Genecust 98 1953
Cys-PeB-full C-ARDFYDYDVFYYAMD-amid 3BP 80 2056
Lys-PeB-full ~KKKK-ARDFYDYDVFYYAMD-amid 3BP 80 2465
Lys-PeB KKKK-FYDYDVFY-amid Biosynthan 80 1643
Cys-PeB CKK-BA-FYDYDVFY-amid Biosynthan 90 1561
BAla-PeB G-BA- BA-FYDYDVFY-amid Biosynthan 95 1329
His-PeB HHH-BA-FYDYDVFY-amid Biosynthan 95 1612
Btn-PeB Btn-BA-PEG2-FYDYDVFY -amid Biosynthan  >95 1572
PeB-Btn PEG2-FYDYDVFY-PEG2-EDA-Btn Biosynthan  >95 1545
Lys-PeB-cycl. KKKK-C-FYDYDVFY-C-amid (zyklisch) Biosynthan 95 1847
KKKK-FYYYDVFY-amid Biosynthan 70 1691
PeB“* ARDFYGYDVFFYAMD-amid Biosynthan 90 1879
Lys-PeB“" KKKK-FYGYDVFF-amid Biosynthan 64 1569
PeBY ARDFYDYDVFNYAMD-amid Genecust 94 1904
Lys-PeBY KKKK-FYDYDVFN-amid Biosynthan 85 1594
PeB” ARDFYDPDVFYYAMD-amid Genecust 96 1887
Lys-PeB” KKKK-FYDPDVFY-amid Biosynthan 80 1578
PeBY" ARDFYYYDVFFYAMD-amid Biosynthan 90 1985
Lys-PeB"" KKKK-FYYYDVFF-amid Biosynthan 58 1675
KKKK-FYDYPVFY-amid Biosynthan 85 1625
KKKK-FYDYDPFY-amid Biosynthan 80 1641
KKKK-FYDYDQFY-amid Biosynthan 80 1672
KKKK-FYDYDRFY-amid Biosynthan 95 1700
KKKK-FYDYDVPY-amid Biosynthan 85 1593
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KKKK-FYDYDVFP-amid Biosynthan 85 1577
KKKK-FYDYDVFF-amid Biosynthan 75 1630
KKKK-FYDYDVFT-amid Biosynthan 80 1581
KKKK-FYGYDVFY-amid Biosynthan 63 1585
KKKK-FYGYDQFY-amid Biosynthan 83 1614
KKKK-FYYYDQFY-amid Biosynthan 73 1720
PeC LGVIWAGGNTNY-amid Genecust 98 1264
Lys-PeC KK-BABA-LGVIWAGGNTNY -amid 3BP 90 1662

Peptid-Antikorper Interaktionen
Lys-MP1 KKKKSG- GPPGMVGDWWDW-amid Biosynthan = >95 2059
Cys-MP1 C-SGSG-GPPGMVGDWWDW-amid Biosynthan 90 1793

3.1.3 Puffer

Alle Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben, unter Verwendung von Reinstwasser
hergestellt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe verdiinnter NaOH- bzw. HCI-Losungen

eingestellt.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten wiissrigen Puffer.
Bezeichnung  Zusammensetzung

HBSP 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4

MES 32.5 mM 2-(N-morpholino-)ethansulfonsdure, 4 mM CaCl,, pH 6.5

PBS 6 mM Na,HPO,, 6 mM NaH,PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4

ETP 20 mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 3% Polyvinylpyrrolidon 90 (w/v), 0.1% (v/v)
Tween 20, pH 8.4

CP 100 mM Na,COs, pH 8.5

Tris 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.2

3.1.4 Virusmaterial

UV-inaktivierte Viren der Stimme X31 (A/Aichi/2/1968, H3N2 reassembled mit
A/PuertoRico/8/1934, HIN1), WSN (A/WSN/1933, HIN1) sowie MSW (A/MuteSwan/
Germany/R901/06; K3141, H7N1) wurden von der Arbeitsgruppe Molekulare Biophysik der
Humboldt-Universitit zu Berlin (Prof. Dr. A. Herrmann) zur Verfiigung gestellt. X31 und
MSW Viren wurden in bebriiteten Hiihnereiern geziichtet. Viren des Stammes WSN wurden
durch Infektion von MDCK II Zellen hergestellt. Virusisolate aus der allantoitischen
Fliissigkeit von Hiihnereiern bzw. Zelllysate wurden zunédchst mittels Zentrifugation bei
geringer Geschwindigkeit geklért (300 g, 10 min) und anschlieBend durch Ultrazentrifugation
aufkonzentriert (100000 g, 1h). Die Inaktivierung erfolgte durch Bestrahlung des

Viruskonzentrats mit einer laboriiblichen UV-Lampe (A = 254 nm) im Abstand von 10 cm fiir
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Smin. Die Inaktivierung der Infektivitit wurde durch Infektion von MDCK II Zellen
iberpriift. =~ Die  Bindungsfiahigkeit der  Oberflichenproteine =~ wurde  mittels
Hamagglutinationsassays mit humanem Blut (DRK Berlin, (AB+)) sichergestellt. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein kommerziell erhdltlicher BCA Assay (Kit,
Thermo Fisher Scientific, Erembodegem, Belgien) unter Zuhilfenahme eines BSA-Standards

nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Inaktivierter Virus des Stammes VIET (A/Vietnam/1203/2004, H5N1, NR-12148) wurde
von BEI Resources (NIAID, NIH, USA) erhalten. Die monovalenten Spaltimpfstoffe der
Stamme NY (A/NewYork/55/2004, H3N2) sowie VIC (A/Victoria/210/2009, H3N2) wurden
von Dr. Zierenberg (GlaxoSmithKline, Dresden) zur Verfligung gestellt. Das
Spaltimpfstoffmaterial (Pandemrix, GlaxoSmithKline) des Stammes CAL
(A/California/07/2009, HINI1) wurde vom Ministerium fiir Umwelt, Gesundheit und

Verbraucherschutz des Landes Brandenburg erhalten.

Sdurebehandlung. Zur Induzierung des pH-abhingigen Konformationswechsels des

Hamagglutinins wurden zwei Methoden zur Sdurebehandlung der Viruslosungen eingesetzt:

a) Die Viruslosung (50 pl) wurde zundchst mit dem gleichen Volumen 100 mM Essigsédure-
NaOH pH 4.5 gemischt. Nach 15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 50 pl der
Losung auf 30 kD Zentrifugalfiltern (Stemcell Technologies, Grenoble, Schweiz) aufgegeben
und anschlieend 10 min bei 14000 g zentrifugiert. Zur Neutralisation wurden anschlie3end
400 pl des jeweiligen Analysenpuffers (i.d.R. HBSP) zum Retentat hinzugegeben und wieder
10 min bei 14000 g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt. Das Retentat

(ca. 20-50 pl) wurde anschliefend aufgenommen.

b) Die Viruslosung (200 pl) wurde zur Einstellung von pH 5.0 mit 8.5 ul 100 mM
Zitronensdure versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation wurden

5.5 ul NaOH (500 mM) hinzugegeben.
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3.2 Bindungscharakterisierungen mittels SPR

Zur quantitativen Charakterisierung von Peptid-Protein- und Protein-Protein-Interaktionen
wurde die Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) verwendet. Diese ermdglicht
den markierungsfreien Nachweis der Bindung von Analyten in Echtzeit mittels
oberflaichengebundener Liganden. Die Liganden werden auf modifizierten Goldoberfldchen
immobilisiert, wobei eine quantitative Kontrolle der Ligandendichte erfolgt'?'. Das
Messprinzip basiert auf der Detektion von oberflichennahen Anderungen (max. Entfernung
von der Oberfliche ca. 300 nm) des Brechungsindexes, welche in Resonanzeinheiten
(resonance unit, RU) gemessen wird. Das Messsignal korreliert direkt mit der Masse an der
Oberfliche adsorbierter Molekiile (1 RU = 1 pg/mm?)'%.

SPR Messungen wurden auf einem Biacore T100 (T200 Sensitivity Enhanced), einem
Biacore FlexChip (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden) bzw. einem
Reichert SR7000DC (Xantec bioanalytics, Diisseldorf) durchgefiihrt. Fiir alle Messungen
wurde, sofern nicht anders angegeben, eine Analysentemperatur von 25 °C sowie HBSP als
Laufpuffer verwendet. Als Nachweisgrenze wird die Probenkonzentration mit einem
Messsignal oberhalb der LOD (limit of detection) angegeben. Diese ist folgendermallen
definiert:

__ (M)
LOD —_— ]NC + 3 * SD]NC

Inc - Messsignal der Negativkontrolle (Puffer, sofern nicht anders angegeben)

3.2.1 Oberflichenmodifikationen und Immobilisierungsstrategien

3.2.1.1 Kommerzielle SPR-Oberfliichen
Fiir die Immobilisierung an Carboxyl-funktionalisierte Oberflichen wurden kommerziell

erhéltliche Chips (CM5, CM4, CM3 - GE Healthcare, Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden;
CMD200M, CMDP - Xantec Bioanalytics, Diisseldorf; G-COOH-sp, p-COOH-sp - Ssens,

Enschende, Niederlande) verwendet.

Aminkopplungen wurden iiber Carbodiimid-vermittelte Aktivierung der Carboxylgruppen
durchgefiihrt'”. Optimale Vorkonzentrierungsbedingungen wurden fiir jedes Peptid bzw.
Protein durch Verdiinnung in verschiedenen Acetatpuffern (10 mM, pH 4.0-5.5) bzw.
Phosphatpuffern (10 mM, pH 6.0-7.5) und Verwendung verschiedener Ligandkonzentrationen
ermittelt. Die Immobilisierung erfolgte nach dem allgemeinen Schema: Aktivierung mittels
EDC/NHS (0.4/0.1 M, Endkonzentrationen: 0.2/0.05 M) - Ligandimmobilisierung -

29



3 Materialien und Methoden

Inaktivierung (Ethanolamin 1 M, pH 8.5). Bei einer Fliefrate von 10 pl/min wurde fiir CM5
und CM4 Chips eine optimale Aktivierungszeit von 420 s, fiir CMD200M und CMDP Chips
von 300 s und fiir G-COOH-sp und G-COOH-p Chips von 180 s ermittelt. Proteine wurden
iiblicherweise bei einer Massenkonzentration von 20-100 pg/ml, Peptide bei 100-500 pg/ml
immobilisiert. Fiir alle Chips wurde die Inaktivierung mittels Ethanolamin fiir 420 s

durchgefiihrt.

Thiolkopplungen tliber PDEA-vermittelte Oberflachenaktivierung wurden entsprechend der
Angaben des Herstellers (,,Ligand Thiol Coupling®, Sensor Surface Handbook, GE
Healthcare) durchgefiihrt. Nach Aktivierung mittels EDC/NHS wurde fiir 240 s PDEA (80
mM PDEA, 0.1 mM Na,B4O7, pH 8.5) tliber die Oberfliche geleitet und anschlieBend der
Ligand immobilisiert (vgl. Aminkopplung). Die Oberfliche wurde mittels Cystein (50 mM
Cystein, 1 M NaCl, 0.1 M Natriumacetat, pH 4.0) abgesittigt (240 s).

Fiir biotinylierte Liganden wurde zunichst mittels Aminkopplung Neutravidin immobilisiert
(100 pg/ml, pH 5.5, 800 s, 5 ul/min). Der biotinylierte Ligand wurde anschliefend bei einer
Konzentration von 10 pg/ml im Laufpuffer fiir 180 s injiziert. AnschlieBend wurde fiir 120 s
mit 10 uM Biotin in Laufpuffer abgesittigt.

Epoxid-funktionalisierte SPR Sensorchips fiir Experimente am Biacore FlexChip wurden
von der PolyAn GmbH (Berlin, Deutschland) erhalten. Daflir wurden die Peptide in
unterschiedlichen Konzentrationen mittels eines Spottingroboters (sciFLEXARRAYER S5,
Scienion, Berlin) in einem Volumen von 1 nl aufgebracht und anschlieBend fiir 12 h in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert. Nach Einlegen des Chips ins SPR-Gerdt wurde mit
Ethanolamin (1 M, pH 8.5, 1200 s, FlieBgeschwindigkeit 100 pl/min) abgesittigt.

3.2.1.2 Neuartige Oberfliichenmodifikationen fiir SPR
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch neuartige Funktionalisierungen auf

Goldoberfldchen fiir die Verwendung in der Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie
und insbesondere zur Charakterisierung von Peptid-Protein- bzw. Peptid-Virus-Interaktionen

untersucht.

Para-Maleimidophenyl (p-MP). Die Funktionalisierung mittels para-Maleimidophenyl
erfolgt iiber elektrochemische Abscheidung des korrespondierenden Aryl-Diazoniumsalzes

(para-Maleimidophenyldiazoniumtetrafluoroborat, p-MPDT) auf  Goldoberflichen'**.
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Dadurch wird eine kovalente Kohlenstoff-Gold-Bindung etabliert, was zu einer stabilen
elektronenleitenden Schicht fiihrt. Der Vorteil dieser Beschichtungsart liegt in seiner
Universalitit gegeniiber der zugrundeliegenden Oberfliche (Metalle und Halbmetalle) sowie
der elektronenleitenden Fahigkeit, was die Verwendung der funktionalisierten Oberfldchen in

optischen und elektrochemischen Sensorsystemen ermoglicht'®.

Para-Maleimidophenyl-funktionalisierte Oberflichen wurden mittels elektrochemischer
Abscheidung von p-MPDT auf Gold in der Arbeitsgruppe von Dr. J. Rappich (Helmholtz-
Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie GmbH) nach einem dort entwickelten Protokoll
hergestellt'*®

von 100 pg/ml in Natriumphosphat-Puffer (20 mM Na,HPO4, 1 M NaCl, pH 7) bei einer

. Die Immobilisierung Cystein-haltiger Peptide erfolgte bei einer Konzentration

FlieBgeschwindigkeit von 10 pl/min und Injektionszeiten zwischen 300 und 1800 s. Zur
Absittigung wurden zunédchst 50 mM Cystein in 1 M NaCl und pH 4.0 fiir 20 min bei einer
FlieBgeschwindigkeit von 5 pl/min injiziert. AnschlieBend wurde der Chip fiir 12 h mit
I mg/ml BSA in HBSP geblockt.

Liponséure. Die Liponsdure kann unter Aufspaltung der intramolekularen Disulfidbriicke
chelatisierend {iber beide Schwefelatome an die Goldoberfliche binden und stellt somit eine
bidentate Haftgruppe dar. Dies fiihrt gegeniiber monodentaten Molekiilen zu einer stabileren

Bindung zum Gold'?’

. Zur Herstellung dieser Liponsdure-modifizierter Goldoberflachen
wurden 100 pg/ml Liponsdure in FEthanol fiir 12h bei Raumtemperatur auf einem
unfunktionalisierten Goldchip (Ssens) inkubiert. AnschlieBend wurde mehrfach mit Ethanol
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Der Modifizierungsnachweis wurde iiber

Kontaktwinkelmessungen erbracht (Gerit: Contact Angle OCA, dataphysics, Filderstadt).

Alkyl-PEGs. Alkylierte Polyethylenglykole vereinen die Eigenschaften von Alkanthiolen
und Polyethylenglykolen. Alkanthiole bilden dabei als monodentate Haftmolekiile
hochgeordnete, selbstassemblierende Monolagen auf Gold aus'?®. Die Funktionalisierung
dieser Alkanthiole mittels hydrophilem Polyethylenglykol fiihrt zu einer hohen
Biokompatibilitdt und fiir SPR-Experimente im Besonderen zu geringen unspezifischen

Wechselwirkungen.

Thiol-funktionalisierte Alkyl-PEGs mit endstdndigen Carboxyl- bzw. Hydroxylgruppen
(Polypure AS, Oslo, Norwegen) wurden in unterschiedlichen Mischverhéltnissen bei einer
Gesamtkonzentration von 100 pg/ml in Ethanol fir 12 h auf nicht-funktionalisierten

Goldchips (Ssens) inkubiert. AnschlieBend wurde mehrfach mit Ethanol gewaschen und im
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Stickstoffstrom getrocknet. Der Modifizierungsnachweis wurde iiber

Kontaktwinkelmessungen erbracht (Gerit: Contact Angle OCA, dataphysics, Filderstadt).

3.2.2 Bindungsexperimente

Biacore T100 und Reichert SR7000DC. Fiir Bindungsexperimente wurde eine
FlieBgeschwindigkeit von mindestens 10 pl/min verwendet. Fiir Experimente zur kinetischen
Analyse wurde eine Fliegeschwindigkeit von mindestens 30 pl/min verwendet. Quantitative
Bindungssignale in Abhingigkeit von der Konzentration wurden erhalten, indem das Signal
10 s nach Injektionsstopp iiber einen Zeitraum von 5 s gemittelt wurde. Alle Bindungssignale
wurden gegen eine KontrollflieBzelle (wenn nicht anders angegeben: Aktivierung und
Absittigung ohne Ligandimmobilisierung bzw. Immobilisierung von Neutravidin und
anschlieBende Absittigung mit Biotin) sowie gegen eine Injektion von Laufpuffer
referenziert, um Puffer- und Matrixeffekte zu eliminieren. Die Auswertung der Rohdaten

erfolgte mit Hilfe der Biacore Evaluation Software 1.1 bzw. 2.0.

Biacore FlexChip. Fiir alle Bindungsexperimente wurde eine FlieBgeschwindigkeit von
100 pl/min verwendet. Die Analytlosung wurde zum Erreichen langer Expositionszeiten in
einem Kreislauf wiederholt liber die Sensoroberfliche geleitet. Unabhingig von der
Injektionszeit wurden 1.8 mL Analytlosung vorgelegt. Die Regenerationslosung war in allen

Experimenten mittels Biacore FlexChip 50 mM NaOH.

3.2.3 Inhibitionsexperimente

Eine konstante Konzentration des Viruses (z.B. 10 pg/ml fiir X31) wurde bei gleichzeitiger
Variation der Inhibitorkonzentration verwendet. Die Losung aus Analyt und Inhibitor wurde
in einem geeigneten Gefdl gemischt und fiir mindestens 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie injiziert wurde. Die SPR-Parameter der Inhibitionsexperimente wurden

analog zu den Bindungsexperimenten gewihlt.

Die prozentuale Inhibition wurde relativ zu mindestens fiinf Injektionen des Analyten ohne
Inhibitor berechnet sowie zusitzlich zu einer Injektion des Inhibitors gleicher Konzentration
referenziert. Gegebenenfalls wurde die Abnahme der Bindungskapazitdt des Sensorchips iiber
die Zeit mit Hilfe mehrerer Analytinjektionen zu verschiedenen Zeitpunkten kontrolliert und

zur weiteren Referenzierung herangezogen.
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3.3 Untersuchung der peptidischen Sekundéarstruktur mittels
zirkularem Dichroismus

Zur Verifizierung einer mdglichen Sekundérstruktur des Peptides PeB wurden Messungen
zum zirkularen Dichroismus (circular dichroism, CD) verschiedener Peptidlosungen
durchgefiihrt. Die Methode erlaubt durch Detektion der Interaktion der chiralen
Eiweilmolekiile mit zirkular polarisiertem Licht Riickschliisse auf die Sekundérstruktur von

FEiweillen.

Alle Messungen erfolgten an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter (Betreuung der
Experimente durch Dr. N. Jahnke, Universitdt Potsdam) in einer 1 mm Kiivette und mit
200 pl Probenvolumen. Zur Aufnahme eines Wellenldngenscans wurde, sofern nicht anders
angegeben, ein Wellenldngenbereich von 180-240 nm in Schritten von 1 nm kontinuierlich
abgefahren. Das Primérsignal in mdeg wurde {iber je 4s und von drei direkt
aufeinanderfolgenden Messungen gemittelt. Schmelzkurven wurden bei der jeweils
angegebenen festen Wellenldnge in einem Temperaturbereich von 5-95 °C aufgenommen.
Erginzend wurden Wellenldngenscans bei 5, 70 und 90 °C durchgefiihrt. Aus den Rohdaten

wurde die molare Elliptizitét Opn, in deg-cm?/dmol-10 nach folgender Formel berechnet:

()

CMR'Q

—} /1000
10-6-1)/

Ormrw = (

Cwmr - mittlere Aminosdurenkonzentration [g/mol], 8 - gemessene Elliptizitét [deg], ¢ -
Massenkonzentration des Analyten [g/ml] , / - Wegldnge [cm]

Die molare Elliptizitét erlaubt den Vergleich der Messwerte mit Literaturdaten, unabhéngig
von der Zusammensetzung des Proteins bzw. Peptids, der verwendeten Konzentration und der

Weglinge im Strahlengang.

3.4 Einfluss von Inhibitoren auf die Neuraminidase-AKktivitat

Der Neuraminidase-Aktivititsassay basiert auf der Féhigkeit der Neuraminidase zur
Abspaltung terminaler Sialinsduren von Glykoproteinen'*’. Diese enzymatische Aktivitit wird
ausgenutzt, um das Substrat 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl-a-D-neuraminsidurenatriumsalz
(MUNANA) unter Abspaltung der Sialinsdure (a-D-Neuraminsdure) in 4-Methylumbelliferon
(MBF) umzuwandeln. Das MBF wird anschlieBend iiber seine Eigenfluoreszenz detektiert.
Basierend auf einem etablierten Assay'°, wurden Anpassungen des Protokolls hinsichtlich

Anregungs- und Detektionswellenldnge, Virus- und Substratkonzentration sowie
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Inkubationszeiten durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der Einfluss der influenzabindenden
Peptide sowie eines bekannten NA-Inhibitors (DANA) auf die Neuraminidaseaktivitit
untersucht.

Zu 47.75 ul MES wurden in schwarzen 96-well Mikrotiterplatten (REF 353219, BD
Bioscience) 1.25 ul Viruslosung (verschiedene Konzentrationen) und 1 pl einer 10 mM
MUNANA-Losung (gelost in 10% MeOH in MES, Endkonzentration 200 pM) gegeben.
AnschlieBend wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren die Reaktionslosung
vermischt. Zur Durchfithrung von Inhibitionsexperimenten wurde statt reinem MES eine
Inhibitor-haltige MES-Losung vorgelegt und vor Substratzugabe 30 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der gesamte Reaktionsansatz fiir weitere 30 min bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert, sofern nicht anders angegeben. Die Reaktion wurde gegebenenfalls durch
Zugabe von 50 pul 14 mM NaOH in Reinstwasser gestoppt. Die Fluoreszenz des Produktes
(MBF) wurde an einem Mikrotiterplattenreader (BMG LABTECH FLUOstar Omega
Microplate Reader) bei einer Anregungswellenldnge von 320 nm und einem Emmissionsfilter
von 510 nm ausgelesen. Die absoluten Fluoreszenzsignale wurden gegen eine geeignete
Negativkontrolle (wenn nicht anders angegeben: gleicher Reaktionsansatz mit MES statt

Viruslosung) normiert, um das Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) zu ermitteln.

3.5 Oberflichencharakterisierung mittels Rasterkraftmikroskopie

Der Nachweis der Bindung von strukturell intakten Influenzaviren wurde mittels
rasterkraftmikroskopischer =~ Untersuchungen (AFM) erbracht. Dazu wurden
carboxymethyldextran-modifizierte =~ Goldchips (CMD200M) analog zu den SPR
Experimenten funktionalisiert. Nach Aktivierung der Chipoberfliche mittels 100 pl
EDC/NHS 0.4/0.1 M fiir 5 min, wurden 100 pl einer 100 pg/ml PeB-Losung (KKKK-
FYDYDVFY) in Acetat-Puffer (pH 5.5) fiir 30 min inkubiert. Die Absittigung erfolgte fiir
30 min mit 100 pl 1 M Ethanolamin (pH 8.5). AnschlieBend wurden 100 pl einer 10 pg/ml
X31-Losung in HBSP fiir 30 min inkubiert, dreimal mit HBSP und dreimal mit Reinstwasser
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die AFM Aufnahmen erfolgten an einem CP-
IT AP 2001 (Veeco Germany, Mannheim) mit einer AC 160TS (Olympus, Hamburg) Spitze
im Tapping-Modus bei einer Oszillationsfrequenz von 300 kHz durchgefiihrt. Die AFM-
Messungen wurden von A. Christmann (Fraunhofer IBMT, Potsdam) durchgefiihrt. Die
Aufnahmen wurden mit Hilfe der Software Gwyddion 2.28 (SPM data) hinsichtlich
Rauigkeiten, PartikelgroBBen und Topographie ausgewertet.
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3.6 Charakterisierung der peptidischen Primirsequenz mittels
Microarrays

Ein Microarray ist ein Biochip aus einem planaren Trigermaterial (typischerweise Glas,
Zellulose oder Silizium), auf dem eine Vielzahl von Liganden (z.B. DNA, Proteine, Zucker,
Peptide) in einem ortlich aufgeldsten regelmiBigen Raster im Mikrometermalistab gekoppelt
werden'’'. Dies ermdglicht die parallele Analyse aller immobilisierter Liganden im
Hochdurchsatzverfahren. Dazu wird das Trigermaterial mit dem fluoreszenzmarkierten
Analyten in Kontakt gebracht, welcher selbst nur an Positionen mit spezifischem Liganden
bindet. Dieses Bindungsereignis wird schlieBlich mit einem Fluoreszenzscanner ortsaufgelost
ausgelesen. Peptidmicroarrays bieten vielfiltige Anwendungsmoglichkeiten und werden unter
anderem zur Ligandoptimierung, Enzymprofilierung als auch serologischen Diagnostik

. 132
eingesetzt .

In dieser Arbeit wurden Peptidbibliotheken zur Identifizierung von Struktur-Aktivitits-
Beziehungen sowie Optimierung der Primérsequenz peptidischer Liganden benutzt. Dazu
wurde eine Peptidbibliothek zur vollstindigen Substitutionsanalyse des Peptids PeB erstellt,
in der jede Aminosédure an jeder Position gegen jede andere der 20 kanonischen Aminosiuren
ausgetauscht wurde (sieche Anhang). Die 153 Peptide dieser Bibliothek wurden anschlieBend
synthetisiert (PepStar™ Peptidbibliothek, JPT GmbH, Berlin) und auf Glasobjekttrigern im
Spotformat immobilisiert. Der resultierende Microarray wies drei identische Subarrays auf,
welche jedes Peptid sowie verschiedene Positiv- und Negativkontrollen enthielt (Abbildung

10).
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Abbildung 10: Peptidmicroarray zur Determinierung der Struktur-Aktivitits-Beziehung.
Links ist das Layout der drei identischen Subarrays auf einem Glasobjekttriger dargestellt, rechts
die Anordnung der einzelnen Sonden im Subarray. Neben den Peptidvarianten zur
Substitutionsanalyse wurden weitere Kontrollproteine und -glykane immobilisiert.
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AnschlieBend wurde nach einem optimierten Protokoll mit fluoreszenzmarkiertem
Virusmaterial inkubiert und schlieflich die Fluoreszenz des an die immobilisierten Sonden
gebundenen Materials ausgelesen. Die erhaltenen peptidmodifizierten Objekttriger wurden
ohne weitere Vorbehandlung verwendet. Die markierten Analyten wurden fiir 4-12 h in

133 inkubiert. AnschlieBend wurde

angegebener Konzentration in Femtotip-Puffer (FTP)
zweimal mit FTP und zweimal mit Reinstwasser gewaschen und sofort im Stickstoffstrom

getrocknet.

Die Fluoreszenz wurde mittels laserbasiertem Fluoreszenzscanner (Axon 4200A, Molecular
Devices, Biberach) bei Wellenldngen von 532 und 633 nm und einer Auflosung von 10 um
gemessen und mit Hilfe der Software GenePix Pro 6.0 ausgewertet. Zur Auswertung der
Fluoreszenzintensititen wurde der hintergrundkorrigierte Median der Intensitéten aller Pixel
des Probenspots verwendet. Die Bewertung aller Microarrays wurde, sofern nicht anders

angegeben, unter Berechnung des Kontrastes C durchgefiihrt.
()

Is — relative Fluoreszenz des Probenspots (nach Abzug des lokalen Hintergrundes)

Inc — relative Fluoreszenz der Negativkontrolle (nach Abzug des lokalen Hintergrundes)

Die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen wurde unter Verwendung kommerzieller Kits
(Fluoro-spin 647 bzw. Fluoro-spin 537, emp Biotech, Berlin) entsprechend den Anweisungen
des Herstellers durchgefiihrt. Die Effektivitit der Fluoreszenzmarkierung wurde durch
Messung der Proteinabsorption bei 280 nm sowie der Absorption bei entsprechender
Wellenldnge des Farbstoffes evaluiert. Gegebenenfalls wurde die Bindungsfahigkeit der

Proteine vor und nach Markierung mit Hilfe von SPR-Experimenten verifiziert.

3.7 Ubertragung des Peptid-Virus-Bindungssystems auf biosensorische
Testsysteme

3.7.1 Sensorik mittels faseroptischem Sensor

Das gefundene Bindersystem aus Peptid und Virus wurde auf einen bereits fiir das
Progesteron-Monitoring kommerzialisierten faseroptischen Sensor iibertragen, welcher am
Fraunhofer Institut fiir Biomedizinische Technik entwickelt wurde. Die Rezeptormolekiile

werden dabei auf eine diinne epoxy-funktionalisierte Glasfaser (& = 0.7 mm) immobilisiert.
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Zur Detektion des fluoreszenzmarkierten Analyten wird Licht der Wellenldnge 633 nm in die
Glasfaser eingekoppelt. Bei Bindung des iiber ein fluidisches System zur Faser geleiteten
Analyten, wird das vom Fluorophor emittierte Licht am Ausgang der Glasfaser iiber einen
optischen Sensor wellenldngenspezifisch in einer Frequenz von 0.1 Hz als Spannung
detektiert. Nach computergestiitzter Prozessierung der Daten konnen so Zeit-
Spannungskurven erstellt werden, die dhnlich wie beim SPR eine Echtzeitanalyse des

Bindungsereignisses ermdglichen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Detektionsprinzip des faseroptischen Sensors. Die spezifische Bindung eines
fluoreszenzmarkierten Analyten (z.B. Influenzavirus) an die ligandmodifizierte Glasfaser wird
nach Anregung iiber eine Laserdiode in Echtzeit detektiert.

Epoxidfunktionalisierte Glasfasern wurden durch Inkubation in Antikorper- bzw.
Peptidlosung (100 pg/ml, Carbonat-Puffer pH 9.0) modifiziert. Die Oberfliche wurde mittels
1% BSA in Reinstwasser und 0.5% Tween 20 geblockt. Nach Einbau der Faser in das
Messgerdt wurde mehrfach mit PBS gespiilt, bis ein stabiles Basisliniensignal erhalten werden
konnte. Danach wurden Losungen von Farbstoff-markiertem Virus (X31-Dye647) in
verschiedenen Konzentrationen (7.5 bzw. 30 ug/ml) und fiir verschiedene Zeiten injiziert. Die

Bindung des Viruses wurde mit 50 mM NaOH regeneriert.
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3.7.2 Virusnachweis mittels PDA-modifizierter Oberflichen

Polydiacetylen-Polymere (PDA-Polymere) besitzen aufgrund der parallelen Ausrichtung
ihrer einzelnen m-konjugierten Polymerketten eine blaue Farbe, weisen ein
Absorptionsmaximum bei ca. 650 nm auf und fluoreszieren nicht. Durch verschiedene
Ereignisse (Temperaturinderung, pH-Anderung, mechanische Beanspruchung) kann die
Ausrichtung der Polymerketten zueinander veréndert werden. Dadurch wird ein Farbiibergang
von blau zu rot induziert. Das Absorptionsmaximum des roten Zustandes liegt bei 540 nm.
AuBerdem zeigt das Polymer in diesem Zustand eine ausgeprigte Fluoreszenz'**. Der
Ubergang kann auch durch spezifische Bindung einzelner funktionalisierter Polymerketten an
ein Analytmolekiil ausgelost werden'>>'*°. Dadurch wird die Verwendung in Biosensoren
ermoglicht. Die Bindung des Analyten und die sichtbare Signalgebung sind somit innerhalb

eines Makromolekiils vollstdndig integriert.

Peptidmodifizierte PDA-Slides wurden von der PolyAn GmbH (Berlin), einem

literaturbekannten Protokoll folgend, hergestellt'’’

. Zur Herstellung der Monomere wurde
10,12-Pentacosadiinsédure (PCDA) mittels Carbodiimid-vermittelter Aminkopplung an Lysin-
modifizierte Peptide (Lys-PeB, KKKK-FYDYDVFY) gekoppelt. AnschlieBend wurden reine
PCDA- und peptidmodifizierte PCDA-Monomere gemischt und per Spin-coating auf einen
modifizierten Glasobjekttrager aufgebracht. AnschlieBend wurde mittels Photocrosslinking

auspolymerisiert.

Die Analytbindung erfolgte in Tris-Puffer bei verschiedenen Salzkonzentrationen und pH-
Werten durch Aufbringen der Analytlésung im Spotformat (Genetix QArray2, Molecular
Devices, UK) oder ganzflichig auf die PDA-modifizierten Glasobjekttrager. Anschlieend
wurde dreimal mit Tris-Puffer und dreimal mit Reinstwasser gewaschen und im
Stickstoffstrom getrocknet. Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines laserbasierten
Fluoreszenzscanners (Axon 4200A, Molecular Devices, Biberach), die UV-Vis Spektren
mittels Photometer (Specord 200, Analytik Jena) ausgelesen.
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3.8 Kompetitive Inhibition in vitro

3.8.1 Himagglutinationsinhibitions-Tests zur Charakterisierung von
Bindungsinhibitoren

Die Hamagglutinationsinhibition (HAIL siehe 2.1.1) wurde zum Nachweis der Interaktion
von Peptiden und Zuckern mit dem HA sowie zur Charakterisierung der inhibitorischen

Eigenschaften dieser Molekiile genutzt.

Je 50 ul der verwendeten Inhibitoren wurden in einer Verdiinnungsreihe von 1:2 in einer
klaren Mikrotiterplatte in PBS vorgelegt. Anschlieend wurden 2 Hdmagglutinationseinheiten
(hemagglutination units, HAU) entsprechend 2-10° Viruspartikel zu jeder Vertiefung (well)
hinzugefiigt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 50 pl einer 1%-igen
Erythrozytlosung (~2-10° Zellen/ul) hinzugefiigt und erneut fiir 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Fiir eine exakte Bestimmung des Héamagglutinationsgrades wurde die
Mikrotiterplatte um 60° gekippt, was zu einer Tropfenformierung der enthaltenen roten
Blutzellen fiihrte. Die Inhibitorkonstante K;(HAI) ist die niedrigste Inhibitorkonzentration bei
welcher eine vollstdndige Inhibition beobachtet werden konnte. Der /Cso-Wert wurde als
Mittelwert zwischen Kij(HAI) und der hochsten Konzentration mit vollstindiger

Hémagglutination bestimmt.

3.8.2 Zellbasierte Infektionsinhibition

Die Inhibition der Influenzainfektion von Saugerzellen wurde zur weiteren
Charakterisierung der inhibitorischen Eigenschaften der gefundenen Peptide untersucht. Dazu
wurde eine lebend-tot Unterscheidung mittels MTS (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoliumsalz, Promega) durchgefiihrt. MTS
wird von metabolisch aktiven Zellen zu Formazan umgesetzt, welches durch Absorption bei

einer Wellenldnge von 490 nm spektroskopisch nachgewiesen werden kann.

MDCK II Zellen (3.4-10* Zellen) wurden am Tag vor der Infektion in Mikrotiterplatten
ausgesit und bei 37 °C inkubiert. Influenzaviren (X31) wurden mit den Peptiden in einer
2-fachen Verdiinnungsreihe fiir 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln
vorinkubiert. Die Zellen wurden zunichst mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die
vorinkubierten Viren fiir eine Stunde bei Raumtemperatur hinzugegeben. Nichtgebundene
Viren wurden danach entfernt, indem bei 37 °C mit Infektionsmedium gewaschen wurde. Die
Zellen wurden weitere 24 h bei 37 °C inkubiert. Zum Auslesen wurde 20 ul MTS-Losung zu
jedem Well hinzugefiigt und weitere 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Absorption des umgesetzten
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MTS-Substrates wurde schlielich bei 490 nm mit Hilfe eines Plattenreaders ausgelesen. Die

Inhibitionsexperimente wurden von D. Lauster (HU Berlin) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse werden analog der in der Zielsetzung gezeigten Vorgehensweise dargestellt,
dabei wird die Hypothese verfolgt, dass spezifische Peptide aus den Paratopen eines
hdmagglutininbindenden Antikdrpers abgeleitet werden konnen. Zundchst werden die
Bindungseigenschaften der CDR-abgeleiteten Peptide mittels Molekulardynamik-
Simulationen in silico und experimentell mittels SPR untersucht. AnschlieBend wird die
Primérsequenz eines Peptids mittels Substitutionsanalyse genauer charakterisiert und zur
Verbesserung der Bindungseigenschaften variiert. SchlieBlich wird das Bindersystem auf
anwendungsnahe Testsysteme {iibertragen. Zusitzlich werden Experimente zur in vitro
Inhibition der Virusinfektion dargestellt, da einige Peptide inhibitorische Eigenschaften

zeigen.

4.1 Generierung und Charakterisierung neuartiger influenzabindender
Peptide aus dem Paratop des Antikorpers HC19

Die Strukturdaten eines Fab-HA-Komplexes des Antikérpers HC19 (PDB: 2vir'®®) wurden
genutzt, um lineare hdamagglutininbindende Peptide aus dessen Paratopsequenz abzuleiten.
Die hypervariable komplementarititsbestimmende Region der schweren Kette
(complementarity determining region, HCDR) besitzt die meisten Kontakte des Antikdrpers
mit Héamagglutinin (Stamm: H3N2 A/Aichi/2/1968, ,,X31%), wie aus der
Kristallstrukturanalyse des Fab-Fragmentes im Komplex mit HA hervorgeht. Die fiir die
Bindung entscheidenden Schleifen (Loops) wurden aus der Primédrsequenz des Fab-

Fragmentes abgeleitet'®

. Fir die spezifische Bindung eines Antikorpers ist auBler der
Primirsequenz der CDRs auch die sterische Anordnung der Aminosduren im
dreidimensionalen Raum mal3gebend. Daher wurden neben den Kernsequenzen auch N- und
C-terminale Erweiterungen vorgenommen, um eine mdgliche stabile Sekundérstruktur (siehe
dazu 4.1.6 ,Untersuchungen zur Sekundérstruktur mittels zirkularem Dichroismus®) der

abgeleiteten Peptide zu erreichen (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Eigenschaften CDR-abgeleiteter Peptide. Die Peptideigenschaften wurden

mittels PepDraw  ermittelt (http://tulane.edu/news/newwave/010411 peptides.cfm,

Zugriff am 18.06.2014). Die unterstrichenen Aminosiuren bilden die CDRs'*,

Abkiirzung  Sequenz’ M, [Da] pl Hydrophobizitit” [kcal/mol]
PeA SGFLLISNGVHWV 1428 7.9 5.96

PeB ARD-FYDYDVFY-YAMD® 1953 3.5 17.88

PeC LGVIWAGGNTNY 1264 5.5 8.17

“Die Peptide sind C-terminal amidiert. "Die Hydrophobizitit ist in der Wimley-White Skala'”’

angegeben, welche die notwendige Freie Energie zur Uberleitung des Peptids von einer wissrigen in
eine hydrophobe Umgebung beschreibt (Vergleichswerte: Dekaasparaginsdure +44.3 kcal/mol,
Dekaleucin: -4.6 kcal/mol). ‘Das Peptid PeB wurde in einer kurzen Variante bestehend aus den
zentralen acht Aminosduren F1-Y8 und in einer verldngerten 15 Aminoséuren umfassenden Variante
verwendet.

Die Interaktion der abgeleiteten Peptide mit dem HA wurde mittels Molekulardynamik-
Simulation in silico vorausberechnet. Die Ergebnisse dieser Studie sollen zunichst kurz

rekapituliert werden, bevor die Darstellung der experimentellen Validierung erfolgt.

4.1.1 Molekulardynamik-Simulationen zur Charakterisierung der Peptid-HA-
Interaktion in silico

Die Molekulardynamik-Simulation der Peptid-HA Interaktionen ging von der
Kristallstruktur des Fab-HA-Komplexes (PDB: 2vir) des Antikorpers HC19 aus und wurde
von P.Kar und V.Knecht (MPI-KG, Potsdam) durchgefiihrt. Die molekulare
Bindungsdynamik der einzelnen Peptide wurde fiir 10 ns simuliert. Aus diesen
Untersuchungen wurde die gesamte Gibbs’sche Freie Energie der Bindung berechnet. Die
Freie Energie konnte fiir das Peptid PeA nicht bestimmt werden, da es wéahrend der
Simulation von der HA-Oberflache dissoziierte. Dieses Peptid geht somit losgeldst von der
restlichen Antikorperstruktur keine stabile Bindung zum HA ein. Fiir die Bindung von HA an
die Peptide PeB und PeC wurden Freie Energien von -13.1 bzw. -15.3 kcal/mol bestimmt.
Diese Werte liegen in der typischen GroBenordnung nicht-kovalenter Interaktionen (siehe

2.1.2 ,,Wechselwirkungen bindender Peptide*).

Aus den literaturbekannten Strukturdaten geht hervor, dass das Peptid PeB wihrend der
Bindung direkt an der konservierten Rezeptorbindestelle des HA lokalisiert ist, weshalb die
PeB-HA Interaktion genauer charakterisiert wurde. Aus der Simulation der
Molekulardynamik kann ein dreidimensionales Strukturmodell dieser Interaktion erstellt

werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: In silico generiertes dreidimensionales Modell der Interaktion zwischen dem
Peptid PeB (blau) und HA (rot) des Influenzastammes X31. Das Peptid PeB interagiert mit der
Spitze des HA im Bereich der Rezeptorbindungsstelle (vgl. Abbildung 8 ,Struktur der
Hamagglutinin-Kopfdoméne*)

Das Peptid behilt der Molekulardynamik-Simulation folgend auch in Losung seine Strang-
Schleifen-Strang Konformation vergleichbar zur Sekundérstruktur im Fab-Fragment bei. Die
Schleifenregion bleibt dabei zum HA orientiert und geht bindende Wechselwirkungen ein,
wihrend die B-Stringe vom HA wegdeuten. Es wurden die energetischen Anteile jeder

Aminoséure an der Interaktion im Peptid und im HA berechnet (Tabelle 6).

Tabelle 6: Aufschliisselung der Anteile der Freien Energie ( G) je
Aminosiure im Peptid PeB.

AS G [kcal/mol]

F1 -0.8
Y2 -0.1
D3 +0.8
Y4 -1.7
D5 +2.3
Vo6 -0.2
F7 -2.1
Y8 -0.1

Es 1ist evident, dass die fiir die Sekundirstruktur verantwortlichen terminalen
Aminosdurereste (N-terminal: A-D, C-terminal: Y-D) weder signifikant attraktive, noch
repulsive energetische Beitrdge leisten. Die groBten attraktiven Beitrdge zur Freien Energie

besitzen die hydrophoben Aminosduren F1 (-0.8 kcal/mol) und F7 (-2.1 kcal/mol) sowie
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Y4 (-1.7 kcal/mol). Die negativ geladenen Asparaginsduren D3 und D5 wirken repulsiv (+0.8
bzw. + 2.3 kcal/mol). Eine Substitution dieser Aminosduren konnte demnach zu einer héher
affinen Interaktion zwischen Peptid und HA fiihren.

Die attraktiven Wechselwirkungen im HA resultieren malBgeblich aus Interaktionen von

S136, N137 und L194 mit der Peptidsequenz (Tabelle 7).

Tabelle 7: Auflistung der freien Bindungsenergien fiir den PeB-HA-
Komplex nach einzelnen Aminosiduren im HA. Die Anteile der van-der-Waals
(Tvaw) und die Summe aller elektrostatischen Energien (7pol cick), Sowie der
Gesamtenergiebeitrag der jeweiligen Aminosdure (7tor = Tpol, elek + Zvaw) sind
dargestellt. Nur AS mit |[AG| > 0.8 kcal/mol sind aufgelistet. Alle Werte sind in
kcal/mol angegeben.

AS Tvaw Tpor, ek Tror
S159 -0.6 2.4 -3.0
N160 -0.6 -1.2 -1.8
E215 -0.6 +1.7 +1.1
L219 -1.0 +0.0 -1.0

Die Glutaminsdure E215 wirkt signifikant repulsiv. Eine detailliertere Analyse der
energetischen Verhéltnisse zeigt, dass die Interaktion mafBigeblich auf van-der-Waals
(-28.3 kcal/mol), intermolekularen elektrostatischen Interaktionen (-187.7 kcal/mol) sowie
dem hydrophoben Effekt (-2.8 kcal/mol) beruht. Demgegeniiber stehen ungiinstige
Desolvatationseffekte polarer Gruppen (+205.8 kcal/mol), welche allerdings durch die

attraktiven Wechselwirkungen iiberkompensiert werden.

Die Verifizierung der theoretisch vorhergesagten Bindungsverhiltnisse erfolgte nun
experimentell, zundchst durch Bindungsuntersuchungen mittels Oberflichenplasmonen-

resonanzspektroskopie (SPR).

4.1.2 Charakterisierung der Peptid-Virus-Interaktion mittels SPR

Fir die Anwendung von Liganden jeglicher Art in einem sensitiven und spezifischen
Biosensor miissen diese in geeigneter Weise funktional immobilisiert werden. Dazu wurden
die Peptidsequenzen der drei CDRs auf die fiir die Interaktion relevanten Abschnitte
beschriankt und mit N-terminalen Oligolysin-Linkern versehen. Diese dienen zum einen zur
Erh6éhung der Loslichkeit der hydrophoben Peptide und zum anderen zur gerichteten

Immobilisierung iiber Aminkopplungen (keines der Peptide enthdlt auler dem N-Terminus
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weitere primdre Amine). Die drei Peptide wurden auf carboxymethylierten Dextranchips
immobilisiert und die Bindung von strukturell intakten UV-inaktivierten X3 1-Influenzaviren

mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) charakterisiert (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Bindung von X31-Viren an immobilisierte Peptide PeA, PeB und PeC. A:
Die Bindungssignale nach Injektionsstopp wurden gegen die eingesetzte Viruskonzentration
aufgetragen. B-D: Reprisentative Sensorgramme von Injektionen des X3 1-Viruses iiber eine PeA-
Lys (A, 0.77 pmol/mm?), PeB-Lys (B, 0.73 pmol/mm?) und PeC-Lys (C, 1.93 pmol/mm?)
modifizierte Sensoroberfliche. Die eingesetzte Viruskonzentration betrug 0.78-50 pg/ml. Die
Virusinjektion startete bei t=60s (Start Assoziationsphase) und stoppt bei t=560s (Start
Dissoziationsphase).

Die Immobilisierungsbedingungen fiir die lysinmodifizierten Peptide wurden zunichst
hinsichtlich der Aktivierungszeit, der Peptidinjektionszeit sowie Peptidkonzentration, der
FlieBgeschwindigkeit und des pH-Wertes des Immobilisationspuffers optimiert, um eine hohe
Ligandendichte zu erreichen. Die Immobilisierung der Peptide iiber Aminkopplung konnte
dadurch unter einheitlichen Bedingungen bei einer Aktivierungszeit von 300 s (Chip: Xantec
CMD200M), einer Peptidkonzentration von 500 pg/ml, einer Peptidinjektionszeit von 1200 s
bei einer FlieBgeschwindigkeit von 10 pl/min und einem pH-Wert von 5.5 in 10 mM Acetat-

Puffer erfolgen. Es wurden zwischen 0.73-1.93 pmol/mm? Peptid immobilisiert. Dies
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entspricht einer durchschnittlichen Ligandendichte von 0.4-1.2 Molekiilen pro nm?. Hierbei
muss allerdings berticksichtigt werden, dass die Peptide in einer ca. 150 nm starken
Dextranmatrix immobilisiert wurden und dadurch nicht alle Peptide fiir die Virusbindung zur
Verfiigung stehen. Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass bei dem erreichten
Immobilisierungsniveau mehrere Peptide ein Viruspartikel (d ~ 120 nm) gleichzeitig binden

konnen, sodass multivalente Bindungseffekte zu erwarten sind.

Es kann keinerlei Virusbindung an das Peptid PeA beobachtet werden. Die Peptide PeB und
PeC zeigen ein vergleichbares Bindungsverhalten. Im untersuchten Bereich bis 50 pg/ml wird
eine konzentrationsabhidngige Zunahme des SPR-Signals beobachtet. Bei beiden Peptiden
wird bis zur maximal eingesetzten Konzentration kein Gleichgewichtszustand (steady-state)
erreicht. Die Auftragung des Bindungssignals gegen die Konzentration (Abbildung 12A) zeigt
allerdings fiir beide Peptide eine beginnende Sittigung bei der hochsten eingesetzten
Konzentration. Die Sensorgramme der Virusbindungen (Abbildung 12C/D) zeigen einen
typischen Kurvenverlauf spezifischer Bindungsereignisse'*. Wihrend bei niedrigen
Konzentrationen das Signal in der gesamten Assoziationsphase linear steigt, ist bei hoheren
Konzentrationen eine Kurvatur zu beobachten. Bei weiterer Erhohung der
Analytkonzentration ist die Einstellung eines Gleichgewichtszustandes zu erwarten. Dies war
aus experimentell-praktischen Griinden allerdings nicht moglich, da bei hoherer
Konzentration aufgrund des geringen Verdiinnungsgrades der Analytlosung zusitzlich
Puffereffekte auftreten. In der Dissoziationsphase ist ein langsamer Signalriickgang zu
beobachten, der die sehr langsame Ablosung gebundener Viruspartikel von der
Sensoroberfldache zeigt. Dies weist auf die multivalente Bindung der Viren tliber eine Vielzahl

von Oberfldchenproteinen an die dicht immobilisierten Liganden hin.

Eine vollstindige kinetische Analyse der Peptid-Virus-Interaktion ist mit immobilisierten
Peptiden aufgrund des multivalenten Bindungsverhaltens nicht mdglich. Die verfligbaren
kinetischen Modelle zum entsprechenden Fit des Kurvenverlaufs konnen den Einfluss der
Multivalenz auf das Assoziationsverhalten mathematisch nicht erfassen'’. Es existieren
Modelle zur einfachen 1:1 Interaktion und zur bivalenten Bindung (z.B. von Antikdrpern).
AuBerdem kann die Uberlagerung von Signalen mehrerer Analyten unterschiedlicher Affinitit
bzw. mehrerer Liganden in heterogenen Modellsystemen beriicksichtigt werden. Eine
vereinfachte Betrachtungsweise der Bindung von Viruspartikeln an die immobilisierten
Peptide nach dem 1:1 Modell kénnte prinzipiell zu einer Abschdtzung der apparenten

Affinitdten dienen. Im vorliegenden Fall fiihrt diese Vorgehensweise allerdings zu qualitativ
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ungeniigenden Fits, welche den Kurvenverlauf nicht adidquat nachbilden konnen.
Dementsprechend wird auf eine Darstellung dieser Ergebnisse und deren Diskussion
verzichtet. Aussagekriftige Messwerte konnen allerdings aus der Dissoziationsphase erhalten
werden. Hierzu kann, unabhidngig vom Molekulargewicht und der molekularen
Bindungssituation (mono-/bivalent etc.) des Analyten, die Dissoziationsratenkonstante kg
bestimmt werden. Es ergeben sich Werte von 1.5+0.5-10* s fiir PeB und 6.1+5.0-10* s fiir
PeC. Wie bereits mit bloBem Auge erkennbar, sind dies niedrige Ratenkonstanten am Rande
der Messgrenzen des Gerites (Biacore T100, Instrument Handbook). Die Messwerte liegen in
der gleichen GroBenordnung wie fiir multivalente HA-Interaktionen mit immobilisierten

Glykoproteinen'*! (kg =2-10"s™).

Die absoluten Intensititen der Virussignale sind fiir groBe Partikel, die eine starke Anderung
des oberflichennahen Brechungsindexes bewirken, unerwartet. Sie stimmen in der
GroBenordnung jedoch mit literaturbeschriebenen SPR-Daten der Influenzavirusbindung an

immobilisierte Antikorper'** bzw. BHA-Rosetten an immobilisierte Glykane iiberein'*'.

Der experimentelle Nachweis der Bindefdhigkeit der vom Paratop des Antikdrpers
abgeleiteten Peptide PeB und PeC konnte damit erbracht werden. Das Peptid PeB interagiert
den Erkenntnissen aus der Kristallstrukturanalyse des Fab-HA-Komplexes sowie der
Vorhersagen der molekularen Modellierung mit der konservierten Rezeptorbindungsstelle im
HA. Das Peptid bietet damit das Potential mit anderen HA-Serotypen zu interagieren sowie
kompetitiv inhibierend zu wirken. Die Interaktion zwischen PeB und Virus wird aus diesem
Grund im weiteren Verlauf ndher untersucht und das Peptid hinsichtlich verschiedener

Eigenschaften modifiziert.

Zur weiteren Charakterisierung der PeB-Virus-Interaktion wurde diese in Abhéngigkeit von
Anderungen des pH-Wertes, des Salzgehaltes sowie der Temperatur mittels SPR untersucht.
So werden Riickschliisse auf thermodynamische und andere grundlegende Eigenschaften der
Wechselwirkung ermdoglicht. Ein direkter quantitativer Vergleich der absoluten Affinitéten ist
hierbei aufgrund der multivalenten Natur der Virus-Oberflachen-Interaktion nicht moglich, da
der zuséitzliche Einfluss von Ligandendichte und dem damit verbundenen intermolekularen
Abstand funktionaler Binder nicht evaluiert werden kann. Ligandendichte-Effekte werden im

Abschnitt 4.1.4.2 beschrieben.
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4.1.2.1 Temperaturabhdngigkeit
Die  temperaturabhingige  Bindungscharakterisierung  erlaubt  Riickschliisse — auf
thermodynamische Eigenschaften der Peptid-Virus-Interaktion. Dazu wurden, wie in den
vorangegangenen Experimenten, Viren verschiedener Konzentration (5 ng/ml — 100 pg/ml)
bei Temperaturen zwischen 10 und 40 °C (in 5 K Schritten) an immobilisiertes Peptid PeB

und zum Vergleich an immobilisierte biotinylierte o-2,6°-Sialyllaktose (SL6b) gebunden
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bindungsfihigkeit von Influenzaviren bei Variation der Temperatur.
Absolute SPR-Signale nach Injektion von X31-Viren verschiedener Konzentration iiber eine PeB-

(Abbildung links) bzw. SL6b-modifizierte Oberfliche (Abbildung rechts). Die Temperatur wurde
in Schritten von 5 K zwischen 10 und 40 °C variiert.

Fiir die beiden Liganden ergeben sich diametral gegenlaufige Ergebnisse. Wihrend die
Bindung an das Peptid bei hoheren Temperaturen effektiver ablauft, wird die Bindung an den
Zucker bei niedrigen Temperaturen verstirkt. Das maximale Bindungssignal an das Peptid bei
der hochsten verwendeten Viruskonzentration liegt bei 40 °C um den Faktor 4.0 hoher als bei
10 °C. Wird Sialyllaktose verwendet, verringert sich das Bindungssignal zwischen dem
Optimum bei 15 °C und dem Minimum bei 35 °C um den Faktor 6.4. Dies wird dadurch
verursacht, dass den beiden Interaktionen verschiedene Wechselwirkungen zu Grunde liegen.

Wihrend die Bindung an Sialyllaktose mafgeblich durch Wasserstoffbriickenbindungen

realisiert wird (welche bei geringerer Temperatur stirker sind'*""'*'**), hingt die Bindung an

das Peptid PeB stark von van-der-Waals-Wechselwirkungen ab (siche 4.1.1

,Molekulardynamik-Simulation®). Die Bindungen kdnnen demnach als entropie- (PeB) bzw.
enthalpiegetrieben (SL6b) charakterisiert werden'?'.
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4.1.2.2 Abhiingigkeit vom Salzgehalt

Die Untersuchung der Abhidngigkeit der Peptid-Virus-Interaktion vom Salzgehalt kann
weitere Riickschliisse auf die Natur der Bindung und deren zugrundeliegenden
intermolekularen Wechselwirkungen (z.B. vdW-Krifte, ionische Wechselwirkungen) geben.
Der Einfluss der Konzentration einwertiger lonen wurde durch Variation des NaCl-Gehalts

untersucht (Abbildung 15).
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Abbildung 15:  Bindungsfihigkeit von Influenzaviren bei  Variation der
Salzkonzentration. Absolute SPR-Signale nach Injektion von X31-Viren verschiedener
Konzentration iiber eine PeB- (Abbildung links) bzw. SL6b-modifizierte Oberfliche (Abbildung
rechts). Es wurden bei einer Analysentemperatur von 25 °C NaCl-Konzentrationen von 0, 50, 150
und 1000 mM verwendet.

Im gesamten Konzentrationsbereich kann fiir eine PeB-modifizierte Sensorfliche eine
Zunahme der Bindungskapazitit beobachtet werden. Insgesamt erhoht sich das
Bindungsniveau um den Faktor 7.6 (HBSP mit 0 M bzw. 1 M NaCl). Im Gegensatz dazu wird
auf der SLo6b-modifizierten Oberfliche bei Erhohung der NaCl-Konzentration eine
Verringerung des Bindungsniveaus bis hin zur vollstindigen Signalunterdriickung detektiert.
Ublicherweise ~ werden ~ SPR-Experimente bei einer mittleren  physiologischen
Salzkonzentration von 150 mM durchgefiihrt, um einerseits unspezifische elektrostatische
Interaktionen mit der negativ geladenen Oberfliche zu minimieren und andererseits
spezifische elektrostatische attraktive Kréfte nicht vollstindig zu unterdriicken. Somit kann
die Zunahme der Signalintensitit bei PeB dahingehend interpretiert werden, dass die
anziehende Wechselwirkung mafigeblich von hydrophoben Interaktionen bestimmt wird. Dies
ist konsistent mit den Berechnungen der Molekulardynamik-Simulation, wonach attraktive

Beitrdge zur Freien Energie der Bindung iiberwiegend von van-der-Waals-Interaktionen
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stammen. Dem gegeniiber neutralisieren sich elektrostatische und polare Wechselwirkungen
anndhernd (siehe 4.1.1 ,,Molekulardynamik-Simulation®). Im Gegensatz dazu und in
Ubereinstimmung mit bekannten Daten, beruht die Interaktion mit der Sialyllaktose auf
Wasserstoffbriickenbindungen®®. Diese werden durch hohe Salzkonzentrationen und damit
einhergehender Abschirmung lokaler Ladungen geschwicht'*>4¢ .

Die Beobachtungen der Temperatur- und Salzkonzentrationsabhédngigkeit fiihren zu den
gleichen Schlussfolgerungen, welche die Natur der PeB- bzw. Sialyllaktose-Virus-Interaktion
betreffen und sind auch konsistent mit den Ergebnissen der Molekulardynamik-Simulation.

Fiir biologische Systeme ist aulerdem die pH-Abhéngigkeit einer Interaktion ein weiterer

wichtiger Parameter.

4.1.2.3 pH-Abhdingigkeit

Der Einfluss des pH-Wertes ist fiir die Charakterisierung einer nichtkovalenten
Wechselwirkung, insbesondere im Hinblick auf die Verwendung in Biosensoren, wichtig. Der
pH-Wert der Probe (z.B. Schleimhautabstrich) kann ohne weitere Aufbereitung nicht variiert
werden, des Weiteren konnen nachfolgende Assayschritte z.B. zur Signalgebung stark pH-
abhingig sein. Daher ist eine Kontrolle des pH-Wertes innerhalb eines biosensorischen
Systems von besonderer Bedeutung oder verlangt unter Umstdnden eine Robustheit der reinen
Rezeptor-Analyt-Wechselwirkung gegeniiber verschiedenen pH-Werten. Experimentell
wurde der pH-Wert um den physiologischen Bereich (pH 7.4) zwischen pH 6.8 und pH 8.2 in
Schritten von 0.2 variiert (Abbildung 16). Dies ermoglichte die Verwendung nur einer

Puffersubstanz  (Hepes), sodass weitere Einfliisse durch Verwendung anderer

Puffersubstanzen ausgeschlossen werden konnten.
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Abbildung 16: Bindungsfihigkeit von Influenzaviren bei Variation des pH-Wertes.
Absolute SPR-Signale nach Injektion von X31-Viren verschiedener Konzentration iiber eine PeB-
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(Abbildung links) bzw. SL6b-modifizierte Oberfliche (Abbildung rechts). Der pH-Wert wurde in
Schritten von 0.2 zwischen pH 6.8 und 8.2 variiert.

In diesem Bereich zeigt sich fiir PeB eine deutliche Tendenz zu hoheren
Bindungskapazititen bei niedrigerem pH-Wert. Bei pH 6.8 (100 pg/ml) liegt das
Bindungsniveau etwa dreimal so hoch wie bei pH 8.2. Zudem stellt sich bei niedrigeren pH-
Werten nahezu ein Plateau ein, sodass nicht von einer weiteren signifikanten Signalerh6hung
bei weiter abfallendem pH-Wert ausgegangen werden kann. Dem gegeniiber sinkt das
Bindungsniveau bei steigendem pH-Wert stirker, sodass eine Unterdriickung des Signals bei
hoherem pH-Wert (ca. pH 9) erwartet wird. Eine vollstdndige Signalunterdriickung wurde im
untersuchten Bereich fiir alle Konzentrationen nicht beobachtet. Es wird konstatiert, dass die
Bindung von X31-Viren an eine PeB-modifizierte Oberfliche bei leicht saurem pH-Wert
begiinstigt ist.

Ein vergleichbares Verhalten wurde fiir die Bindung an 2,6°-Sialyllaktose beobachtet
(Abbildung 16). Das Signal steigt bei sauren pH-Werten an und sank im eher basischen
Milieu bis auf null ab. Gegeniiber PeB ist die Toleranz verschiedener pH-Werte somit weitaus
geringer ausgeprdgt, das System weniger robust. Bei niedrigem pH-Wert weist die
Virusoberfliche ein positives Potential auf, wodurch Bindungen an negativ geladene

Liganden bzw. Oberflichen generell verstirkt werden'*’

. Dies ist, den Ergebnissen folgend,
wahrscheinlich die hauptsichliche Ursache fiir die beobachtete Zunahme der
Signalintensititen bei niedrigen pH-Werten, da beide Liganden netto eine negative
Ladungsbilanz aufweisen (PeB (ohne Linker): -2; SL6: -1). Die beobachtete Verstirkung
konnte auch durch eine stirkere unspezifische Wechselwirkung mit der negativ geladenen
carboxymethylierten Dextranoberfldche des Chips verursacht worden sein, was jedoch durch
die routinemidBig mitgefiilhrte Kontrolle einer nicht-modifizierten Sensoroberfliache
ausgeschlossen wird. Hier wird unabhédngig vom pH-Wert kein Bindungssignal detektiert.
Aus der detaillierten Untersuchung der Abhédngigkeit der PeB-Virus-Interaktion von
physikalischen Faktoren geht zusammenfassend hervor, dass diese Wechselwirkung erstens
entropiegetrieben ablduft und zweitens maBgeblich durch hydrophobe Interaktionen realisiert
wird. Die Ergebnisse liefern Indikationen zur Verbesserung der Sensitivitit eines PeB-
basierten Biosensors unter optimalen Umgebungsbedingungen (7 = 40 °C, cnaci = 1 M, pH

6.8). Nach diesen, die Sensitivitdt betreffenden Aspekte, wird im folgenden Abschnitt die

Spezifitit der Peptid-Virus-Interaktion charakterisiert.
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4.1.3 Spezifitit der Peptid-Virus-Interaktion

Die Spezifitit der Peptid-Virus-Interaktion wurde durch drei grundsétzlich verschiedene
experimentelle Anordnungen untersucht. Zum einen wird die virale Bindung an den
natlirlichen Rezeptor durch das Peptid kompetitiv inhibiert. Zusétzlich wird die Spezifitét
durch Vergleichsexperimente noch weiter charakterisiert. Dazu werden zwei, sich
wechselseitig ergdnzende, Versuche durchgefiihrt. Zunédchst wird die Bindung an leicht
modifizierte PeB-Varianten iiberpriift und anschlieBend die Bindung influenzafremder

Proteine an das immobilisierte Peptid untersucht.

4.1.3.1 Kompetitive Inhibition der viralen Bindung

Der Antikérper HC19 hemmt die Bindung von Hémagglutinin an seinen natiirlichen
Rezeptor kompetitiv durch Interaktion mit der Rezeptorbindungsstelle'®™'®. Aus den
Ergebnissen der Molekulardynamik-Simulationen geht hervor, dass bei Bindung des Peptids
PeB die dafiir verantwortlichen Interaktionen intakt bleiben. Sie wirken daher vergleichbar
zur Situation im Fab-Fragment des Antikdrpers inhibierend. Die kompetitive Inhibition wird
nun mittels weiterer SPR-Experimente untersucht, bei denen der natiirliche Rezeptor des HAs
durch immobilisierte biotinylierte 2,6*-Sialyllaktose sowie Fetuin imitiert wird'*'. Dies stellt
zusitzlich eine Spezifititskontrolle dar, da nur bei Interaktion mit dem HA und dort nur mit

der Rezeptorbindungsstelle ein inhibierender Effekt erwartet werden kann.

Fiir beide Liganden wird ein konzentrationsabhédngiges Inhibitionsverhalten fiir PeB, nicht
jedoch fiir PeA beobachtet. Fir PeA ist dies eine weitere Bestitigung, sowohl der
vorangegangen Bindungsexperimente, als auch der Molekulardynamik-Simulation. Bei

beiden Methoden ist keine Wechselwirkung mit dem viralen Himagglutinin festzustellen.
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Die Bindung an 2,6°-Sialyllaktose wird mittels PeB um bis zu 85% bei der hochsten
eingesetzten Konzentration (500 uM) gehemmt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Kompetitive Inhibition der Bindung von X31-Viren. Inhibition der Bindung
von X31-Viren an eine 2,6°-Sialyllaktose modifizierte Oberfliche durch die Sialyllaktose selbst
sowie das Peptid PeB.

Eine vollstindige Inhibition mittels geloster 2,6°-Sialyllaktose (SL6) selbst, wird ab 4 mM
beobachtet. Aus den sigmoidalen Fits der Inhibitionskurven ergeben sich /Csy-Werte von
115 uM fiir PeB bzw. 1175 uM fiir 2,6°-Sialyllaktose (Tabelle 8). Der /Cs ist genau so hoch
wie in der Literatur fiir die Anbindung von X31 BHA-Rosetten (mittels Bromelain vom Virus
abgespaltenes HA bildet in Losung Rosetten aus 6-10 HA-Trimeren) an immobilisiertes
Fetuin beschrieben (ICso= 1.2 mM)'*'. Dies reflektiert die niedrige Dissoziationskonstante
der 2,6‘-Sialyllaktose von 2mM'*®. Je nach verwendetem Testsystem werden auch noch

héhere ICso-Werte beschrieben, z.B. bis zu 7.9 mM' fiir die Inhibition in Zellexperimenten.

Fetuin ist ein Glykoprotein, welches sowohl 2,3°- als auch 2,6°-verkniipfte

! Daher weist Fetuin eine breite Spezifitit gegen

Sialinséurederivate auf der Oberfliche tragt
HA verschiedener avidrer und humaner Influenzaviren auf. Die Bindung von X31-Viren an
Fetuin wird mittels PeB um bis zu 70% reduziert, mittels SL6 ist eine vollstindige
Bindungsinhibition moglich (/Csp-Werte: PeB 89 uM, SL6 2730 uM). Die unvollstindige
Inhibition mittels PeB reflektiert moglicherweise das duale Bindeverhalten der X31-Viren an
die zwei Sialinsdurederivate. Urspriinglich handelt es sich hierbei um humane Viren, die
allerdings fiir die Aufzucht in bebriiteten Hiihnereiern genetisch modifiziert wurden.

Demnach weisen sie sowohl eine Affinitdit zu humanen als auch avidren Rezeptoren auf,

53



4 Ergebnisse und Diskussion

weshalb beide Sialinsdurederivate auf der Fetuinoberfliche gebunden werden. Zusétzlich

150,151 .
, welche einen

handelt es sich auf der Fetuinoberfliche um mehrfach verzweigte Zucker
hoheren Grad an molekularer Multivalenz zu den gebundenen Viren und damit eine stirkere
Aviditdt im Vergleich zur immobilisierten Sialyllaktose ermdglichen (siehe 2.1.2). Aufgrund
der beschriebenen Spezifititen binden X31-Viren nur schwach an 2,3‘-Sialyllaktose (SL3).
Dies wird auch aus den Inhibitionsexperimenten mit SL3 deutlich, in denen eine Kompetition

an SL6b und Fetuin im untersuchten Konzentration bis 10 mM nicht vollstindig erreicht wird.

Tabelle 8: Kompetitive Inhibition der Bindung von X31-Viren an
immobilisierte Peptidliganden. Es sind die /Cs-Werte in uM dargestellt
(Mittelwerte einer Doppelbestimmung), die aus sigmoidalen Fits (logistisch, 4-
Parameter) der entsprechenden Inhibitionskurven erhalten wurden.

Inhibitor Ligand

SL3b SL6b Fetuin
SL3 750  (3500) (3500)
SL6 385 1175 2730
PeB 111 115 89

In Klammern: Fits aus unvollstindigen
Datensdtzen (kein Plateau bei maximaler
eingesetzter Inhibitorkonzentration).

Eine kompetitive Inhibition liegt vor, wenn das inverse Experiment mit immobilisiertem
Peptid und unter Verwendung des natiirlichen Rezeptormolekiils (hier: 2,6°-Sialyllaktose) als
Inhibitor ebenfalls zur Unterdriickung der Virusbindung an den Liganden fiihrt. Hierbei wird
eine maximale Inhibition von 40% bei einer Sialyllaktose-Konzentration von 5 mM erreicht.
Die unvollstindige Inhibition hat vermutlich zwei Griinde: Zum einen ist die absolute
Affinitdt der Sialyllaktose geringer als die des Peptids, zum anderen ist bekannt, dass der

Grad der Inhibition vom Virusstamm abhingen kann'>.

Daher werden viel hohere
Sialyllaktose-Konzentrationen benétigt, um die Bindung an das immobilisierte Peptid
vollstindig zu inhibieren, als im umgekehrten Fall. Die beobachtete Inhibition von 2,6°-
Sialyllaktose kann unter Beriicksichtigung dieser Effekte und vor allem gegeniiber der
Kontrolle mit 2,3¢-Sialyllaktose, welche keine Inhibition zeigte, somit ebenfalls als spezifisch

angesehen werden.

Die beobachtete inhibitorische Wirkung des Peptids PeB auf die Virusbindung stellt einen
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung eines Wirkstoffes dar. Das Peptid PeB fungiert in diesem

Fall als sogenannter Zugangsblocker (entry-blocker). Es verhindert die Interaktion des
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Influenzaviruses mit den Rezeptoren der Epithelzellen und blockiert damit moglicherweise
die Aufnahme des Viruses in die Zelle. Néhere Untersuchungen zum inhibitorischen
Verhalten des Peptids PeB in vitro werden in Abschnitt 4.4 (,,PeB und seine Varianten als

potentielle Wirkstoffe*) dargestellt.

Die Peptide PeB und PeC binden nach Immobilisierung Influenzaviren des Stammes X31,
wobei PeB zusitzlich eine kompetitive Inhibition des Viruses gegeniiber dessen natiirlichen
Rezeptor zeigt. Das Peptid PeA aus CDRI1 =zeigt in allen Experimenten keinerlei
Wechselwirkung mit viralem HA. Die beobachtete kompetitive Inhibition ist bereits eine
starke Indikation fiir eine spezifische Wechselwirkung, da dadurch reine Oberflichen- und
Assayeffekte (z.B. unspezifische Wechselwirkung mit dem Chip, systematische Fehler durch

Verdiinnungseffekte) ausgeschlossen werden.

4.1.3.2 Ligandspezifitiit

Zur weiteren vergleichenden Untersuchung wird die Bindung von X31-Viren an verschieden
substituierte PeB-Varianten getestet (Abbildung 18). Dazu wurden die Aminosduren Y4, F7
sowie Y8, welche den MD-Simulationen folgend attraktiv zur Bindung beitragen (siche

4.1.1), substituiert.
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Abbildung 18: Ligandspezifitit. Konzentrationsabhiingige Bindungssignale (SPR) von X31
an verschiedene Varianten des Peptids PeB.

Wie ersichtlich wird, zeigt der Virus im Bereich bis 100 pg/ml keinerlei Bindung an

verschiedene Peptidvarianten. Der Austausch der Aminosduren Y4 zu P sowie F7 zu P und
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Y8 zu N bewirken den vollstindigen Verlust der Bindungsfahigkeit gegeniiber X31 Viren.
Daher  konnen  unspezifische  Effekte, beispielsweise  durch  elektrostatische
Wechselwirkungen, ausgeschlossen werden. Keine der vorgenommenen Substitutionen
verdndert die Gesamtladung des Liganden -2 (ohne Beriicksichtigung des Linkers). Dies ist
insbesondere deshalb wichtig, weil der verwendete Oligolysin-Linker zur Immobilisierung

der Peptide vier positive Ladungen tragt.

4.1.3.3 Analytspezifitiit

Die Spezifitit gegeniiber verschiedenen Analyten wurde zundchst im Vergleich zu einer

divergenten Peptidbibliothek getestet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Analytspezifitit. Bindung verschiedener Proteine an einen PeB-modifizierten
Sensorchip im Vergleich zur Bindung von X31 bei einer einheitlichen Massenkonzentration von
10 pg/ml.

Es wurden Proteine verschiedener Molekulargewichte, Ladung und Funktion verwendet, um

eine grof3e Diversitit allgemeiner Proteineigenschaften zu beriicksichtigen (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Physikalische Eigenschaften der zum Spezifititstest verwendeten

Proteine.
M, [kDa] pl
Alkoholdehydrogenase (ADH) 150 5.6
Rinderserumalbumin (BSA) 66 4.7
Casein 25 5.0
C-Streptavidin 12 5.1
Cytochrom C 12 10.0
humanes Serumalbumin (HSA) 66 4.7
Hyaluronidase 55 54
Insulin 5.7 53
Lysozym 14.4 10
Neutravidin 60 6.3
Pektinase 40 7.9
RNase A 13.7 9.6

AuBler fiir die Proteine C-Streptavidin sowie Lysozym ist keine signifikante Bindung
detektierbar. Fiir diese beiden Proteine betrdgt das unspezifische Signal 4.5% bzw. 7.2%.
Diese unspezifischen Effekte sind gering, miissen bei Verwendung in einem Biosensor
allerdings beriicksichtigt werden. Insbesondere der Einfluss von Lysozym muss bedacht
werden, da bei einer Probennahme aus Speichel mit hohen Konzentrationen dieses Enzyms

153

(30-100 pg/ml)  gerechnet werden muss °. Weitere systematische unspezifische

Wechselwirkungen mit bestimmten Proteingruppen sind nicht festzustellen.

Aus allen drei Experimenten zur Charakterisierung der Spezifitdt der PeB-X31-Interaktion
geht hervor, dass die Interaktion spezifisch verlduft und auf der Bindung des Peptids an die
Rezeptorbindungsstelle des HA im Influenzavirus beruht. Fiir eine weitere Optimierung
hinsichtlich der Sensitivitit des Peptids PeB wurde es mittels verschiedener

Kopplungsmethoden auf unterschiedlichen Oberfldchen immobilisiert.

4.1.4 Einfluss der Peptidimmobilisation auf die Detektion von Influenzaviren
Die Funktionalitit von Liganden im Allgemeinen und Peptiden im Speziellen héngt
mafBgeblich von der Art und Weise ihrer Immobilisierung am zugrundeliegenden
Tragermaterial ab. Daher wird die Peptid-Virus-Interaktion in Abhéngigkeit von der
Kopplungsstrategie nun genauer untersucht. Zur Immobilisierung existieren Methoden zur
kovalenten und nicht-kovalenten Kopplung, welche sich jeweils weiter in gerichtete und
ungerichtete Verfahren unterteilen (siehe 2.1.3 ,,Funktionelle Prisentation peptidischer
Binder®). Fiir Peptide ist die kovalente und gerichtete Immobilisierung am effektivsten.
Ebenso kann die Orientierung der Peptide (N-/C-terminale Kopplung) auf der Oberflache fiir
eine erfolgreiche Analytdetektion entscheidend sein.
57



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.4.1 Variation der Kopplungsstrategien
Die Bindefahigkeit des Peptids PeB wurde zunédchst auf unterschiedlichen Oberflichen und

mit variierenden Linkerstrukturen untersucht, um eine moglichst sensitive Nachweisreaktion
zu ermoglichen und die Funktionalitdt des peptidischen Bindersystems auf verschiedenen

Oberflichenmodifikationen zu untersuchen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Einfluss der Peptidimmobilisierung auf die Influenzadetektion.

Nr N-terminale Peptid C-terminale  Oberflichen- Kopplunesreaktion LOD
* Modifikation P Modifikation modifikation ppiung X31 [ng/ml]
1 - PeB Amid CMD* Aminkopplung 3130
2 KKKK PeB Amid CMD Aminkopplung 190
3 C PeB Amid CMD Thiolkopplung” k.B.
. CMD Aminkopplung 98.0
4 KKKK PeB(kurz) Amid 3D-Epoxy Aminkopplung 4060
5 Biotin-Ttds® PeB(kurz) Amid Neutravidin - k.B.
6 - PeB(kurz) EDA%Biotin  Neutravidin - k.B.
. Aminkopplung/
7 HHH PeB(kurz) Amid 3D-Epoxy ol 10000
. 3D-Epoxy Aminkopplung 10000
8 CKK PeB(kurz) - Amid p-MP Michacl-Addition 123
10 KKKK-C PeB(kurz) C (zyklisiert) CMD Aminkopplung k.B.
*CMD - carboxymethyliertes Dextran, bPDEA—vermittelt; ‘Ttds - 13-amino-4,7,10-trioxa-
tridekanamin-succiniminsaure; EDA - Ethanoldiamin; k.B. - keine Bindung; PeB -

ARDFYDYDVFYYAMD:; PeB(kurz) - FYDYDVFY

Die Funktionalitit des Peptids PeB hingt stark von dessen Prédsentation auf der Oberflidche
und dem verwendeten Linkermolekiil ab. Die Immobilisierungsmethoden, die auf einer
Kopplung iiber N-terminale primére oder sekundére Amine beruhen, ermdglichen allesamt die
Virusdetektion. Kopplungen iiber die freie Thiolgruppe eines Cysteins ermdglichen in einigen
Féllen die Influenzadetektion. Die Immobilisierung der Peptide iiber einen Biotin-Linker (N-/
C-terminal) und anschlieBender nichtkovalenter Kopplung des Peptids an Neutravidin fiihrt
zum vollstindigen Funktionsverlust und ist damit fiir das untersuchte Bindungssystem
ungeeignet. Dies kann einerseits sterische Griinde haben. Wichtige Motive der Peptidsequenz
konnten durch die Immobilisierung in der Bindungstasche des Neutravidins vergraben
werden, obwohl hier zusitzlich ein Cl16-Spacer (Ttds) zwischen erster AS und Biotin
eingefligt wurde. Andererseits wurde eine direkte Interaktion des Peptids mit Neutravidin im
Spezifititstest nicht beobachtet. Dennoch koénnen schwache Interaktionen mit Neutravidin
nicht ausgeschlossen werden, da diese nun durch die Fixierung des Peptids in der

Bindungstasche entropisch beglinstigt wiren.

Zusiétzlich ergeben sich quantitative Variationen. Die direkte Bindung des
Vollldngenpeptids 1 iiber seinen freien N-Terminus am Alanin fithrt zu einer hohen

Nachweisgrenze von 3130 ng/ml. Bei Verwendung eines Oligolysin-Linkers (Peptid 2) kann
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eine um den Faktor 16 niedrigere Nachweisgrenze (190 ng/ml) erzielt werden. Die
Funktionalitdt der derartig gekoppelten PeB-Variante geht auch bei Minimierung der
Aminosduresequenz auf die acht zentralen Aminoséduren (FYDYDVFY) nicht verloren, was
bereits in den vorangegangenen Charakterisierungen gezeigt werden konnte. Die Varianten 2
und 4 erweisen sich somit als besonders potente Liganden. Bei Modifikation des 8-meren
Peptids mittels dreier Histidine, beziehungsweise eines CKK-Linkers, wird ebenso eine

Virusdetektion auf Epoxidoberflachen ermoglicht, allerdings mit hoheren Nachweisgrenzen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden weitere Oberflichenmodifikationen fiir die
SPR-Analytik charakterisiert (siche Anhang IV). Eine der Modifikationen ist die para-
Maleimidophenyl-Funktionalisierung, welche universell auf verschiedensten Metallen
angewendet werden kann und optische und elektrochemische Auslesemethoden ermdglicht.
Auf dieser Oberfliche wurde das Peptid mittels N-terminalem Cystein immobilisiert. Es wird
eine Nachweisgrenze von 123 ng/ml beobachtet. Diese liegt ebenso wie auf kommerziellen

SPR-Chips im diagnostisch relevanten Bereich (20-100 ng/ml).

Eine Untersuchung des 8-meren Peptids bei Immobilisierung nur iiber seinen freien N-
Terminus konnte nicht durchgefiihrt werden, da das Peptid fiir wissrige Kopplungsmethoden

eine zu starke Hydrophobizitét (+8.46 kcal/mol) aufweist.

4.1.4.2 Variation der Ligandendichte

Bei der Interaktion oberflichengebundener Liganden mit Analyten mit mehreren
Bindungsstellen sind multivalente  Bindungseffekte zu erwarten (siehe 2.1.2
»Wechselwirkungen bindender Peptide®). Da die Anzahl der Bindungsstellen im Virus nicht
definiert variiert werden kann, wurde die Ligandendichte durch Verwendung
unterschiedlicher Ligandkonzentrationen zur Immobilisierung variiert. Dies fithrt zu
unterschiedlichen mittleren Abstinden der Liganden, welche wiederum der Stirke der
multivalenten Interaktion mafgeblich beeinflussen kann. Die Experimente wurden am
Biacore FlexChip durchgefiihrt, welches die parallele Detektion der Analytbindung an bis zu
400 Spots mit immobilisiertem Ligand und damit die Untersuchung vieler verschiedener
Ligandendichten ermdglicht. Dazu werden die Liganden zundchst im Microarray-Format
immobilisiert und nach Einlegen der Chips ins SPR-Gerét anschlieBend die Virusbindung

detektiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Einfluss der Ligandendichte von Fetuin und PeB auf die Detektion von X31-
Viren. Die Liganden wurden unter Verwendung verschiedener Massenkonzentrationen (1:5
Verdiinnung ab 200 pg/ml, x-Achse) im Spotformat auf Epoxid-beschichteten Goldchips
immobilisiert. AnschlieBend wurde die Virusbindung bei einer Konzentration von 50 pg/ml mittels
SPR (Biacore FlexChip) detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je vier Spots sowie die
Standardabweichung.

Die Bindung an das Glykoprotein Fetuin ist ab einer Konzentration von 64 ng/ml
detektierbar. Anschlieend steigt das Signal bis 1.6 pg/ml an und geht danach in Séattigung
iiber, da ab dieser Konzentration die Oberfldche vollstindig mit Fetuin beladen ist. Es ergibt
sich ein gering ausgepragtes Signalmaximum bei 1.6 pg/ml (2600 RU zu 2400 RU bei
8 ug/ml), welches fiir eine multivalente Interaktion zu erwarten wére. Bei Einsatz geringerer
Fetuinkonzentrationen und damit geringerer Ligandendichte stehen nicht geniigend
Rezeptormolekiile fiir eine hochaffine Bindung der Viren zur Verfligung. Bei hoherer

Ligandendichte flihren sterische Interferenzen wiederum zu geringeren Bindungssignalen.

Dieser Kurvenverlauf konnte fiir das Peptid PeB nicht beobachtet werden. Im untersuchten
Konzentrationsbereich ergibt sich ab 40 pg/ml PeB ein linearer Signalanstieg. Generell sind
hohere Konzentrationen als beim Fetuin nétig, um iiberhaupt ein Virussignal zu generieren.
Dies kann einerseits durch eine geringere Kopplungseffizienz der Peptide gegeniiber dem
Protein, den geringeren Grad an molekularer Multivalenz (Fetuin besitzt acht potentielle
Bindestellen pro Protein) sowie eine geringere spezifische Aktivitit der Peptide durch
Wechselwirkung mit der Oberfliche begriindet werden. Es ist kein ausgeprigtes

Signalmaximum und auch noch keine Séttigung erreicht, obwohl in Vergleichsexperimenten
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unter dhnlichen Immobilisationsbedingungen eine maximale Oberfldchenbeladung mit Peptid

beobachtet wurde.

Insgesamt sind die Ligandendichte-Effekte oberhalb eines ligandabhéngigen Schwellwertes
bei beiden Rezeptoren flir einen sensitiven Virusnachweis unkritisch. Eine hohe
Oberflichenbeladung ist fiir die Signalgebung wiinschenswert. Eine Uberbeladung der
Oberflache, welche durch sterische Effekte zu stark verminderter Sensitivitdt fithren konnte,

wird nicht beobachtet.

4.1.5 Einfluss des sidureinduzierten Konformationswechsels auf die Peptid-Virus-
Interaktion

Das  Hiamagglutinin  des Influenzaviruses  durchlduft einen  sdureinduzierten
Konformationswechsel bei Unterschreiten von pH 6 (siche 2.2.2 ,,Das Oberflichenprotein

Héamagglutinin®).

Das Peptid PeB interagiert den experimentellen Bindungsstudien folgend direkt mit dem
Sialinsdure-bindenden Bereich im HA, welcher ein Strukturepitop darstellt. Es wird vermutet,
dass die Peptid-Virus-Interaktion daher auch von der rdumlichen Anordnung der
Aminosduren im HA-Molekiil abhingt. Die rdumliche Anordnung der einzelnen Segmente
der RBS wird durch den sdureinduzierten Konformationswechsel verdndert, weshalb der
Einfluss dieser Anderung auf die Bindung zum Peptid PeB nun niher untersucht werden soll.

Die SPR-basierten Bindungsstudien zum Einfluss des Konformationswechsels wurden mit
nativem HA aus den Impfstoffpriparationen VIC (A/Victoria/210/2009) und NY
(A/NewYork/55/2004, H3N2) sowie intakten X31-Viren (A/Aichi/2/1968, H3N2)
durchgefiihrt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss des pH-induzierten Konformationswechsels im HA auf die
Bindung an PeB. Das Virusmaterial der H3N2-Stamme VIC ( A/Victoria/210/2008), NY
(A/NewYork/55/2004) und X31 (A/Aichi/2/1968) wurde entweder nicht (-), mit Essigsdure
(Acetat) bzw. Zitronensdure (Citrat) behandelt. Dargestellt sind die absoluten SPR-Signale
(Mittelwerte einer Doppelbestimmung) nach Injektion von 30 pg/ml Analytlosung iiber eine
PeB-modifizierte Sensoroberflédche.

Fiir alle untersuchten Influenzastimme wird eine Verstirkung des Bindungssignals nach
Auslosen des Konformationswechsels beobachtet. Dies geschah weitestgehend unabhingig
von der Methode zur Induzierung des Konformationswechsels. Besonders grofie
Verstiarkungen um den Faktor 5-6 wurden fiir VIC und NY bei Behandlung mit Zitronenséure
beobachtet. Auch das Messsignal des Influenzaviruses vom Stamm X31 steigt um den
Faktor 2 bei Behandlung mittels Zitronenséure.

Das ,Aufklappen“ des HA fiihrt vermutlich zu einer stirkeren Exposition der
Sialinséurebinderegion und zu einer Abflachung des Bereiches an der Spitze der distalen HA-

Domiine'>*

und damit moglicherweise zu einer besseren Zuginglichkeit. Eine vorherige
Saurebehandlung von Viren kdnnte in einem biosensorischen Test diesen Ergebnissen folgend

zu einer weiteren Sensitivitdtssteigerung fiihren.

4.1.6 Untersuchungen zur Sekundirstruktur von PeB mittels zirkularem Dichroismus
Im Antikérper bilden die Aminosduren des Peptids PeB (ARDFYDYDVFYYAMD) eine
antiparallele B-Faltblattstruktur. Die terminalen Aminosduren ARDFY bzw. YAMD bilden

jeweils B-Stringe und werden durch die Schleifenregion bestehend aus den dazwischen
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1% Der Erhalt dieser Struktur bei Bindung der

liegenden Aminosduren DYDVFY verbunden
abgeleiteten Peptide an das HA ist auch bei der MD-Simulation evident (siche 4.1.1

,Molekulardynamik-Simulation®).

Nachdem die Bindungsféhigkeit der Peptide analog der Voraussagen der MD-Simulation
bestitigt werden konnte, soll nun die Sekundarstruktur des Peptids in Losung ndher mittels
zitkularem Dichroismus (CD) untersucht werden. Einerseits dient dies der Uberpriifung der
Vorhersagen aus der MD-Simulation, andererseits konnen iiber Strukturanalysen auch weitere
Kenntnisse iiber die grundlegende Art der Interaktion zwischen Peptid und HA (z.B.
Beteiligung einzelner Aminosduren) gewonnen werden. Bei der CD-Spektroskopie werden in
Abhingigkeit von der Wellenlédnge Elliptizititsspektren erhalten. Diese konnen iterativ mit
Spektren bekannter Sekundirstrukturen abgeglichen werden, um so strukturelle Ahnlichkeiten

festzustellen.

Zunichst wurde das CD-Spektrum des Peptids in PBS-Puffer (pH 7.4) aufgenommen. Unter
diesen Bedingungen wird ein ,,Nullspektrum® ohne ausgeprigte Minima oder Maxima
erhalten. Ein derartiges Verhalten ist untypisch, da auch ein ,random coil®, also eine

155 Moglicherweise liegt

ungeordnete Proteinstruktur ein signifikantes CD-Spektrum aufweist
das Peptid in mehreren Strukturvarianten vor, welche verschiedene CD-Spektren ergeben und
sich in der sichtbaren Uberlagerungen wechselseitig aufheben. Auch eine vollstindige
Aggregation des Peptids konnte ein solches Spektrum verursachen. Dies wurde durch
begleitende Lichtstreuungs-Experimente (Dynamic Light Scattering, DLS) ausgeschlossen, da

keine Partikel grofer 1.5 nm beobachtet wurden.

Weitergehend wurde die Anderung des CD-Spektrums in Abhingigkeit von der
Salzkonzentration und des pH-Wertes untersucht. Bei Anderung der Salzkonzentration
zwischen 0 und 500 mM NaCl ergibt sich keine Anderung des CD-Spektrums, sie beeinflusst
die Sekundérstruktur des Peptids nicht.

Bei Variation des pH-Wertes um den isoelektrischen Punkt des Peptids (pl=3.9) kann
jedoch ein definiertes Spektrum beobachtet werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: CD-Spektren des Peptids PeB. Das Peptid wurde zu 100 pg/ml in wissrigen
Acetat-Puffern (10 mM) verschiedener pH-Werte gelost, die Spektren wurden bei einer konstanten
Temperatur von 20 °C aufgenommen. Bei niedrigen pH-Werten sind Minima bei 212 nm und
195 nm zu beobachten.

Es zeigen sich zwei ausgeprigte Minima unterhalb von pH 5, bei 212 nm und 195 nm. Die
Intensitit der Minima steigt mit sinkendem pH-Wert. So verringert sich die Elliptizitit bei
212nm von -10 auf -20 degrem*dmol’-10°, bei 192nm sinkt sie von -15 auf
=75 deg-em>dmol'+107. Dies bedeutet, dass bei sinkendem pH-Wert eine zunehmende
Anzahl an Peptiden in einer definierten Sekundirstruktur vorliegt. Eine Ubereinstimmung des
beobachteten Kurvenverlaufs mit bekannten Spektren konnte nicht festgestellt werden'>.
Trotz sorgfiltiger Recherche konnte weiterhin keine Quelle gefunden werden, in welcher

schon einmal derart stark negative Elliptizititen beobachtet wurden.

Zur Validierung der Ergebnisse wurde auBlerdem eine Schmelzkurve des Peptids bei pH 7.4

(in PBS) und bei pH 2 (in Acetat-Puffer) aufgenommen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: CD-Schmelzkurven des Peptids PeB. Ausgehend von 5°C wurde die
Temperatur in Schritten von 0.2 K bis auf 95 °C erhoht. Es wurde kontinuierlich die Elliptizitét bei
206 nm (pH 7.4) bzw. 200 nm (pH 2.0) gemessen. Zusédtzlich wurden bei 5 °C, 70 °C und 95 °C
vollstindige ~CD-Spektren aufgenommen (Insets, A-pH7.4, B-pH20), um alle
Signaldnderungen zu erfassen.

Bei pH 7.4 wird keine Anderung des Spektrums beobachtet, daher kann eine definierte
Sekundarstruktur des Peptids bei diesem pH-Wert ausgeschlossen werden. Bei pH 2.0 zeigt
sich eine typische Schmelzkurve mit einer Ubergangstemperatur T von ca. 59 °C. Hier wird
die Sekundérstruktur des Peptids durch Erhitzen aufgelost. Dies entspricht dem erwarteten
Verhalten bei Vorhandensein einer peptidischen Sekundirstruktur, welche typischerweise

eine Schmelztemperatur zwischen 40 °C und 70 °C aufweist' .

Die tatséchliche Sekundarstruktur des Peptids, welche das beobachtete Spektrum hervorruft,
bleibt somit unklar. Sicher scheint, dass das Peptid auch bei niedrigem pH-Wert keine
antiparallele B-Faltblattstruktur ausbildet (vgl. 4.1.1 ,Molekulardynamik-Simulation®).
Jedoch konnte es sich bei der Peptid-Virus-Bindung um eine Interaktion mittels induced fit
handeln, bei dem eine Sekundarstruktur erst durch die Bindung des Peptids an das Protein
hervorgerufen wird'">’. Weiterhin sind die Bindungsexperimente und die CD-Messungen nicht
vollstindig  vergleichbar, da aufgrund der methodenbedingten Anforderungen

unterschiedliche Puffersubstanzen (PBS - Acetat - Hepes) verwendet wurden.
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Eine weitere Aufklirung konnte durch weitere Untersuchungen, z.B. mittels
zweidimensionaler Kernmagnetresonanzspektrometrie (2D-NMR) oder
Kristallstrukturanalyse erfolgen. Hierbei wiére insbesondere ein Vergleich der
Sekundarstruktur vor und nach Bindung des Peptids an Himagglutinin interessant, um weitere
Aufschliisse iiber die Art der Wechselwirkung zu erhalten und insbesondere den Kontakt

einzelner AS sichtbar zu machen.

4.1.7 Charakterisierung gebundener Viren mittels AFM

In den bisherigen Experimenten konnte die Bindung der Influenzaviren an verschiedene
Oberflachen mittels spektroskopischer Methoden gezeigt werden. Zur Ergdnzung dieser
Ergebnisse wurden nun rasterkraftmikroskopische Untersuchungen (atomic force microscopy,
AFM) durchgefiihrt. Diese ermdglichen eine mikroskopische Uberpriifung der Anlagerung
der Viruspartikel und konnen zusitzliche Informationen iiber die Morphologie der
gebundenen Viren an der Sensoroberfldche liefern. Zur Durchfiihrung der Experimente wurde
analog zu den SPR-Experimenten zundchst das Peptid PeB auf einem carboxymethylierten
Dextranchip immobilisiert. AnschlieBend wurde mit Virus inkubiert und mehrfach
gewaschen. Die AFM-Untersuchung erfolgte im Tapping-Modus, bei dem nur kurzzeitiger
Kontakt der Mikroskopspitze mit der Chipoberfliche besteht. Diese Methode ermdglicht eine
schonende Behandlung der weichen Polymer- und Virenoberflache bei hinreichender lateraler

Auflosung.

Die Verdnderung der Chipoberfliche bei jedem Immobilisierungsschritt und nach

Virusanbindung konnte mittels AFM verfolgt werden (Abbildung 24).
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B
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Abbildung 24: AFM-Aufnahmen: Falschfarbendarstellung der Oberflichentopographie.
A:unbehandelter carboxymethylierter Dextranchip (10x10 pm); B: Chipoberfliche nach
Immobilisierung des Peptids PeB (5x5 um); C: dieselbe Chipoberfliche nach Inkubation mit
Influenzaviren und anschlieBendem Waschen (5x5 pm); D: unmodifizierte Chipoberfliche nach
Virusinkubation (10x10 pm).

Die reine Chipoberfliche (mit carboxymethyliertem Dextran) ist vollkommen homogen und
weist eine mittlere Oberflaichenrauigkeit R, von 0.36 £0.03 nm (n=35) auf. Nach
Immobilisierung des Peptids steigt die Rauhigkeit leicht auf 0.44 + 0.06 nm (n=15) und es
sind vereinzelte Korner erkennbar. Diese stammen mutmaBlich von Verunreinigungen aus
den verwendeten Immobilisierungsreagenzien. Nach Virusanbindung ist eine Vielzahl
verschiedenartiger Partikel sichtbar, die der Anbindung der Viren zuzuordnen sind. Wurde die
Oberfldche nicht mit Peptid modifiziert, gleicht die Oberfldche einem unmodifizierten Chip.

Dies bestitigt die spezifische Interaktion der Viren mit dem immobilisierten Peptid PeB.
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Die gebundenen Partikel (Abbildung 24C) sind sehr heterogen (Tabelle 11) und stark
separiert. Die Chipoberfliche ist unter den verwendeten Versuchsbedingungen nicht

vollstédndig belegt.

Tabelle 11: Klassifizierung mittels AFM detektierter Partikel auf einer PeB-
modifizierten Chipoberfliche. Die Einteilung der Kategorien wurde nach Sichtung
mehrerer AFM-Bilder vorgenommen und stellt nur eine grobe Beschreibung aller
sichtbaren Verdnderungen der Chipoberfliche nach Inkubation mit Influenzaviren dar.
Die Auswertung der Partikeldurchmesser und —hohe erfolgte durch Erstellung der
zugehorigen Hohenprofile.

d [nm] hmax [nM]
virusdhnliche Partikel (n=27) 112+16 36 +5
flache Partikel ~150 ~20
offene Ringe ~150 <10
kleine Partikel ~50 ~15

Alle Partikel weisen einen Durchmesser von <200 nm auf, groBere Aggregate werden nur
sehr selten beobachtet. Eine Vielzahl der beobachteten Partikel wird als virusdhnlich
klassifiziert, da der Durchmesser sowie die Partikelhdhe mit den Erwartungen fiir intakte
Influenzaviren iibereinstimmen. Der gemittelte Durchmesser von 112 nm stimmt sehr gut mit
literaturbekannten Daten {iberein und liegt in der fiir Influenzaviren typischen Gréenordnung
(siehe 2.2 ,,Das Influenzavirus als diagnostisches Zielmolekiil*). Die Hohe der virusdhnlichen
Partikel liegt bei 36 nm. Es handelt sich also nicht um vollstindige kugelférmige, sondern
scheibenartigen Strukturen. Die geringe Hohe konnte zum einen daraus resultieren, dass die
Viren durch die Bindung an die Oberfliche gestreckt wurden. So wurde es bereits in anderen

158,159

Studien und auch bei anderen Viren beobachtet . Des Weiteren konnte die Virusstruktur

durch den Trocknungsvorgang verdndert worden sein.

Neben den virusdhnlichen Partikeln werden weitere Strukturen beobachtet (Tabelle 11),
insbesondere flache Partikel mit einem Durchmesser ab 150 nm, offene Ringe mit einer
geringen Hohe und einer Grofle von ebenfalls 150 nm sowie kleinere Partikel mit einem
Durchmesser von ca. 50 nm und einer Hohe von etwa 15 nm. Diese konnen sowohl von der
urspriinglichen Virussuspension selber stammen oder durch o.g. Priparationsschritte
hervorgerufen worden sein. Die beobachtete Heterogenitit ist auch unter Beriicksichtigung
der einfachen Aufreinigung der Viren nach deren Zucht aus bebriiteten Hiihnereiern
verstdndlich. Durch die durchgefiihrte Ultrazentrifugation kann eine homogene Suspension
von Viren nur einer einzelnen GroBe nicht erwartet werden, da diese nur wenig

groBenselektiv wirkt. Dies kann auflerdem zum Aufbrechen und erneuten Zusammenlagern
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von Virusbruchstiicken fiihren, was auch die beobachtete heterogene Partikelverteilung zur
Folge hétte. Eine genauere Charakterisierung der unterschiedlichen Strukturen ist mittels
AFM allein nicht moéglich. Zur Identifizierung viraler Proteine konnte gegebenenfalls eine

weitere Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern erfolgen.

Die AFM-Aufnahmen bestétigen die vorangegangen Beobachtungen. Virusdhnliche Partikel
werden nur auf peptidmodifizierten Oberflaichen beobachtet, an welche sie spezifisch binden.
Wie bereits in den SPR-Experimenten gezeigt, konnen auf der nichtmodifizierten
Kontrolloberfliche keine Viren gebunden werden. Es ergibt sich ein heterogenes Bild
verschiedener partikuldrer Strukturen, die unter Beriicksichtigung der Virusgewinnung und

Probenpriparation den tatsdchlichen Influenzaviren zugeordnet werden konnten.

4.1.8 Einfluss der Peptide auf die Neuraminidaseaktivitiit der Influenzaviren

Das Peptid PeB wechselwirkt spezifisch mit der RBS des Influenzaviruses und stellt
dementsprechend ein funktionales Mimetikum des natiirlichen Rezeptors (Sialylglykane) dar.
Die Sialinsdurereste dieser natiirlichen Rezeptoren werden im Infektionszyklus durch die
viruseigene Neuraminidase (NA) abgespalten, um eine Loslosung des Viruses von der
Zelloberflache nach Assemblierung aller viralen Bestandteile zu ermdglichen. Aufgrund der
beobachteten kompetitiven Inhibition von PeB mit den Rezeptoren, liegt die Vermutung einer
Interaktion mit der viralen Neuraminidase nahe. Diese Vermutung wird nun experimentell
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iiberpriift. Dazu wurde ein literaturbekannter Test ™ zur Messung der enzymatischen NA-

Aktivitdt etabliert und auf das Peptid PeB iibertragen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Messung der Neuraminidase-Aktivitit in Anwesenheit des Inhibitors DANA (A) und PeB
(B). Die Aktivitit wurde durch Umsatz des Substrates MUNANA in das fluoreszierende MBF in Losung
detektiert und gegen den Substratumsatz ohne Inhibitor normiert (100%). In A représentiert die Linie einen
sigmoidalen Fit des Kurvenverlaufs, wihrend in B die Linie nur die Messpunkte direkt miteinander verbindet.
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Bei der Verwendung von DANA als bekannten NA-Inhibitor wird eine Inhibitionskurve und
ein ICsp-Wert von 3.44+0.7 uM erhalten. Dies ist das erwartete Verhalten und stimmt gut mit
der Literatur iiberein (/Cso=6.7 uM)mO, Fiir das Peptid PeB ist keine Anderung der NA-
Aktivitdt detektierbar. Das Signal schwankt im verwendeten Konzentrationsbereich zwischen
90% und 110%. Dementsprechend findet keine Interaktion des Peptids mit fiir die
Enzymaktivitdt relevanten Bereichen der Neuraminidase statt. Die kompetitive

Rezeptorinhibition des Peptids ist somit auf das HA beschrénkt.

Dies bedeutet einerseits, dass das Peptid PeB einen funktionalen, jedoch keinen dezidiert
strukturellen HA-Inhibitor darstellt. Da die Peptide die Neuraminidase nicht beeinflussen
ermdglicht diese Selektivitdt andererseits, dass ein Virusnachweis nach Bindung an die

Peptide iiber die enzymatische NA-Aktivitdt durchgefiihrt werden kdnnte.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass das Peptid PeB sensitiv und spezifisch mit Viren
des Influenzaserotyps X31 interagiert, wobei diese Interaktion maB3geblich von verschiedenen
physikalischen Umgebungseigenschaften beeinflusst wird. Um die Eigenschaften des Peptids
selbst zu untersuchen, verbesserte Peptidvarianten zu generieren sowie die Bindung weiterer
Influenzaserotypen zu ermdglichen, werden nun die Beitrdge einzelner Aminosduren und
deren Position im Peptid charakterisiert. AnschlieBend wird die Primédrsequenz zur

Generierung verbesserter Bindungseigenschaften des Peptids modifiziert.
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4.2 Variation der Peptidsequenz PeB zur Bindung aktueller HA-Varianten

4.2.1 Determinierung der Struktur-Aktivitits-Beziehung des Peptids PeB gegeniiber
Influenzaviren verschiedener Serotypen

Das identifizierte Peptid PeB (ARDFYDYDVFYYAMD) wurde im Bereich der mittleren
acht, fiir die Bindung des Viruses verantwortlichen Aminoséduren, hinsichtlich der Beziehung
zwischen Primérstruktur und der Peptidaktivitit untersucht. Dazu wurde eine Microarray-
basierte Substitutionsanalyse durchgefiihrt.

Aus den Fluoreszenzsignalen der Virusbindungen wurde der Kontrast berechnet und relativ
zur Positivkontrolle (Fetuin) ausgedriickt, um eine einfache Vergleichbarkeit verschiedener

Datensitze herzustellen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ergebnisse des Peptidmicroarrays zur Substitutionsanalyse bei Inkubation
von Virusmaterial der Stimme X31 (Abbildung links, A/Aichi/2/1968) und NY (Abbildung
rechts, A/NewYork/55/2004). Dargestellt ist der Mittelwert des Kontrasts (n = 3) in Prozent
relativ zur Positivkontrolle Fetuin (Originalsequenz FYDYDVFY = 0%). Werte kleiner oder
gleich Null sind weifl, Werte oberhalb der 90%-Quantile sind dunkelgrau hinterlegt. Im Bereich
dazwischen ist der Farbiibergang flieBend.

Die Ergebnisse zur Substitution ausgewidhlter Aminoséduren sollen nun vergleichend mit den

Ergebnissen der Molekulardynamik-Simulation dargestellt werden (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Vergleich der Ergebnisse der Substitutionsanalyse mit den
theoretischen Vorhersagen der Molekulardynamik-Simulation der Peptid-
Virus-Interaktion fiir X31. Dargestellt ist die berechnete Freie Energie aus der
MD-Simulation sowie die Zuordnung von signalverstirkenden bzw. -

abschwichenden Substitutionen aus der Microarray-basierten
Substitutionsanalyse.
Microarray
AS G [keal/mol] Einfluss auf Bindungssignal
Verstirkung Abschwichung
F1  -0.8 G, N D,E
Y2 0.1 K,P,Q,R -
D3 +0.8 mehrere verschiedenartige AS -
Y4 -1.7 D, I verbleibende AS
D5 23 - alle AS
Vo6 -0.2 D -
F7 2.1 D,G, T -
Y8 -0.1 D,N,P,S -

Auffallend ist zunédchst die Rolle der Asparaginsduren. Ein Austausch von D3 fiihrt bei fast
jeder Substitution (auler Alanin) zu einer Erhéhung des Fluoreszenzsignals. Besonders starke
Signale sind bei Austausch gegen G, F und P zu beobachten. D3 weist laut
Molekulardynamik-Simulation mit +0.8 kcal/mol eine repulsive Wechselwirkung mit dem
HA auf. Dies wird durch die Substitutionsanalyse bestétigt. Der Austausch gegen fast jede
andere Aminosdure fiihrt zu einem verbesserten Bindungsverhalten. Dies ist von besonderem
Interesse, da ein Austausch von D3 zur Authebung des YDY-Bindemotivs fiihrt, welches fiir

161

Lektine bereits mehrfach beobachtet wurde °°. Fiir die Interaktion des Lektins HA mit dem

Peptid PeB scheint die Existenz dieses dezidierten Motivs unerheblich zu sein.

Keine Ubereinstimmung zwischen Modellierung und Substitutionsanalyse wurde fiir die
Rolle der Aminosdure D5 gefunden. Die theoretische Kalkulation ergab fiir D5 den stédrksten
repulsiven Beitrag (+2.3 kcal/mol). Die Substitutionsanalyse zeigt jedoch, dass jeder
Austausch dieser Aminosdure zu einer Verringerung der Bindefdhigkeit des Peptids fiihrt.
Diese ist demnach essentiell. Die Diskrepanz zwischen Modellierung und Experiment kdnnte
mit Einfliissen dieser Aminosiure auf die Sekundéarstruktur des Peptids bzw. allgemeiner auf
die Anordnung benachbarter Aminosduren zuriickzufiihren sein. Derartige Einfliisse konnten
bei der Molekulardynamik-Simulation nicht beriicksichtigt werden, da hier nur die

Originalsequenz und keine weiteren Peptidvarianten untersucht wurden.
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Der Austausch vorhandener Aminosduren gegen Asparaginsdure spielt dariiber hinaus eine
wichtige Rolle. Der Austausch der Aminosduren Y4, V6, F7 und Y8 gegen D erhoht das
erhaltene Fluoreszenzsignal signifikant, wihrend eine Substitution von F1 gegen D zur

Ausléschung des Bindungssignals fiihrt.

Wie schon fiir D3 beschrieben, stimmen die Ergebnisse der Substitutionsanalyse zumeist mit
den theoretischen Kalkulationen iiberein. Die Substitution der Aminoséure F1 fiihrt in vielen
Fillen zu keiner signifikanten Anderung des Fluoreszenzsignals. Wie bereits beschrieben,
bewirkt die Substitution durch negativ geladene Aminoséduren (D, E) eine Verringerung des
Signals. Der molekularen Modellierung folgend, tragt F1 mit -0.8 kcal/mol zur Bindung bei.
Dies ist konsistent mit den Ergebnissen der Substitutionsanalyse, da keine malgeblichen
Verstirkungen (geringe Zunahme bei G, N) des Bindungssignals durch den Austausch gegen

eine einzelne bzw. eine Gruppe von Aminosiuren beobachtet werden konnte.

Fiir Y4 wurden erhohte Bindungssignale nur bei Austausch gegen D und I beobachtet. Laut
MD-Simulation trigt diese Aminosdure mit -1.7 kcal/mol attraktiv zur Wechselwirkung bei.
Ahnliches gilt fiir V6, F7 und Y8, die ebenfalls attraktiv zur Bindung beitragen und bei denen

nur bei einzelnen Aminoséuren eine verstiarkte Bindung beobachtet wird.

Insgesamt ergibt sich auBler fiir D5 eine hohe Konsistenz zwischen der experimentellen
Substitutionsanalyse und den Vorhersagen der Molekulardynamik-Simulation. Die
Substitutionsanalyse stellt auBerdem die Basis zur Entwicklung optimierter Varianten des
Peptids PeB dar, um eine verbesserte Bindung der Influenzaviren zu ermdglichen. Dies gilt
insbesondere fiir die Entwicklung von Peptiden, welche andere Serotypen des Influenzavirus
binden sollen. Das Peptid PeB interagiert, der Molekulardynamik-Simulation sowie der
Kristallstrukturanalyse des Fab-HA-Komplexes'®® folgend, mit der konservierten
Rezeptorbindungsstelle im HA. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Peptid PeB
weitere Influenzastimme binden kann. Zur Uberpriifung wurde die Substitutionsanalyse auf
weitere Influenzastamme angewendet. Neben weiteren H3N2-Viren
(NY - A/NewYork/55/2004, VIC - A/Victoria/210/2009) wurde dazu auch Hémagglutinin
eines HIN1-Stammes (A/California/7/2009) mit der gleichen Peptidbibliothek untersucht.

Fir die verwendeten Virenstimme wurden weitere Substitutionen ermittelt, welche
allgemein eine hohere Affinitit zum Hidmagglutinin aufweisen oder spezifisch mit dem HA
eines Stammes interagieren. Fiir NY fiihren vor allem Substitutionen von Y4 und Y8 zu

hoheren Bindungssignalen. Das Gleiche gilt auch fiir den Stamm VIC, wobei hier zusitzlich
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verschiedene Substitutionen von Y2 (= C, D, E, P, Q), V6 (= D, E, P) und F7 (D, E, P, Q)

zu hoheren Fluoreszenzsignalen fiihren.

Die Signale bei Inkubation mit HINI1-Material unterscheiden sich weniger deutlich von
denen mit X31-Viren (siche Anhang III). Hier fiihren vor allem die Substitutionen D3 = F,
W; V6 > D sowie F7 = D zu erhohten Fluoreszenzsignalen.

Allen Substitutionsanalysen war die Verringerung der Signale bei Substitution von D5
gemein, welche somit stammiibergreifend fiir die Etablierung der Peptid-Virus-Interaktion
essentiell ist. Dennoch war fiir jeden Influenzastamm ein anderes Bindungsmuster zu
beobachten. Dies konnte genutzt werden, um eine Microarray-basierte Serotypisierung von
Virusproben durchzufiihren. Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

weiter verfolgt.

Aus den Ergebnissen der Microarray-basierten Substitutionsanalyse wurden nun
12 Permutationen (unter Beriicksichtigung der verschiedenen Influenzastimme, der absoluten
Fluoreszenzsignale und der Reproduzierbarkeit) ausgewéhlt, um verbesserte Peptidvarianten

Zu generieren.

4.2.2 Entwicklung substituierter Peptidvarianten mit verbesserten
Bindungseigenschaften

Die Resultate der Substitutionsanalyse offenbaren stammspezifische Peptidvarianten mit
verbesserten Eigenschaften. Aus der 153 Peptide umfassenden Bibliothek wurden nun 12
Varianten ausgewihlt, die mittels SPR ndher auf ihr Bindungsverhalten gegeniiber den

verschiedenen Influenzastimmen untersucht wurden (Abbildung 27).

Fiir den Stamm X31 zeigt nur die Sequenz FYYYDVFY ein hoheres Bindungssignal als das
Originalpeptid (FYDYDVFY). Diese Variante zeigt auch bei Verwendung des zweiten
getesteten H3N2-Stammes NY ein hoheres Signal. Weitere starke Intensititen fiir NY sind fiir
die Peptide FYDYDQFY sowie FYDYDVEFE (66% bzw. 73% gegeniiber Originalpeptid) zu

beobachten.

Virusmaterial des HIN1-Subtyps zeigt die grofiten Verstarkungen in der Signalintensitdt bei
Austausch einzelner Aminosduren. Hier wurde bei der Peptidvariante FYYYDVFY ein 11-
fach hoheres Signal als beim Originalpeptid beobachtet. Auch das Peptid FYDYDVFF zeigte
ein, gegeniiber dem Original, erhdhtes Bindungssignal (2.5-fach).
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Insgesamt muss konstatiert werden, dass die Ubereinstimmung zwischen den Resultaten der
Peptidmicroarrays und der SPR-Studien gering war. Die Peptidvarianten, welche besonders
starke Signale im SPR-Experiment zeigten, fithrten im Microarray nur zu geringfiigigen
Erhohungen der Fluoreszenzintensititen. Hierfir konnen insbesondere Unterschiede in der
Art der Immobilisierung verantwortlich sein. Im kommerziellen Microarray wurden die
Vollldngenpeptide (15 AS) iiber einen unbekannten Linker auf einer funktionalisierten
Glasoberfliche immobilisiert. Demgegeniiber wurde fiir die SPR-Experimente auf die kurzen
Peptidvarianten (8 AS) und eine Immobilisierung iiber einen Oligolysin-Linker auf die
Dextran-modifizierte Goldoberflache zuriickgegriffen, welche fiir das Originalpeptid bereits
zu sehr guten Bindungseigenschaften fiihrte (siche 4.1.4.1 ,Variation der
Kopplungsstrategien*). Dies resultiert unweigerlich in oberflichenbedingten Abweichungen
in den Bindungseigenschaften der Peptide, welche experimentell nicht vollstindig erfasst
werden konnen. Die Verwendung von einheitlichen Oberflichenmodifikationen fiir die
verschiedenen Tragermaterialien kdnnte den Einfluss dieses Faktors verringern, was aufgrund
der unterschiedlichen physikochemischen Oberfldcheneigenschaften jedoch schwierig ist.
Desweiteren ist die Ligandendichte im Microarray nicht kontrollierbar, wiahrend im SPR-
Experiment versucht wurde, eine moglichst einheitliche Ligandendichte herbeizufiihren
(Variation zwischen 550 und 1230 RU immobilisiertem Peptid tiber gesamte Bibliothek). Die
Reinheit der Peptide fiir das SPR-Screening variierte zwischen 75% und 95%, wéhrend fiir
den Microarray auch hier keine Werte angegeben werden konnen, da die Reinheit jedes
einzelnen Peptids der Bibliothek vom Hersteller nicht {berpriift wurde. Diese
Einflussfaktoren fiihren dazu, dass das Peptidscreening mittels Arrays zwar schnell und
einfach durchfiihrbar ist, jedoch nur als Indiz fiir eine weitere Eingrenzung auf einzelne

Varianten angesehen werden kann.

Trotz der beschriebenen Einschrinkungen konnen fiir alle Influenzastimme verbesserte
Peptidvarianten identifiziert werden. Die Kombination der einzelnen
Aminosduresubstitutionen zu Peptiden mit zwei ausgetauschten Aminosduren flihrt wiederum

zu einer weiteren Erhohung der Bindungssignale (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Bindungsstudien verschiedener Peptidvarianten mittels SPR. Die
Peptidvarianten wurden mit einem N-terminalen Oligolysin-Linker (KKKK-Peptid) versehen und
mittels Aminkopplung auf CMD200M Chips immobilisiert. Es ist das absolute SPR-
Bindungssignal bei der jeweils hochsten eingesetzten Analytkonzentration dargestellt.

Insbesondere die doppelt-substituierte Peptidvariante PeBY" (FYGYDVFF) zeigt fiir alle
Stamme ein erhohtes Bindungssignal. Fiir den Stamm X31 lag das Signal um den Faktor 2
hoher als beim Originalpeptid, fir NY wurde ein 4-fach erhdhtes Signal beobachtet.
Gegeniiber Virusstamm HIN1 wurde eine Signalverstirkung um den Faktor 20 erreicht und
damit durch die Substitution ein sensitiver Nachweis liberhaupt erst moglich. Insbesondere fiir

diesen Subtyp ist somit die Peptidvariante PeB®" von besonderem Interesse, um einen

sensitiven Nachweis zu ermoglichen.

4.2.3 Influenzabindende Peptide fiir verschiedene Serotypen

Ausgehend von den Ergebnissen der Substitutionsanalye wurden ausgewdihlte
Peptidvarianten auf ihre Féhigkeit zur Detektion verschiedener HA-Serotypen untersucht.
Dazu wurden die Peptide PeB (FYDYDFVFY) als wurspriingliches Peptid,
PeB“*(FYGYDVFF) als zweifach substituierte verbesserte Peptidvariante sowie PeB”
(FYDPDVFY) als Negativkontrolle mittels Oligolysin-Linker auf carboxymethylierten
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Dextranchips immobilisiert und anschlieBend die Bindung des Influenzamaterials
konzentrationsabhdngig gemessen. Aus diesen Bindungsdaten wurden die jeweiligen

Nachweisgrenzen (vgl. Gleichung 1) ermittelt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Nachweisgrenzen in [ng/ml] verschiedener HA-Serotypen.

Ligand X31 NY WSN CAL VIET MSW
H3N2/1968 H3N2/2004 HIN1/1933 HIN1/2009 HSN1/2004 H7N1/2013
PeB 98.0 1100 313 6400 n.b. 190
PeB¢* 98.0 285 313 380 14.6 390
PeB” 12500 36500 313 k.B. n.b. 780
Fetuin 760 n. b. n. b. 10000 117 n.b.
SL6b 1520 49 n. b. k.B. k.B. n.b.

n.b. = nicht bestimmt, k.B. = keine Bindung beobachtet

Fiir den Virus X31 werden fiir die Peptide PeB und PeB“F identische Nachweisgrenzen von
98 ng/ml beobachtet. Das Negativkontrollpeptid PeB" zeigt nur eine schwache Bindung, was

sich in der hohen Nachweisgrenze von 12.5 pg/ml widerspiegelt.

Alle untersuchten Viren binden sowohl an das Peptid PeB als auch an PeB“, allerdings
unterschiedlich stark und mit variierenden Nachweisgrenzen. Die Stimme NY sowie CAL
zeigen die hochsten Nachweisgrenzen und konnen mit dem Peptid PeB nicht sensitiv
detektiert werden. In allen Féllen auBer MSW (H7N1) bindet das Virusmaterial an das Peptid
PeB" mit der geringsten Nachweisgrenze. Diese Peptidvariante stellt somit einen stamm- und

serotypeniibergreifenden Rezeptor dar.

Fiir die H3N2-Viren (X31, NY) zeigt PeB’ nur eine schwache Bindung mit hoher
Nachweisgrenze, HA-Material vom Stamm CAL wird gar nicht gebunden. Dieses Peptid

interagiert somit sehr selektiv und nicht mit jedem untersuchten Influenzastamm und -serotyp.

Im Allgemeinen lagen die Nachweisgrenzen bei Verwendung der PeB-Varianten niedriger
als bei Verwendung von Fetuin oder biotinylierter 2,6°-Sialyllaktose (SL6b) als Liganden.
Nur fiir den Stamm NY wird bei Bindung an SL6b mit 49 ng/ml die niedrigste

Nachweisgrenze unter allen Rezeptoren erreicht.

Zur Interpretation der gefundenen Nachweisgrenzen wurde ein Sequenzalignment aller

verwendeten HA-Stdmme durchgefiihrt (Abbildung 28).
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Abk Serotyp  Nummer® 158 1589 160 161 ... 214 215 216 217 218 219 220
) vV S S A .. A E Q T S L Y

X31 H3N2/1968 CAA2426 | G N . .. Q 0 .

NY H3N2/2004 ABO3754| T o S .. N D . I R

WSN HINI1/1933 ABF47955( . T Vv S ... D o . Q

CAL HINI1/2009 ACP44189( . T A . . D . Q .

VIET H5N1/2004 ABP51976( . : o . . o . . K

MSW H7N1/2006 AT 0 . .. T o . . K

Abbildung 28: Sequenzalignment der verwendeten HA-Stimme. In der ersten Zeile steht die
Nummer der Aminosduren im Hédmagglutinin, die zweite Zeile stellt die Konsensussequenz dar.
Grau hinterlegt sind die Aminosduren, welche mittels Molekulardynamik-Simulation als
entscheidend fiir die Peptid-Virus-Interaktion ermittelt wurden. *Die Nummer bezieht sich auf die
Influenzavirendatenbank IVR'®*  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genomes/FLU/Database/nph-
select.cgi?go=database, Zugriff am 02.04.2014); Punkt (.) - AS entspricht der Konsensussequenz.

Alle HAs enthalten die konservierte Aminosdure L219. Die Position 159 ist ebenfalls stark
konserviert, bei allen Stimmen befindet sich hier ein Serin (X31, NY, VIET) bzw. das
strukturell verwandte Threonin (WSN, CAL, MSW), beide Aminosduren tragen
Hydroxylreste. Diese Aminosiure trigt den groBten attraktiven Anteil zur Peptid-HA-
Interaktion bei (siche 4.1.1 ,,Molekulardynamik-Simulation*), wodurch die Bindeféhigkeit der
Peptide PeB und PeB“" an alle HA-Stimme ermdglicht wird.

Auch die fiir repulsive Wechselwirkungen verantwortliche AS 215 ist funktional
konserviert. Hier befindet sich entweder eine Glutaminsdure (X31, WSN, VIET, MSW) oder
eine Asparaginsdure (NY, CAL), die beide iiber einen Carboxylrest verfiigen. Dieser
Unterschied konnte ein Grund fiir die geringe Affinitit der Stimme NY und CAL gegeniiber
PeB und PeB’ sein.

Dezidierte funktionelle Unterschiede ergeben sich fiir die Position 160. Wihrend die
Stdimme NY, VIET und MSW hier ein hydroxylterminiertes Serin aufweisen, befindet sich
bei X31 ein hydrophiles Glutamin, bet WSN ein Valin (hydrophob) und bei CAL ein Alanin.
Allerdings lassen sich aus diesen Substitutionen keine systematischen Zusammenhédnge zur
Bindefédhigkeit der Peptidvarianten ableiten, da alle Stimme neben dieser Substitution
mindestens einen weiteren Unterschied innerhalb der diskutierten vier Aminosduren
aufweisen. Die Unterschiede im Verhalten der Bindungsfdhigkeit gegen verschiedene
Peptidvarianten ist aufgrund der Sequenzunterschiede der HA-Stdmme verstindlich, kann
aber nicht zur direkten Herleitung eines quantitativen Zusammenhangs zwischen dem
Vorhandensein bestimmter Aminosduren und der damit verbundenen Bindung an
verschiedene PeB-Varianten genutzt werden. Dazu wire eine umfangreiche Studie mit sowohl

einer groBBeren Anzahl von HA-Stimmen verschiedener Serotypen als auch einer grofleren
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Peptidauswahl notwendig. AnschlieBend wére aus diesen Daten unter Umstdnden auch die
Vorhersage bindender Peptidvarianten mit Hamagglutininen, welche eine bestimmte

Sequenzvariation aufweisen, moglich.

Die Fahigkeit der Peptidvarianten zur sensitiven Detektion von HA verschiedener
Influenzastimme und -serotypen konnte somit gezeigt werden. Besonders interessant

erscheint die stammiibergreifend bindende zweifach substituierte Peptidvariante PeB°".
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4.3 Ubertragung des PeB-Virus-Bindungssystems auf biosensorische
Testsysteme

Die bisher beschriebenen Methoden zur Charakterisierung der Peptid-Virus-Interaktion
(SPR, Microarrays) sind besonders gut fiir die Ligandentwicklung geeignet. Eine sensitive
und spezifische Virusdetektion mittels immobilisierter PeB-Varianten konnte damit gezeigt
werden. Nun wird das gefundene Nachweissystem auf weitere anwendungsnahe

biosensorische Testsysteme iibertragen.

4.3.1 Fluoreszenzbasierter faseroptischer Sensor
Zunichst wird das Peptid-Virus-Bindersystem auf einen praxistauglichen faseroptischen
Sensor libertragen, welcher analog zu den SPR-Experimenten die Beobachtung der Bindung

der Viren in Echtzeit erlaubt.

Zur Detektion der Virusbindung wurden diese fluoreszenzmarkiert und fiir 25-50 min {iber
die Glasfaser geleitet. AnschlieBend wurde mit Laufpuffer gespiilt und die Faser analog zu

den SPR-Experimenten mit 50 mM NaOH regeneriert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Sensorgramme der Bindung von X31-Viren an eine unmodifizierte (links)
und peptidmodifizierte Glasfaser (rechts). Fluoreszenzmarkierte X31-Viren wurden in einer
Konzentration von 30 pug/ml in Laufpuffer (HBSP) {iber die Oberfldche geleitet. AnschlieBend
wurde mittels 50 mM NaOH regeneriert. Die Pfeile zeigen jeweils den Zeitraum der Injektion
der verschiedenen Losungen an.

Auf der unmodifizierten Faser kann kein zeitabhdngiger Anstieg des Fluoreszenzsignals
wihrend der Virusinjektion beobachtet werden. Durch Injektion der Analytlosung wird jedoch
ein Signal von +0.04 V gegeniiber der Basislinie des Laufpuffers (nach Regeneration)
detektiert. Auf der peptidmodifizierten Faser ergibt sich ein zeitabhdngiger Anstieg des
Fluoreszenzsignals, wobei bei einer Viruskonzentration von 30 pg/ml nach einer
Injektionszeit von 25 min noch kein Gleichgewichtszustand erreicht wird. Nach

Injektionsstopp der Viruslosung kann ein schnelles Absinken des Signals beobachtet werden,
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welches vermutlich durch Abwaschen schwach adsorbierter Viren verursacht wird. In der
Dissoziationsphase kann keine weitere signifikante Verringerung des Signals beobachtet
werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der SPR-Studien (siehe 4.1.2 ,,Charakterisierung
der Peptid-Virus-Interaktion mittels SPR*), in denen ebenfalls nur sehr geringe
Dissoziationsraten erhalten wurden. Nach Regeneration sinkt das Signal auf das Niveau vor
der Virusinjektion ab. Es wird ein Gesamtsignal von 0.4 V fir die fest an der Faser

gebundenen Viren erhalten.

Ein spezifischer Nachweis der Viren unter Verwendung des Peptids PeB ist demnach auch
mit diesem Dbereits kommerzialisierten faseroptischen Sensor unter definierten
Laborbedingungen moglich. Zur tatséchlichen Verwendung als diagnostisches System in der
Praxis ist eine Fluoreszenzmarkierung der Viren moglich, jedoch unpraktikabel. Um dies zu
vermeiden, kann der Bindungsnachweis allerdings mit unmarkierten Proben in einem

kompetitiven Inhibitionsassay erfolgen.

4.3.2 PDA-basierter kolorimetrischer Virussensor

Im Folgenden wird die Ubertragbarkeit des Bindungssystems bestehend aus dem Peptid PeB
und X31-Viren auf ein vollintegriertes Sensorsystem dargestellt. Ausgangspunkt dafiir ist das
farbige Polymer Polydiacetylen (PDA). Das funktionsbestimmende Strukturelement dieses
Polymers ist das en-in konjugierte n-Elektronensystem (siehe 3.7.2 ,,Virusnachweis mittels
PDA-modifizierter Oberflichen*), welches die chromogenen Eigenschaften des Polymers

bestimmt.

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurden PDA-Filme auf einem Glasobjekttriger
genutzt. (PolyAn GmbH, Berlin). Zur Generierung peptidmodifizierter PDA-Filme wurden
die PCDA-Monomere mittels Carbodiimid-Chemie mit dem Peptid PeB (KKKK-
FYDYDVFY) tber seinen Oligolysin-Linker gekoppelt. AnschlieBend wurden
peptidmodifizierte und unmodifizierte PCDA-Monomere in unterschiedlichen Verhéltnissen
gemischt, auf Glasobjekttrigern immobilisiert und mittels UV-Licht auspolymerisiert.
Zunichst wurde das Schaltverhalten der PDA-Filme gegeniiber verschiedenen pH-Werten und

Salzkonzentrationen getestet (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Fluoreszenzverhalten von PDA-Filmen in Abhiingigkeit vom pH-Wert und
der Salzkonzentration (NaCl). Die Variation des pH-Wertes und der Salzkonzentration wurden
auf PDA-Filmen mit 10% peptidmodifizierten und 90% unmodifizierten Monomeren in 50 mM
Tris-Puffer im Spotformat durchgefiihrt. Die Fluoreszenz des roten Zustandes der Polymerfilme
wurde mittels Laserscanner bei einer Anregungswellenlinge von 532 nm detektiert. Es sind die
Mittelwerte von 25 Spots dargestellt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

In Ubereinstimmung mit der Literatur kann das Schaltverhalten der PDA-Filme durch
Anderung des pH-Wertes in den basischen Bereich ausgeldst werden. Wihrend bei pH 7.3 nur
ein niedriges Hintergrundsignal erkennbar ist, steigt die Fluoreszenzintensitdt bis pH 9.1
kontinuierlich an. Dies stimmt mit bekannten Daten iiberein, bei denen ebenfalls ein
signifikantes Schalten von Vesikeln aus Carboxyl-terminiertem PDA zwischen pH 9 und 10

beobachtet wurde'®

. Bei Variation der Salzkonzentration wird kein Farbiibergang im Polymer
beobachtet. Die Fluoreszenz bleibt konzentrationsunabhidngig auf dem niedrigen

Hintergrundniveau des blauen Zustandes.

AnschlieBend wurde das Schaltverhalten bei Zugabe von X31-Influenzaviren beobachtet.
Dazu wurde zunéchst fiir 4 h mit Viren inkubiert und anschlieBend mehrfach mit Puffer
gewaschen. Auf diese Art konnte das Schaltverhalten zwischen nichtfluoreszierendem blauen

und fluoreszierendem roten Zustand des Polymers ausgeldst werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Schaltverhalten von peptidmodifizierten PDA-Filmen bei Zugabe von X31-
Viren. Links: UV-Vis Absorptionsspektren vor und nach Virusinkubation. Rechts:
Falschfarbendarstellung eine Fluoreszenzbildes bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 532 nm.
Im roten fluoreszierenden Bereich wurde mit Influenzaviren (X31) inkubiert (links im Bild), im
nicht-fluoreszierenden blauen Bereich wurde nur gewaschen (rechts im Bild).

Das Erscheinen der Fluoreszenz im, mit Viren inkubierten, Chipbereich zeigt das induzierte
Schalten des PDA-Films besonders deutlich an. Im roten Bereich wird eine mittlere
Fluoreszenz von 34000+6000 RFE wihrend im umgebenden nichtinkubierten blauen Bereich
eine Fluoreszenz von 101004200 RFE. gemessen. Das Absorptionsspektrum des PDA-Films
bestitigt diese Beobachtung: wihrend vor der Inkubation das typische Spektrum des blauen
PDA-Films mit Absorptionsmaxima bei 638 nm und 590 nm beobachtet wird, erscheinen
nach der Inkubation neue Peaks bei 547 nm und 495 nm (Schulter), die dem roten Zustand des

PDA-Films zuzuordnen ist'®*

. Im UV-Vis Spektrum wird auBerdem deutlich, dass durch die
Inkubation mit Influenzaviren kein vollstindiges Schalten herbeigefiihrt werden kann, da
weiterhin die charakteristischen Absorptionsmaxima des blauen Polymerzustandes beobachtet

werden konnen.

Die Spezifitdit des Schaltverhaltens wurde auBerdem mittels verschiedener

Negativkontrollen tiberpriift (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Spezifitit des Virus-induzierten Schaltverhaltens eines PDA-Films. Als
Negativkontrollen wurden unmodifizierte PDA-Chips mit Puffer und Virus (PDA/Puffer,
PDA/Virus) sowie peptidmodifizierte PDA-Chips mit Puffer (PDA-Peptid/Puffer) inkubiert. Das
spezifische Signal wird bei Inkubation von peptidmodifizierten PDA-Chips mit Virus erhalten
(schwarze Séule). Es ist die Fluoreszenzintensitit bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 532 nm
dargestellt (Sdulen entsprechen dem Mittelwert (n = 25), Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler).

Die gemessene Fluoreszenzintensitdt der drei Negativkontrollen (PDA/Puffer, PDA/Virus,
PDA-Peptid/Puffer) unterscheidet sich signifikant von der Intensitit des Messchips (PDA-
Peptid/Virus). Das spezifische Signal des Viruses auf der peptidmodifizierten PDA-
Oberflache betrdgt in diesem Experiment 8700+£200 RFE, das unspezifische Signal des
Puffers liegt bei 5000+100 RFE. Damit ist ein spezifischer Nachweis des Viruses mithilfe des

vollintegrierten peptidmodifizierten PDA-Biosensors prinzipiell moglich.

Durch  weitere  Optimierung der Assaybedingungen (Inkubationszeit, Puffer-
zusammensetzung) und der Oberflichenmodifikation muss die Differenz zwischen
spezifischem und unspezifischem Signal weiter erhoht werden, um einen sensitiven Nachweis
von Viren zu ermdglichen. In der vorliegenden Untersuchung wird mit einer
Viruskonzentration von 10 pg/ml gearbeitet. Dies liegt etwa zwei Groenordnungen oberhalb
des diagnostisch relevanten Bereiches zum Nachweis von Influenzaviren aus Realproben
(20-100 pg/ml). Die prinzipielle Nutzbarkeit dieses Systems als diagnostischer Biosensor

konnte hiermit gezeigt werden. Die Sensitivitit des Gesamtsystems unabhédngig von der
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Ligand-Analyt-Interaktion muss durch weitere Entwicklungen jedoch noch verbessert werden,

um diagnostisch relevante Viruskonzentrationen zu adressieren.
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4.4 PeB und seine Varianten als potentielle Wirkstoffe - Kompetitive
Inhibition der Influenzabindung und —infektion in vitro

In den vorangegangenen Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass das Peptid PeB als
Sensormolekiil fiir die Detektion von Influenzaviren geeignet ist. Des Weiteren wurde im
Rahmen der Spezifitdtsuntersuchungen beobachtet, dass das Peptid die Bindung von
Influenzaviren an seine natiirlichen Rezeptoren kompetitiv inhibiert (siehe 4.1.3.1
,Kompetitive Inhibition der viralen Bindung®). Damit stellt PeB einen potentiellen Wirkstoff
dar, der die Anbindung des Viruses an seine Zielzellen verhindert. Des Weiteren zeigte sich,
dass die verbesserte Peptidvariante PeB“" eine hohere Affinitit gegeniiber den X31-Viren
besitzt als PeB. Bei Inhibition der Virusbindung an Fetuin wurde fiir PeB ein /Cso-Wert von
89 uM, fiir PeB von 13 pM erhalten. Um diese Eigenschaft der Peptide niher zu
untersuchen, wurden in Kooperation mit der HU Berlin (AG Prof. A. Herrmann)
weiterfilhrende Infektionsinhibitionsuntersuchungen vorgenommen. Dazu wurden etablierte
Tests zur Agglutination von roten Blutzellen sowie Infektionsexperimente in vitro unter

Verwendung von MDCK II Zellen durchgefiihrt.

4.4.1 Himagglutinationsinhibition

Die Fihigkeit von Influenzaviren zur Himagglutination von roten Blutzellen beruht auf ihrer
Bindung an Zuckerstrukturen auf der Blutzelloberfldche. Dieses Experiment ist geeignet fiir
die Charakterisierung der spezifischen Bindungsinhibition von Influenzaviren und somit

qualitativ vergleichbar mit den SPR-Untersuchungen (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Himagglutinationsinhibition von X31-Viren mittels PeB, PeB®" und PeB’.
Die Peptide wurden ausgehend von 500 uM seriell verdiinnt und mit X31-Viren vorinkubiert.
AnschlieBend wurde eine Erythrozytenldsung hinzugegeben und erneut inkubiert. In den Wells,
bei denen sich ein sichtbarer dunkler Punkt in der Mitte ausgebildet hat, wird die

Hamagglutination inhibiert. Die roten Kreisen zeigen jeweils das Well mit niedrigster
Inhibitorkonzentration und gleichzeitig vollstindiger Himagglutinationsinhibition.
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Fiir die Peptide PeB (ARDFYDYDVFYYAMD) und PeB® (ARDFYGYDVFFYAMD) konnte
eine Inhibition beobachtet werden, nicht jedoch fiir PeB” (ARDFYDPDVFYYAMD), welches

analog zu den SPR-Experimenten die Negativkontrolle darstellte.

Bei hohen Peptidkonzentrationen wird mit den Peptiden PeB (bei 500 pM) und PeB“" (bei
500 und 250 uM) keine reguldre Agglutination und auch keine Agglutinationsinhibition
beobachtet. Vielmehr scheinen die Blutzellen im Puffer auszutrocknen. Mittels
mikroskopischer Kontrolluntersuchungen wurde festgestellt, dass die Blutzellen bei den
betreffenden Peptidkonzentrationen lysieren. Offenbar wirken die Peptide bei diesen hohen
Konzentrationen zellpermeierend oder erhdhen den osmotischen Druck so sehr, dass die
Zellen aufbrechen. In diesen Féllen kann keine Aussage iiber das Bindeverhalten der Viren an
die Erythrozyten getroffen werden. Bei mittleren Konzentrationen zeigen beide Peptide
konzentrationsabhingige Agglutinationsinhibition. Eine vollstdndige Inhibition kann bei PeB
bis 235 uM (Mittelwert von drei unabhingigen Experimenten) und bei PeB" bis 32 pM
beobachtet werden (Tabelle 14).

Tabelle 14: Quantitative Auswertung der HAI-Experimente mit verschiedenen
Bindungsinhibitoren. Die Sequenzen der weiteren Peptide wurden der Literatur
entnommen (vgl. Tabelle 1).

Inhibitor Name/Sequenz I1Csy [uM] SD
SL6 2,6°-Sialyllaktose 25000 n/d
S2 ARLPRTMVHPNGAQP 3800 n/d
L-P1 NDFRSKT 7500 n/d
Pl HAWDPIPARDPF 5000 2.5
PeB ARDFYDYDVFYYAMD 163 41.7
PeBYF ARDFYGYDVFFYAMD 18 5.9
EB RRKKAAVALLPAVLLALLAP 0.98 0.29

Es ergaben sich ICsp-Werte von 163 bzw. 18 pM, wihrend das Kontrollpeptid PeB" iiber
den gesamten Konzentrationsbereich keine Himagglutinationsinhibition zeigt. Die /Cso-Werte

liegen damit in der gleichen Grof3enordnung wie bei den SPR-Experimenten.

Diese Werte wurden mit dem inhibitorischen Verhalten anderer literaturbekannter
Inhibitoren verglichen. Besonders aussagekréftig ist der Vergleich zur 2,6°-Sialyllaktose
(SL6), da diese den natiirlichen Rezeptor des Viruses direkt imitiert.

Wie bereits bei den SPR-Experimenten kann eine deutliche Verringerung des /Cso-Wertes

um 2-3 GroBenordnungen durch Verwendung der Peptide gegeniiber der 2,6°-Sialyllaktose
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(ICso=25mM) erreicht werden. AuBerdem zeigte die verbesserte Peptidvariante PeB“"
gegeniiber PeB eine 9-mal niedrigere Inhibitionskonstante (Vergleich SPR: 7-mal niedriger).
Dies ist qualitativ vergleichbar mit den Ergebnissen der vorherigen SPR-Experimente und

bestétigt die verbesserten Bindungseigenschaften dieser Peptidvariante.

AuBlerdem zeigen die PeB-Peptide niedrigere /Csp-Werte als die bekannten HA-bindenden
Peptide S2, L-P1 und P1. Das Peptid S2 wurde mittels Phagen-Display unter kompetitiver
Elution mit der schwach bindenden Sialyllaktose gewonnen''?. Dadurch ist eine effektive
Elution stark bindender Phagen nur schwer moglich, was wahrscheinlich zur vergleichsweise
niedrigen Inhibitionseffektivitit dieses Peptids fiihrte. Auch die Peptide L-P1 und P1 weisen
hohere ICsp-Werte auf, als die PeB-Peptide. Sie wurden allerdings auch gegen andere
Influenzaserotypen selektiert (L-P1: HON2, P1: H5N1). Das stark amphiphile Peptid EB
zeigte als einziges Vergleichspeptid einen deutlichen niedrigeren [Csp-Wert. In
vergleichenden SPR-Messungen konnte festgestellt werden, dass dieses Peptid wahrscheinlich
Mizellen ausbildet. Dies wiirde eine multivalente Interaktion des Peptids mit dem Virus

ermoglichen, was schlieBlich zu einer verbesserten inhibitorischen Fahigkeit fithren wiirde.

Der erbrachte Nachweis der funktionalen Bindungsinhibition der PeB-Peptide ist die
Voraussetzung fiir eine mogliche Infektionsinhibition lebender Zellen, welche im Folgenden

beleuchtet werden soll.

4.4.2 Infektionsinhibition in vitro

Influenzaviren konnen unter geeigneten Bedingungen Zellen in vitro infizieren. MDCK II
Zellen wurden zur Charakterisierung der Zellinfektion als Modell fiir den Influenzavirus
entwickelt'®>'%. Die Zellen sterben bei erfolgter Infektion zu einem hohen Prozentsatz nach
Kontakt mit den Influenzaviren ab. Der Zelltod wurde mit Hilfe eines Farbstoffs
nachgewiesen (siehe 39.2 ,.Zellbasierte Infektionsinhibition®). Die
Infektionsinhibitionsexperimente wurden unter Laborbedingungen der biologischen

Sicherheitsstufe 2 von D. Lauster an der Humboldt-Universitit zu Berlin durchgefiihrt.

Das Peptid PeB“" schiitzt vor einem durch Influenzainfektion hervorgerufenen Zelltod bei

bis zu 60% der infizierten Zellen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Zelltest zur in vitro Infektionsinhibition. X31-Viren und Peptide
unterschiedlicher Konzentration wurden zusammengegeben und vorinkubiert. Diese Losung wurde
schlieBlich auf MDCK II Zellen gegeben und weiterinkubiert (Infektion). AnschlieBend wurden
die Zellen gewaschen und fiir 24 h weiterkultiviert. Der Tod der Zellen wurde mit Hilfe eines
MTS-Reagenzes nachgewiesen. Der Schutz vor Infektion in Prozent ist die relative Anzahl
iiberlebender Zellen im Vergleich zur Kontrollprobe mit einfacher Infektion (ohne Inhibitor).
Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens 4 unabhingigen Experimenten sowie der
Standardfehler.

Der Infektionsschutz durch PeBY" zeigt auBerdem ein konzentrationsabhingiges Verhalten.
Bis zur hochsten eingesetzten Konzentration von 400 uM ist ein linearer Anstieg der Anzahl
geschiitzter Zellen zu beobachten. Ein vollstindiger Infektionsschutz konnte in dem
untersuchten Konzentrationsbereich nicht erreicht werden, obwohl eine vollstindige
Bindungsinhibition in vorhergehenden Experimenten (HAI, SPR) beobachtet wurde. Dafiir
konnen mehrere testspezifische Effekte verantwortlich sein. Einerseits konnte eine
Wechselwirkung des Peptids mit den Zellen eine Verringerung der apparenten
Peptidkonzentration zur Folge haben, was zu den vergleichsweise hohen notwendigen
Peptidkonzentrationen fithren wiirde. Desweiteren werden im Infektionstest weitaus hohere
Viruskonzentrationen eingesetzt. Selbst wenn nur wenige HA-Molekiile nicht mit Peptid
belegt sind, konnte noch eine Anbindung des Viruses an die Zellmembran stattfinden,
weshalb fiir eine vollstindige Bindungsinhibition mehr Peptid benétigt wird, als in

vorangegangenen Assays.
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Das Peptid PeB ist im Gegensatz zur verbesserten Variante PeB°" nicht in der Lage einen
signifikanten Schutz vor der Influenzainfektion zu gewahrleisten. Ausschlaggebend fiir dieses
Verhalten ist vermutlich die im Vergleich zu PeBY" geringere Affinitit des Peptids. Da bereits
bei PeB“" vergleichsweise hdhere Konzentrationen zur Herbeifiihrung des Inhibitionseffekts
notwendig sind als in den anderen Testformaten, sind die fir PeB erreichbaren

Peptidkonzentrationen daher nicht mehr ausreichend.

Ein Effekt der Peptide allein auf die MDCK II Zellen konnte selbst bei den hochsten
eingesetzten Konzentrationen nicht beobachtet werden. Deshalb wird nicht von einer generell
zellschiddigenden Eigenschaft der Peptide ausgegangen, auch wenn diese zur Lyse der
Erythrozyten im vorhergehenden HAI-Test fiihrten. Dies ist besonders im Hinblick auf eine

Verwendung der Peptide als mogliche Wirkstoffe von Bedeutung.

Um die Verwendung als Wirkstoff zu ermoglichen ist auch eine weitere Erhéhung der
Affinitdt der Peptide notig. Typische Wirkstoffe besitzen Affinitdten beziehungsweise
Inhibitionskonstanten im niedrigen nM-Bereich. Eine deutliche Affinitdtsverbesserung der
Peptide kann durch deren Kopplung an multivalente Substrukturen erfolgen38. Hierfiir kimen

insbesondere dendritische Makromolekiile sowie Nanopartikel in Frage®’.
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S5 Zusammenfassung

Aus Patientlnnensicht aber auch aus soziodkonomischen Betrachtungen besteht ein hoher
Bedarf an neuen Methoden zur schnellen, flichendeckenden Diagnostik von
Influenzaerkrankungen sowie an Wirkstoffen, die eine zielgerichtete Therapie und schnelle
Genesung ermoglichen. Die Verwendung von Peptiden als Rezeptoren in Biosensoren fiir die
Pathogendiagnostik und auch als Wirkstoffe gegen verschiedene Krankheitserreger stellt
zunehmend einen Schwerpunkt biotechnologischer Forschung dar. Diese bieten attraktive
Vorteile gegeniiber bisher verwendeten molekularen Bausteinen. Das Ziel dieser Arbeit war
die Generierung bindender Peptide fiir den spezifischen Nachweis verschiedener
Influenzaserotypen und die Charakterisierung und Weiterentwicklung dieser Peptide zum

Einsatz in biosensorischen Systemen.

Generierung und Charakterisierung bindender Peptide. Bindende Peptide konnten aus
der Paratopregion des influenzaspezifischen Antikdrpers HC19 abgeleitet werden. Zwei von
drei der aus den CDRs generierten Peptidsequenzen wurden als immobilisierte Liganden zum
spezifischen Nachweis von Influenzaviren des Subtyps X31 (H3N2, A/Aichi/2/1968)
eingesetzt. Das Peptid PeB aus der HCDR3 des Antikorpers wurde aufgrund seiner
prognostizierten Bindung an die konservierte Rezeptorbindungsstelle des Oberfldchenproteins
Hémagglutinin des Influenzaviruses weiterentwickelt. Das Peptid wurde mittels verschiedener
Spacereinheiten und unterschiedlicher Linkerfunktionen an Carboxyl-, Epoxy-, Neutravidin-
und Maleimid-funktionalisierte Oberflichen gebunden und die Funktionalitit mithilfe
mehrerer analytischer Methoden bewertet. Als besonders geeignet erwies sich die Kopplung
des Peptids iiber N-terminale Oligolysin-Linker. Die Interaktion der Viren mit dem
immobilisierten Peptid wurde als entropiegetriecben und mafgeblich durch hydrophobe
Wechselwirkungen determiniert charakterisiert. Die Spezifitit der Virusinteraktion wurde
mittels Variation der bindenden Aminosduresequenz im Peptid, {iber Kontrollexperimente mit
verschiedenen Peptiden definierter Eigenschaften sowie der kompetitiven Inhibition der
Virusbindung an seinen natiirlichen Rezeptor nachgewiesen. Die Bindung der intakten
Viruspartikel wurde begleitend mittels rasterkraftmikroskopischer Untersuchungen belegt.
Neben Partikeln mit fiir Influenzaviren typischen Dimensionen wurden auch kleinere

Strukturen identifiziert, die ebenfalls viralen Ursprungs sind. Die AFM-Untersuchungen
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5 Zusammenfassung

belegten weiterhin die durch die Peptidmodifikation hervorgerufene Sensibilisierung der

Sensoroberfliche.

Variation der peptidischen Primirsequenz. Aus einer vollstindigen Substitutionsanalye
der Peptidsequenz wurden iiber Beobachtung der Struktur-Aktivitits-Beziehungen wertvolle
Informationen iiber Bedingungen fiir dessen Funktionalitdt gewonnen. Dadurch wurden in der
Primérsequenz variierende Peptidvarianten mit neuen Eigenschaften generiert. Zum einen
wurde die Affinitdt des Peptids gegen verschiedene Influenzaserotypen z.T. drastisch erhoht.
So konnten auch weitere Peptidvarianten gefunden werden, die nicht nur den Referenzvirus
vom Typ H3N2 aus dem Infektionsjahr 1968 binden. Es wurden Peptidvarianten zur Bindung
neuerer humaner H3N2-, HINI1- sowie avidrer HSN1- und H7N1-Stimme gefunden. Zum
anderen wurde eine Peptidvariante gefunden, die in der Lage ist, die Influenzainfektion von
Zellen einzuddmmen. Der fiir die Peptidfindung und -optimierung etablierte Arbeitsweg ist

von allgemeiner Bedeutung und konnte auf weitere Bindungssysteme iibertragen werden.

Ubertragung des Bindersystems auf biosensorische Testsysteme. Desweiteren wurde das
Bindersystem aus Peptid und Virus in zwei anwendungsnahe Sensorsysteme libertragen. Hier
wird der Vorteil der Verwendung von Peptiden gegeniiber groBeren Rezeptormolekiilen
besonders deutlich. So war es moglich kurze Peptidsequenzen in einen diinnen PDA-Film
einzubringen und diesen damit zur spezifischen Detektion von Influenzaviren einzusetzen.
Der dadurch ausgeloste Farbumschlag im Polymer konnte spektroskopisch nachgewiesen
werden. Die Rezeptorbindung und die Signalgebung sind dabei in einem Makromolekiil
integriert. Eine weitere Optimierung des Systems ist noch notwendig, um eine geringere

Nachweisgrenze zu erreichen und den Farbumschlag mit bloBem Auge sichtbar zu machen.

Infektionsinhibition in vitro. SchlieBlich wurden die inhibitorischen Eigenschaften der
gefundenen Peptide néher charakterisiert. Es zeigte sich, dass die in ihrer Affinitdt verbesserte
Peptidvariante PeB®" in der Lage ist, Saugerzellen mit bis zu 60% vor einer

Influenzainfektion zu schiitzen.

In einem rationalen Ansatz wurden ausgehend von der Struktur eines Fab-HA Komplexes
erfolgreich bindende Peptide generiert und in ihren Bindungseigenschaften charakterisiert und
weiterentwickelt. Das daraus gewonnene Peptid PeB und seine Varianten stellt einen
Ausgangspunkt fiir die Herstellung vollintegrierter Biosensoren fiir die Influenzadiagnostik

als auch fiir die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe zur spezifischen Therapie der Grippe dar.
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6 Ausblick

Die gewonnenen und charakterisierten influenzabindenden Peptide bilden die Grundlage fiir
die weitere Entwicklung integrierter Biosensoren zum Nachweis des Influenzaviruses sowie

zur Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Behandlung der Influenzainfektion.

Die Peptide selbst konnen in ihren Bindungseigenschaften noch weiter verbessert werden.
So konnte insbesondere eine Implementierung der Peptide in definierte multivalente
Gertiststrukturen erfolgen, um die Aviditdt gegeniiber dem Virus weiter zu steigern und
dadurch einen sensitiveren Nachweis zu ermdglichen. Dies ist insbesondere fiir die
Verwendung als Wirkstoff entscheidend, da die momentane Inhibition der Virusbindung im
pM-Bereich nicht fiir eine effektive Therapie geniigt. Eine weitere Komplikation, die bei der
Verwendung von Peptiden als Wirkstoffe auftritt, ist der schnelle enzymatische Abbau im
Organismus. Dies kdnnte durch Ersetzen der L-Proteine durch ihre spiegelmeren D-Varianten

verhindert werden.

Neben der Integration der Peptide in PDA-basierte Testsysteme kommen insbesondere
responsive Hydrogele fiir die Entwicklung integrierter Biosensoren in Frage. Diese vereinen
vergleichbar mit PDA-Polymeren die molekulare Erkennung des Pathogens und die direkte
sichtbare Signalgebung. Durch Anbindung des Analyten konnen Hydrogele zwischen einem
expandierten und einem kollabierten Zustand schalten, was direkt durch Eintriibung des
Hydrogels sichtbar ist. Daneben eroffnen Hydrogele weitere Moglichkeiten der
Signalgenerierung, z.B. durch Einbringen von Fluoreszenzfarbstoffen und Quencher. Des
Weiteren fiihrt der Kollaps des Gels zur Verdrangung des Losemittels (z.B. Wasser), welches
wiederum mittels feuchtigkeitssensitiver Farbstoffe nachgewiesen werden konnte. Diese
Ansitze sollen schlieBlich zu influenzadetektierenden Schnelltests weiterentwickelt werden,
die ein auch vom Laien identifizierbares Signal generieren, flaichendeckend eingesetzt werden

konnen und kostengiinstig sind.

Als weitere Moglichkeit zur Signalgenerierung konnte nach erfolgter Bindung des Viruses
an eine peptidmodifizierte Oberflache der Nachweis des Viruses {iber seine Neuraminidase-
Aktivitdt erfolgen. Der etablierte Assay zur allgemeinen enzymatischen Charakterisierung der
Neuraminidase beinhaltet den Umsatz des spezifischen Substrates MUNANA zu

Methylumbelliferon, welches schlie8lich iiber seine Fluoreszenz nachzuweisen ist. Dadurch
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6 Ausblick

wire in einem biosensorischen System, neben der spezifischen Ankopplung des Viruses an

ein Rezeptormolekiil, ein weiterer influenzaspezifischer Analyseschritt moglich.

Aufgrund der unterschiedlichen Interaktion verschiedener Influenzastimme und -serotypen
mit verschiedenen Varianten des Peptids PeB, konnen stammdifferenzierende Microarrays
entwickelt werden. Durch Kombination mehrerer Peptide, die je nach Stamm stark
differierende Signalintensititen erzeugen, konnte so ein Serotypisierungstest entwickelt
werden, der im Gegensatz zur bisherigen molekularbiologischen Serotypisierung direkt die
Oberfldchenproteine des Viruses adressiert. Durch Integration des Tests in automatische
Diagnostikplattformen mit anschlieBender selbststindiger Datenauswertung konnte auf diese
Art in wenigen Minuten eine patientennahe Serotypisierung erfolgen. Dies wire sowohl fiir
eine Therapieentscheidung wichtig, als auch dafiir, ob ein Patient wegen der Erkrankung an

einen hochinfektiésen Stamm isoliert werden muss.

Die gefundenen Peptide stellen damit einen Ausgangspunkt fiir verschiedene Anwendungen
in der Influenzadiagnostik und -therapie dar, was mit der Hoffnung verbunden ist letztendlich

die Behandlungsoptionen einer Influenzaerkrankung zu verbessern.
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Anhang

Anhang

I Peptidvarianten fiir die SPR-Analyse

Tabelle 15: Peptide fiir die Entwicklung substituierter Peptidvarianten (4.2.2).

Peptid Ligandendichte [pmol/mm?] Reinheit [%]
KKKKFYDYDVFY 1.17 80
KKKKFYYYDVFY 0.70 70
KKKKFYDPDVFY 0.56 80
KKKKFYDYPVFY 0.92 85
KKKKFYDYDPFY 0.51 80
KKKKFYDYDQFY 0.36 80
KKKKFYDYDRFY 0.44 95
KKKKFYDYDVPY 0.35 85
KKKKFYDYDVFP 1.12 85
KKKKFYDYDVFF 0.61 75
KKKKFYDYDVFT 0.40 80
KKKKFYDYDVFN 0.35 85
KKKKFYGYDVFY 0.48 75
KKKKFYGYDVFF 0.78 70
KKKKFYYYDVFF 1.73 60
KKKKFYGYDQFY 0.41 85
KKKKFYYYDQFY 0.59 75
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IT Peptide der Substitutionsanalyse

Tabelle 16: Peptide der Substitutionsanalyse. Dargestellt sind alle Peptidsequenzen im
Einbuchstabencode, die bei der Microarray-basierten Substitutionsanalyse verwendet wurden.

Nr. Sequenz Nr. Sequenz Nr. Sequenz
1 ARDAYDYDVFYYAMD 53 ARDFYRYDVFYYAMD 105 ARDFYDYDKFYYAMD
2 ARDCYDYDVFYYAMD 54 ARDFYSYDVFYYAMD 106 ARDFYDYDLFYYAMD
3 ARDDYDYDVFYYAMD 55 ARDFYTYDVFYYAMD 107 ARDFYDYDMFYYAMD
4 ARDEYDYDVFYYAMD 56 ARDFYVYDVFYYAMD 108 ARDFYDYDNFYYAMD
5 ARDFYDYDVFYYAMD 57 ARDFYWYDVFYYAMD 109 ARDFYDYDPFYYAMD
6 ARDGYDYDVFYYAMD 58 ARDFYYYDVFYYAMD 110 ARDFYDYDQFYYAMD
7 ARDHYDYDVFYYAMD 59 ARDFYDADVFYYAMD 111 ARDFYDYDRFYYAMD
8 ARDIYDYDVFYYAMD 60 ARDFYDCDVFYYAMD 112 ARDFYDYDSFYYAMD
9 ARDKYDYDVFYYAMD 61 ARDFYDDDVFYYAMD 113 ARDFYDYDTFYYAMD
10 ARDLYDYDVFYYAMD 62 ARDFYDEDVFYYAMD 114 ARDFYDYDWFYYAMD
11 ARDMYDYDVFYYAMD 63 ARDFYDFDVFYYAMD 115 ARDFYDYDYFYYAMD
12 ARDNYDYDVFYYAMD 64 ARDFYDGDVFYYAMD 116 ARDFYDYDVAYYAMD
13 ARDPYDYDVFYYAMD 65 ARDFYDHDVFYYAMD 117 ARDFYDYDVCYYAMD
14 ARDQYDYDVEFYYAMD 66 ARDFYDIDVFYYAMD 118 ARDFYDYDVDYYAMD
15 ARDRYDYDVFYYAMD 67 ARDFYDKDVFYYAMD 119 ARDFYDYDVEYYAMD
16 ARDSYDYDVFYYAMD 68 ARDFYDLDVFYYAMD 120  ARDFYDYDVGYYAMD
17 ARDTYDYDVFYYAMD 69 ARDFYDMDVFYYAMD 121 ARDFYDYDVHYYAMD
18 ARDVYDYDVFYYAMD 70 ARDFYDNDVFYYAMD 122 ARDFYDYDVIYYAMD
19 ARDWYDYDVFYYAMD 71 ARDFYDPDVFYYAMD 123 ARDFYDYDVKYYAMD
20 ARDYYDYDVFYYAMD 72  ARDFYDQDVFYYAMD 124 ARDFYDYDVLYYAMD
21 ARDFADYDVFYYAMD 73 ARDFYDRDVFYYAMD 125 ARDFYDYDVMYYAMD
22  ARDFCDYDVFYYAMD 74 ARDFYDSDVFYYAMD 126 ARDFYDYDVNYYAMD
23 ARDFDDYDVFYYAMD 75 ARDFYDTDVFYYAMD 127 ARDFYDYDVPYYAMD
24 ARDFEDYDVFYYAMD 76  ARDFYDVDVFYYAMD 128 ARDFYDYDVQYYAMD
25 ARDFFDYDVFYYAMD 77 ARDFYDWDVFYYAMD 129 ARDFYDYDVRYYAMD
26 ARDFGDYDVFYYAMD 78 ARDFYDYAVFYYAMD 130 ARDFYDYDVSYYAMD
27 ARDFHDYDVFYYAMD 79 ARDFYDYCVFYYAMD 131 ARDFYDYDVTYYAMD
28 ARDFIDYDVFYYAMD 80 ARDFYDYEVFYYAMD 132 ARDFYDYDVVYYAMD
29 ARDFKDYDVFYYAMD 81 ARDFYDYFVFYYAMD 133 ARDFYDYDVWYYAMD
30 ARDFLDYDVFYYAMD 82 ARDFYDYGVFYYAMD 134 ARDFYDYDVYYYAMD
31 ARDFMDYDVFYYAMD 83 ARDFYDYHVFYYAMD 135 ARDFYDYDVFAYAMD
32 ARDFNDYDVFYYAMD 84 ARDFYDYIVFYYAMD 136 ARDFYDYDVFCYAMD
33 ARDFPDYDVFYYAMD 85 ARDFYDYKVFYYAMD 137 ARDFYDYDVFDYAMD
34 ARDFQDYDVFYYAMD 86 ARDFYDYLVFYYAMD 138 ARDFYDYDVFEYAMD
35 ARDFRDYDVFYYAMD 87 ARDFYDYMVEFYYAMD 139 ARDFYDYDVFFYAMD
36 ARDFSDYDVFYYAMD 88 ARDFYDYNVFYYAMD 140 ARDFYDYDVFGYAMD
37 ARDFTDYDVFYYAMD 89 ARDFYDYPVFYYAMD 141 ARDFYDYDVFHYAMD
38 ARDFVDYDVFYYAMD 90 ARDFYDYQVFYYAMD 142 ARDFYDYDVFIYAMD
39 ARDFWDYDVFYYAMD 91 ARDFYDYRVFYYAMD 143 ARDFYDYDVFKYAMD
40 ARDFYAYDVFYYAMD 92 ARDFYDYSVFYYAMD 144 ARDFYDYDVFLYAMD
41 ARDFYCYDVFYYAMD 93 ARDFYDYTVEYYAMD 145 ARDFYDYDVFMYAMD
42  ARDFYEYDVFYYAMD 94 ARDFYDYVVFYYAMD 146 ARDFYDYDVFNYAMD
43 ARDFYFYDVFYYAMD 95 ARDFYDYWVFYYAMD 147 ARDFYDYDVFPYAMD
44 ARDFYGYDVFYYAMD 96 ARDFYDYYVFYYAMD 148 ARDFYDYDVFQYAMD
45 ARDFYHYDVFYYAMD 97 ARDFYDYDAFYYAMD 149 ARDFYDYDVFRYAMD
46 ARDFYIYDVFYYAMD 98 ARDFYDYDCFYYAMD 150 ARDFYDYDVFSYAMD
47 ARDFYKYDVFYYAMD 99 ARDFYDYDDFYYAMD 151 ARDFYDYDVEFTYAMD
48 ARDFYLYDVFYYAMD 100  ARDFYDYDEFYYAMD 152 ARDFYDYDVFVYAMD
49 ARDFYMYDVFYYAMD 101 ARDFYDYDFFYYAMD 153 ARDFYDYDVFWYAMD
50 ARDFYNYDVFYYAMD 102 ARDFYDYDGFYYAMD
51 ARDFYPYDVFYYAMD 103 ARDFYDYDHFYYAMD
52  ARDFYQYDVFYYAMD 104 ARDFYDYDIFYYAMD
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III weitere Ergebnisse der Substitutionsanalyse
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Abbildung 35: Ergebnisse des Peptidmicroarrays zur Substitutionsanalyse
bei Inkubation von Virusmaterial der Stimme HIN1 (Abbildung links,
A/California/07/2009) und VIC (Abbildung rechts, A/Victoria/210/2009).

Dargestellt ist der Mittelwert des Kontrasts (n = 3) in Prozent relativ zur Positivkontrolle Fetuin
(Originalsequenz FYDYDVFY = 0%). Werte kleiner oder gleich Null sind weill, Werte oberhalb
der 90%-Quantile sind dunkelgrau hinterlegt. Im Bereich dazwischen ist der Farbiibergang
flieBend.
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IV Neuartige Oberflichen fiir die SPR-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie wird iiblicherweise auf Gold durchgefiihrt,
da dieses sehr gute plasmonische Eigenschaften aufweist sowie oxidationsbestindig ist. Die
direkte Funktionalisierung der Goldoberfliche mit Rezeptoren fiihrt zu verschiedenen
Nachteilen fiir die nachfolgende Analyse (insbesondere unspezifisches Bindungsverhalten,
Instabilitdt der Rezeptoren auf der Oberfliche). Daher wurden fiir die Immobilisierung
verschiedener Rezeptormolekiile (Proteine (insbesondere Antikorper), Nukleotide) ausgereifte
Oberflachenmodifikationen entwickelt (z.B. dextranbasiert). Diese garantieren ein niedriges
Hintergrundsignal (unspezifische Bindung), einfache chemische Zugénglichkeit funktioneller
Gruppen zur orthogonalen Ligandimmobilisierung sowie gegebenenfalls hohe
Ligandendichten. Allerdings weisen die kommerziell verfiigbaren Oberflichenmodifikationen
eine vergleichsweise niedrige Beladungskapazitit fiir Peptidliganden auf, weshalb bereits
speziell fiir die Immobilisierung kleiner Liganden weiterentwickelte Dextranchips angeboten
werden (z.B. CM7, GE Healthcare). Des Weiteren werden Dextranmodifizierungen nur
speziell fiir SPR-Analysen auf Gold genutzt. Die Verwendung nur einer einzelnen
Modifikation auf verschiedenen Trigermaterialien (z.B. Metalle, Halbmetalle) und fiir
verschiedene Detektionsmethoden (elektrochemisch, optisch) wiirde allerdings eine bessere
Vergleichbarkeit verschiedener oberflichenabhidngiger Analysemethoden erlauben. Daher
wurde im  Rahmen der vorliegenden  Arbeit eine  Auswahl  neuartiger
Oberflichenmodifikationen zunichst fiir die Anwendung zur Charakterisierung von Peptid-

Interaktionen auf Goldoberfldchen untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mehrere, bisher nicht fiir die SPR-Analytik
bzw. nicht fiir die Charakterisierung von  Peptid-Interaktionen  verwendete

Oberflachenfunktionalisierungen charakterisiert:

(1) para-Maleimidophenyl (p-MP)

(2) gemischte alykylierte Polyethylenglykole (Alkyl-PEGs, mit Carboxyl- bzw.
Hydroxylterminus)

(3) Liponséure (LS)

Liponsédure-Modifikationen wurden bereits fiir die Protein-Protein-Analytik mittels SPR
verwendet, jedoch nicht fiir die Charakterisierung von Peptid-Interaktionen. Alkyl-PEGs
stellen eine neue Klasse hochstabiler biokompatibler Oberflichenmodifikationen dar
(siehe 3.3.1.2). Die para-Maleimidophenyl Funktionalisierung unterscheidet sich

grundsdtzlich von bestehenden schwefelbasierten Chemisorptionsverfahren (Abbildung 36)
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und kann auf verschiedenen Trigermaterialien verwendet werden'*’. Sowohl Alkyl-PEGs als
auch p-MP Modifikationen wurden bisher nicht fiir die Verwendung in SPR-Experimenten

charakterisiert.
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Abbildung 36: Neuartige Oberflichenmodifikationen fiir SPR. A: Liponsiure (LS), B: para-
Maleimidophenyl (p-MP), C: Alkylierte Polyethylenglykole (Alkyl-PEGs, (PEG), = (CH,0)y).

Die Alkyl-PEGs und Liponsdure werden klassisch aus ethanolischer Losung an Gold
gebunden, wodurch selbstorganisierte Monolagen ausgebildet werden. Der Nachweis der
Modifikation kann mittels Kontaktwinkelmessungen erbracht werden. Die reine
Goldoberfldchen besitzt einen Kontaktwinkel (H,0O) von 88.3+0.6°. Fiir die Alkyl-PEGs (1:1
Mischung Alkyl-PEG-OH:Alkyl-PEG-COOH) funktionalisierten Goldoberfldchen betridgt der
Kontaktwinkel 35+2.0°.

Die p-MP-Modifikation wird hingegen durch elektrochemisches Abscheiden unter
Ausbildung einer kovalenten Kohlenstoff-Gold-Bindung generiert (Tabelle 17). Die
Abscheidung der Ausgangssubstanz p-MPDT kann direkt mittels zyklischer Voltammetrie

verfolgt werden'**

. Alle verwendeten Oberflichen auller p-MP miissen zur Immobilisierung
von Liganden voraktiviert werden, sodass eine Kopplungsreaktion aus 3-4 Schritten besteht:
1)  Aktivierung, i) Gegebenenfalls Modifizierung, 1iii) Ligandkopplung, 1iv)
Absittigung/Deaktivierung. Bei p-MP sind nur die Schritte iii) und iv) notwendig, da die
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Doppelbindung im Maleimid-Riickgrat direkt mit thiol- oder aminhaltigen Verbindungen

reagiert.
Tabelle 17: Eigenschaften der verwendeten neuartigen Oberfliichenmodifikationen
fiir SPR.
Liponsiure p-Maleimido- Alkyl-PEGs carboxymethyliertes
phenyl Dextran
. e . . Elektrochemisch . . . .
Funktionalisierung Chemisorption = Ay Chemisorption Chemisorption
Goldbindung S-Au C-Au S-Au S-Au
Hydrophobizitit - +/- - -
Ladung negativ keine negativ negativ
Aminkopplung/Thiolkopplung
Peptidkopplung
3-4 Schritte 2 Schritte 3-4 Schritte 3-4 Schritte
elektr. Leitfihigkeit - vorhanden - -

Diese Oberflichen wurden insbesondere im Hinblick auf die Fahigkeit zur funktionalen
Immobilisierung von Peptiden an einem Modellsystem getestet. Dieses besteht aus einem
Mimotoppeptid MP1 (GPPGMVGDWWDW) und dem bindenden Antikorper Anti-FITC.

54,167

Der Antikérper bindet das Peptid mit nanomolarer Affinitét , wihrend die Bindung

spezifisch mit dem eigentlichen Antigen Fluoreszein kompetitiv inhibiert werden kann.
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Abbildung 37: Charakterisierung der Oberflichenmodifikationen anhand des
Modellsystems MP1/Anti-FITC. A: Maximale Ligandkapazitit der Oberflichen. B:
Konzentrationsabhdngige SPR-Signale von Anti-FITC bei jeweils maximaler Ligandendichte.

Fir die Immobilisierung mittels Aminkopplung wurde das Peptid Lys-MP1, fiir
Thiolkopplungen Cys-MP1 (
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Tabelle 3) eingesetzt. Die hochste Ligandendichte von 1.39 pmol/mm? wird bei p-MP
beobachtet (Abbildung 37A). Diese liegt etwa doppelt so hoch wie bei einem vergleichbaren
kommerziellen carboxymethylierten Dextranchips (CMDP, Xantec bioanalytics). Weiterhin
wird bei p-MP modifizierten Chips das hochste Bindungssignal beobachtet (Abbildung 37B).
Liponsdure- und Alkyl-PEG-modifizierte Oberflichen zeigen ein um den Faktor 2.2
geringeres Maximalsignal, bei CMD liegt es 6.4-fach niedriger als auf p-MP. Betrachtet man
die Anzahl immobilisierter Peptide pro gebundenem Liganden, so kann eine Aussage liber die
Ligandaktivitit getroffen werden. Fiir LS wird der im Vergleich niedrigste Wert beobachtet;
19 Peptide pro gebundenem Antikorper. Bei den Alkyl-PEGs sind statistisch gesehen 65, bei
p-MP 70 und bei CMDP 153 Peptide fiir die Bindung eines Antikorpers notwendig. Dies
zeigt, dass die Prisentation der Peptide auf Liponsdure-modifizierten Chips am besten fiir die
Bindung des bivalenten Antikorpers geeignet war. Bei den weiteren Chips ist offenbar ein
grolerer Anteil der immobilisierten Peptide nicht im Bindungsereignis involviert
beziehungsweise wird innerhalb der primdren Oberfldchenfunktionalisierung ,,vergraben®
oder steht durch Interaktion mit der Funktionalisierung nicht mehr fiir die Bindung des
Antikorpers zur Verfiigung.

Die para-Maleimidophenyl-funktionalisierte Oberfliche wird aufgrund ihres Potentials zur
Verwendung mehrerer Auslesemethoden (optisch, elektrochemisch) nun auch fiir die

Detektion der Peptid-Virus-Interaktion verwendet.

Aufgrund der festgestellten positiven Eigenschaften der para-Maleimidophenyl-
funktionalisierten Oberflichen wurden diese zusitzlich fiir die Detektion von Influenzaviren
genutzt. Analog zu den Experimenten auf kommerziellen Oberflichen (s. 4.1.2) wurde das
Peptid PeB (C-SGSG-FYDYDVFY) auf p-MP Chips immobilisiert und anschlieBend das
konzentrationsabhingige Bindungssignal von X31-Viren detektiert (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Bindung von X31 Viren an immobilisiertes Peptid PeB auf para-
Maleimidophenyl-funktionalisierten SPR-Oberfléichen.

Die Interaktion des Viruses mit der peptidmodifizierten Oberfliche wird ab einer
Konzentration von 123 ng/ml detektiert. Somit wird bei Verwendung dieser
Oberflaichenmodifikation eine vergleichbare Nachweisgrenze wie auf kommerziellen
dextranbasierten Chips beobachtet. Das SPR-Signal steigt konzentrationsabhéngig an, wobei
bereits bei 10 ng/ml die Sattigung erreicht ist. Bei der Virus-Peptid-Interaktion wird trotz
Absittigung der Oberfliche mit Cystein und BSA ein hohes unspezifisches Signal (30-75%)
auf der nichtmodifizierten Referenzfliezelle detektiert. Dies hingt wahrscheinlich mit dem
eher hydrophoben Charakter der zugrundeliegenden p-MP Modifikation zusammen. Hier
besteht weiterer Modifizierungsbedarf des Phenylriickgrats des p-MP (z.B. Hydroxilierung),

um bessere Antifoulingeigenschaften zu generieren.
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