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Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Jahrlich versteen mehr als 200.000 Menschen an den Folgen einer Norovirusinfktion
Infektionsmechanismus des Virus ist dabei weitestgehend unedi@ $ofaktionbeginnt mit der
Interaktion des Viruskapsidst Blutgruppenantigen€RiBGA) auf der WirtselloberflacheEin
Ansatzzur Bek&dmpfungler Infektion ist die BlockierumiieserBindung durch einen Inhibitor.
Durch Untersuchurem mit der Kernspinresonanz (NMR) Spektroskdqmiantein dieser Arbeit
eine synthetische Verbindu@sI11.78) identifiziet werden welcheeine mit den natirlichen
Liganden vergleichbare Affinitat aufwé@isse Verbindunbieteteiren geeigneteStartpunkt fur
die Entwicklung eines Eintrittinhibitors.

Die hervorstehende (protrudimg)maneg(P-Domane) des humanen Noroviruskapsidproteins VP1
interagiert miHBGAs und liegt dabei als Homodimer.\E&ine spontane Deamidierung eines
Asparagins in der-Pomane fihrt zu eime/erringerung der Bindungsaffinitat fir HBGA®r
wurdedie lonenagtauschchromatograplamgesetzimdie Deamidierungskinetik des Proteins in
Abhangigkeit von raumlich benachbarten Aminoséduren zu untersucen Moleki
dynamiksimulationeaus der Arbeitsgruppe Stein (MPI Magdeburg) legten nahe, dass eine
ungewohnliche syionformation des Proteinriickgréis dierasche Deamidierumgrantwortlich
gemacht werden muss. BignKonformation verstarkt die Nukleophilie des alskidaphil
agierenden RuckgratAMomsund beschleunigt dadurch die Reaktionhersagealgorithmenr
Deamidierungg/ahrscheinlichkesbllten zukinftig déesynKonformation als weiteren Parameter
bericksichgen.

Die P-Domaéne einer neu&fariante deRabbitHemorrhagic Disease VirfirHDV) RHDVDb, das

wie das Norovirus zur Familie daaliciviridaghort konntevon mir erstmals isotopenmarkiert
hergestellund gereinigt werden. Bindungsstudien mit Hilfe von-EkfiRrimenterzeigen eine

selektive Bindundes Trisaccharids der Blutgruppe H Typ Aulerdem konnte die Bindung
verschiedener Metallionen und erstmalig auch Gallensduren nachgewiesen werden. Durch die
Senkung des pWertes und/oder der Anwesenheit voa*®Rannte eine verbesserte Affindéat

RHDVb P-Doméne fir EFucose beobachtet werd®iese Modulierung der Glykanbindung

konnte eil wichtige Rolle bderVirusinfektion spielen und sollte weiter untersucht werden.

Das Dimerisieingsverhalten déaliciviru?-Domé&nernvon humanen Noroviren und RHOSt
weitgehend unerforschitktuelle Studien zeigen, das§/daslkapsidkeine starre Kugel ist, sondern
zwischen Konformationen wechseltUnter Verwendung der Einzelmolekitster
Resonanzenergietransfer Mikroskopie konnte eMver und Ligandembhangiger Austausch
von Gll.4 Saga und RHDVbBimeren beobachtet werden. Die Senkung dé¥/eites und die
Anwesenheit von Glykanen stabilisiert die Dini2iese Ergebnissseigen, dass eipartielle
Dissoziatiorder RDomanenabhéngig von der Umgebyagch im gesamt&apsidmaglich sein
koénnten und eine neue Ebene@gnamikdarstellt






Abstract

1.2 Abstract

Every year, more than 200,000 people die as a result of a norovirus infection. The infection
mechanism of the virus is largely unexplored. The infection is initiated by the interactimasof the
capsid withhisto blood group antigens (HBGA) on the host cell. One approgmieventthe

infection is to blockHBGA binding by an inhibitotJsingnuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy, a synthetic compound (JGII.78) was iddntifiadean affinity comparable to the

natural ligands. This compound, provide a suitable starting point for the development of an entry
inhibitor.

The protruding domaifi>-domain) of human noroviruses interagts HBGAs and is present as a
homodimer. Spontaneous deamidation of an asparagine wldimaiR leads to a decrease in
binding affinity for HBGAs. Here, ion exchange chromatograpbysed to investigate the
deamidation kinetics of tRedomain as a function spatially surrounding amino acMslecular
dynamics simulationsthe laboratory of Matthias Stein (MPI Magdeburg), suggest timatsual
synconformation of the protein backlieading to aenhanced nucleophilicaf/the backbone
nitrogen atom performing the nucleophilic attack, promotes deamldatentuture, prediction
algorithms for the probability of deamidation should take t#o®sfgrmation into account as an
additional parameter.

TheP-domain of aew variant of the Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RREW)Vb,which
like the norovirus belongs to the familgaficiviridaaasproduced and purifiests stable isotope
labelled proteiBinding studies using NMiperimentsevealedelective binding dlood group
H type Il trisaccharide. In addition, the binding of various metal ions and, for the fiostiilme,
acidswasdetected. By lowering the pH andbyrthe presence of €athe affinity for glycans was
improved.This modulation of glycan binding could playinaportant rolein viral infection and
should be further investigated.

The dimerisation behaviour of thedémains of human noroviruses afdRHDV is largely
unexplored. Recent studies show thavitius capsid is not a rigid sphere but switches between
conformations. Using singlelecule Forster resonance energy transfer microscopyaadpH
liganddependent exchangehofman noroviru§ll.4 SagaP-dimersandof RHDVb P-dimers was

observed. Lowering the pH and the presence of glycans stabilised the dimers. These results indicate
that partial dissociationf the Rdomains, depending on the environment, could be possible
throughout the capsidepresenting new level of dynamics.






Einleitung

2 Einleitung

Zur gezielten Entwicklung von Medikamenten gagearsinfektionen ist esotwendig die
Interaktionen von Virusproteinen besser zu verstehen. Einen besonderen lfevkisbkalie
Kapsidproteig, da diesauf3erhalb von Zellen zuganglich fur potentielle Medikasimehtederste
Interaktionen mit den Wirtszellen eiregeNlit atomarer Auflosung lassen &lefldungsstudien mit
Hilfe der Kernspinresonanzspektroskopie (NBpektroskopiejurchfihrenKomplementar dazu
kann die Einzelmakil-ForsterResonaremergiansfer Mikroskopie (smFREMikroskopie)
verwendet werden, um langsamere Prozesse alEbeee von einzelnen Molekilen zu
charakterisiererDiesesKapitel befasst sich mit dem biologischen Hintergresl humanen
Norovirusund deseng verwandten Rabbitekriorrhagi Disease Virus b (RHDVI®owiemit
ausgewahiteNMR-Experimente zur Untersuchungon Ligandenbindung. Aul3erdem wird eine
Methode zur Untersuchung vDissoziationsratesimerer Proteinemit SmFRET vorgestellt.

2.1 Das humane Norovirus

Das humane Norovirus ist weit verbreitet und verursacht jahrlich 677 Millionen InféRifesen
et al., 2015Norovirusinfektionerverursachenri RegelfalErbrechen und Didnoe Uber einen
Zeitraum von B Tage (Robilotti et al., 2015)edochversterbenahrlichauchmehr als 200.000
Menscheran einerNorovirusinfektion(Fres et al., 28} Besonders betroffen sikdnder unter

5 Jahremmit mehr als 70.000 Toderltweitpro Jahi(Lanata et al., 201Zusatzlich kommt es zu
finanziellen Schaden durch das Norovilsh Schéatzungen betragen jdlelichen globalen
Kostentber 4Milliarden US Dolldtir das Gesundheitssystem und mehr als 60 Milliagdeollar
Kosten flr die gesamte GesellsaHttsch et al., 2016)

Humane Noroviren infizieren Zellen im Dinndawobeiunbekannt istwelche Zellen infiziert
werden Es wird davon ausgegangen, #amerozytendie wahrscheinlichstafirtszellen sind
(Atmar et al., 2018is heute gibt egeder eine Impfung noch ein Medikament gegen das Norovirus
(Arias et al.,, 2013Die Erforschung von Noroviren ist aufgrund d@rausfordernden
Kultivierbarkeit erschweNorovirenwurden bereitsrfolgreichin B-Zellen(Jones et al., 2014d

in humanenDarmenteroiderkultiviert (Ettayebi et al., 2016)edoch sind idse Verfahren
experimentell sehr aufwendig und teuer

Noroviren gehoren zu der Familie @aficiviridaend sind nicht umhuliteinzelstrangigeNA-

Viren mit positiver Polaritéi¥injé et al., 201.9)asRNA Genom von Noroviren ist in drei open
reading frames (ORF) organisiéfiihrend das ORFdr die6 Nichtstrukturproteinekodiert, wird
dasHauptKapsidprotein VP1 durc®RF2 und dakleinee Kapsdprotein VP2 durch ORF3
kodiert.Mit Hilfe einer phylogenetischen Analyse wird die Aminosauresequenz des VP1 Proteins flr
eine weiter&ntetteilung des GendorovirugerwendetDabei wurdezehn Genogruppesrstellt,

die anschlieBenth Genotypen unterteilt wurdé@hhabra et al., 201Quséatzlich werden die
Stamme durch den Namen der Regim@nztin demein Stamneuerst entdeckt wurdéum

Beispiel gehdrt der seit fast 20 Jahren vorherrschende Stamm G(ldnSagek et al., 2014)

de Genogruppe lldem Genotyp 4 und wurde in Saga in Japan entdeckt.

DasNoroviruskapsid wird durch das Halpipsidprotein VP1 aufgeb&ibbildung?-1). Das VP1
Protein bildet Dimerewobei 90 dieser Dimere das Kapsid bi{tfamé et al., 219) DasVP1
Proteinkannin zwei Domanen unterteilt werden, welche durch einen flexiblen Linker verbunden
sind (Prasad et al.,, 1999)ie Domane, dién daslnnere des Kapsids gerichtef lisidet die
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Verbindungen zu anderen VPBimeren aus und wird als sh@thalelDoméane (SDoméne)
bezeichneDarauf aufsitzend befindet sich plietruding(hervorsteher@Doméane (FDomane)
welche in zwei Subdoméarfeh und P2 unterteilt werden kabDie P2Subdoméanenterliegt der
grofdten Sequenzvailait zwischen Stammandbildet die Interaktionen mit der Umgebung, wie
der Wirtszelleaus(Prasad et al., 2016)

Die Eigenschaften der Viruskapside lassennstcHlilfe replikationsunfahigev/irusahnliche
Partikel (engl. virdike particle, VLPYntersucherDabei wird das VP1 Protein in Insektenzellen
produzierundassembliedich zu VLPs, welche anschlieRend gereinigt werden l&iteraiativ
kdnnen Interaktionsstudien des Noroviruskapsids mit der protRaiimine (FDoméane) des VP1
Proteins durchgefiihrt werdeldiese kann rekombinant i coliproduziert und anschlieRend
chromatographisch geliginwverder(Tan et al., 2004pie RDomane alleine bildet berdiisnere
aus welche als-Bimere bezeichnet werden.

40 nm

Abbildung 2-1 Struktur des Noroviruskapsids (PDB 7MRY, (Hu et al., 2022). (A) zeigt das
Noroviruskapsid in der T=3 Symmetvielcheaus 180 Kopien des Hatpapsidproteins VP1 aufgebestt

Die shellDoméne ist in blau, die flexillimkerRegion in rot und die protrudipménen 1 und 2 in grin

und gelbgriin respektive dargeshdditkiert ist ein VP1 Dimer, welches in (B) vergrofRert dargestellt wird. Ein
VP1 Protein ist in der gleichen Farbcodierung wie in (A) eingefarbt.

2.1.1 Das Modelsystem- Rabbit Haemorrhagic Disease Virus

Aufgrund dedange fehlenden und heute immer noch schwggingliche@ellkultursysteméir
humane Norovire(Ettayebi et al., 2@t Jones et al., 201&krden haufijloddlsystemaon eng
verwandten Viremerwendetim den ReplikationszyklusmaneiNoroviren zu untersuchdbazu
gehdren besonders das Tuldimas dasPorcineEnteric Calicivirus(PEC),das Feline Calicivirus
(FCV) dagviurine Norovirus (MNV) und d&abbit hemorrhagic disease virus (RHM¥3}hist et
al., 2009)

RHDV gehort zum Genusagovirugn der Familie deCaliciviridaend besitzt eine 39 %
Sequenzidemdit Gber das gesamte Genam humanen Gll.4 NorovirefVashsét et al., AID)
Anders aldie humanen NoroviremfiziertRHDV Kaninchen und verursa@ihe Entziindung der
Leber (Hepatitis) unBlutungent{@&morrhagisghi{Thiel and Konig, 1999pas Virus wurde 1984
erstmals identifizieftiu et al., 1984)ndinnerhalb vomeun Monatesindnach einem Ausbruch
in China in einer Region von 50.008 st alle Kaninchagestorben(Xu, 1991)198eatsich das
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Virusauch in Europausgebreiteind wurde endemisch in mehreren Lan@drantes et al., 2012)
AnschlieRenkonnte das Virusit Hilfe einesmpfstoffsunter Kontrolle gebracht werdérgiello
Villares, 1991; Xu, 1992010 wurde in Frankreich eine neue RHDV Varimite80 %
Sequenzidentitéeobachtet und als RHDVb (auch RHDV2) bezei¢he&alReculé et al., 2011)
Mit einerdurchschnittlicheMortalitétsrate vohis zu 30 % ist diese Variante nmokhr sdetal
jedoch infiziert siauchgeimpfte und junge Tigflee GaHRecut et al., @11)

Aufgrund derAhnlichkeit delKapsidstruktuen der humanen Noroviren und RHDAetetsich
RHDV alsein interessantes Mddgsterman um Ahnlichkeiten und Unterschiede zu studiengh
dadurcldie Spezifitat von Viren genauer zu verstehen.

2.1.2 Spontane psttranslationale Modifikation des Asparagins 373

Fur einigeGll.4 Noroviren darunter Gll.4 Sagand Gll.4 VA387 wurde einespontane und
irreversible posttranslationMedifikation eines Asparagins beobacliMallagaray et al., 2019;
Ogrissek, 2020Es handelt sich um einBemperaturund pHWert abhangige Deamidierung
(Abbildung 2-2). Dabei kommt es zu eime intramolekulare nucleophilen Angriffdes
Amidstickstoffsm Proteinrickgtades Asp374dufdas Kohlenstofitomder Carbonylgruppe der
Seitenkettedes Asn373 Als Ergebnis dieser Reaktion wird rdaniak abgespaltaimd ein
Succinimid als Zwischenprodukt gebildet. Dieses rasafiettiber eine Addition von Wasser zu
iso-Aspartat oder Aspartat weitedir Gll.4 Saga und Gll.4 VA38iurdeausschlieliatie Bildung
von iseAspartat beobachtéallagaay et al., @L9; Ogrissek, 202@Mie Modifikationzum ise
Aspartathat die Bildung einer Isopeptidbindung im Proteinrtickgrad und abhangig vérerpH
eine zusatzlichegative Ladung zEolge.

iso-Aspartat
Q

R
0 N
H
o OH
H,0 R N
H
o NH, NHo N A//v 0
H N—p
Na R . N 0
R N R
H H H,0 ‘\\
! © 0 OH
Asparagin Succinimid )L H
R N \ Rﬂ
H
0
Aspartat

Abbildung 2-2 Reaktionsmechanismus der Deamidierungsreaktion eines AsparaginBurch den
intramolekularen Angriff des Amidkstoffs an das Carbonylkohlenstoff Algparaginseitenkette wird das
Zwischenprodukt Succinimid gebildet. Dieses readibéngig voder Position der Wasseradditigofort

zu den Produkten Aspartat oderAspartaweiter.

Die Deamidierungsreaktion igbrwiegend als Alterungsprozess im Kontext von Antikérpern
bekanniHarris et al., 20Q1in Fall von Gll.4 Saga deamidiert das Protein mit einer Halbwertszeit
von 1,6 Tagen bei 37 (Kallagaray et al., 1) Damit istdie Deamidierung in diesem Protein eine
der schnellsten bishbeobachteterDie RDimere des eng verwandten Stammes Gll.4 VA387
deamidiererirca3-mal langsaméOgrissek, 2020Die Prognosevzon Deamidierungen uber die
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Aminosaurenabfold®obinson and Robinson, 2084gin beiden Stamméiar das Asparagin 373
keine besondere Deamidiesmejgungorher EineBegrindung fir die schiealind spezifische
Deamidierungvar zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht verfligbar.

Der Prozesdindetauf der Zeitskala der Infektion stggtlochist die biologische Relevanz dieser
Reaktion noch unbekanres wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Deamidasung
Temperaturund pHSensor agiemim dielnfektiositatzu kontrolliererfDulfer et al., 2021YLPs
und RDimeresind bei niedrigen pWerten und Temperaaur stabil(Pogan et al., 2018hd
deamidieren langsdiallagaay et al., 20) Nach dem Eintritt inlenKorper steigt die Temperatur
und somit auched Anteil des deamidierten Proteing.ch die Deamidierung steigt Biexibilit&t

im P-Dimer, wodurcleine verbesserte Anheftung an die Wirtszelle realisiert werdei(xdlfarte
et al., 221)

Da die fortlaufende irreversible Reaktion die Untersugbangpmogenen Proben erschwistt,
einePunktmutation des Asparaguusteilhaft Dabei hat sich di373D Mutanteder Gll.4 Saga
P-Domaneals geeignetes Modelsystem desdwgamidierteRroteins herausgesté@teutznacher
et al., 2021)

2.1.3 Liganden von Noroviren

Wahrend fur humane Noroviren nddaineProteinezeptorergefunderwurdenund somit auch
nicht bekannt ist, ob sie existiemnd Glykane al8indungsfakt@n (eng. attachment factdiiy
dieerste Erkennung devirtszellerseit einiger Zeit bekanftuang et al., 2003; Marionneau et al.,
2002) Diese Glykane sind ddutgruppenantigener(gl. histo blood group antiged8GA) und
werdenvon Epithelzellen an der Zelloberflache durch Glykolipide und Glykoprexpioeiert
insbesonderi@ der Mageiarm-SchleimhautHBGAsbesitzen das Disacchaiitl-Fuc(1,2)D-
Gal (H-Antigen) und kdnnen miN-Acetylgalaktosamiaum A-Antigenodermit einer Galaktose
zumB-Antigenerweitert werdeiie L-Fucose hat sich als minimale Bindungsehdraiisgestellt
(Fiege et al., 201D)ie Affinitatfur die Glykane liegt im niedrigen mM Bereletir den Stamm
Gll.4 Sagdiegen die Affinitatebeispielsweidgei 22 mM fur das Methylglykosid @elc-Fucose
(Mallagray et al., 20) Die beste Affinitatvurde fir das Arisaccharid mit 4,3 mM beobachtet
(Creutznactr et al., 201)

Gll.4 Saga binddHBGAs anderP2Doméne wobei ein/P1-Dimer zwei Bindungsstellen besitzt
(Abbildung 2-3A). Diese Bindungssteilesind in enger Nachbarschaft zu dem Asparagin 373,
welches spontan deamidisrK@pitel2.1.2. Als Folge der Deamidierungsreaktion ist die Affinitat
fur HBGAs deutlich gesenkhd betragt beispielsweise fir das Methylglykosad efeuncosenur
nochcirca 220 mMallagaay et al., 2®) Fir das klassische RHDV und RHDVb wurden ebenfalls
HBGAs als Bindungsfakten beobachtefLeuthold et al., 2015; Nystrom et al., 2011; Rademacher
et al., 2008Pabei solletd Typ Il Oligosaccharidaber keineom Typ | gebunden werdd. Typ

I und Il Saccharide unterscheiden sich daben mimer glykosidischen BinduAdpbildung7-1).

Die Bindungsstelleefindet siclvie fir cas humane Norovirus Gll.4 Sagder PZ2Domane, jedoch
weiter nach unten zu®mane verschobdAbbildung2-3B). Affinitdten der Zuckerbindung von
RHDV wurdennoch nicht beschriebeBowohl bei Gll.4 Saga als auch bei RHDb&findet sich

die Bindingsstelle der HBGAs an der Grenzflach@d®mé&nen, wodurch bei@eoteinean der
Bindung eines Zuckers beteiligt sind
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Neben den Blgruppenantigenen wurden auflerdem Gallenséuren als Ligandematen
Noroviren besatieben Wahrend Gallensauren fur Gll.4 Noroviren die Reproduktion signifikant
verbessern, sind sie fir andere Stamn@IwieGll.3 undGlI.17 essentie(Ettaydi et al., @16)

Flr dagmurine Norovirus (MNVL) und da®orcineEntericCalicivirug PEC)wurde ebenfalldie
Relevanzon GallensaurerebbachtefNelson et al., 2018; Shivanna et al.,.20tstaktionen von
RHDV und Gallensduren hingegen wurdeoch wenig untersucht. Ein Anstieg der
Gallensaurekonzentratibai der Infektion mit RHDVldeutet jedoch ebenfalls auf eine mdgliche
Rolleim Infektionszyklukin (Bonvehi et al., 2019)

Abbildung 2-3 HBGA-Bindung an die RDoméane vom humanen Norovirus Gll.4 Saga und RHDVb.

In (A) ist die Kristallstruktur deco-kristallisierten Gll.4 SagaDimers mit dem Blutgruppenantigen
B-Trisaccharid dargesteglRDB 4X06,(Singh et al.,, 20)5AuBerdem ist das deamidierende Asparagin
(s.Kapitel2.1.2 mit einem Pfeiharkiert In (B) ist die Kristallstruktur vom RHDVBEI®mer zusammen mit

dem HTrisaccharidyp Il abgebildePDB 4X1Z,(Leuthold et al., 2035Eine der beiden Bindungsstellen

der Glykane ist jeweils vergroBert gezeigt. Die Bindung der Zucker findet jeweils an der Grenzflache der
Dimere statt, wodurch beide Proteine des Dimers an der Bindung beteiligt sind.

2.1.4 Dynamik des Noroviruskapsids

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen zwei Konformationen, die das Kapsid von Viren der Familie
Caliciviridaginnehmerkann In dem komprimierten Zustand (engl. compressed state) sitzt die
P-Domane direkt auf derl¥®méane auf. Durch den flexiblen Linker kann doiane jedoch

auch circa 15 A von der durch die@nane gebildete Schale hervorst@Hansman et aR012)

und wird dann als expandierter Zustand oder schwebende (engl. fldadmgnE bezeichnet

(Smith and Smith, 201®abei wurden diese Zustande noch nicht gleichermalien fir alle Viren der
FamilieCaliciviridaefunden. Fur das Norwalk Virus wurde lediglich der komprimierte Zustand in
der Kristallstruktur beobachtéerasd et al., 999) Fiur die Kapside des murinen Norovirus
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(MNV-1) (Katpally et al., 2008Jes Rabbitiemorrhagi®isease Virus (RHD\(Katpally et al.,
2010)sowie eines humanen Noroviruses GlI.10 Vietnhafhiz22&man et al., 201R)rde mit Hilfe
von KryoElektronenmikroskopie (Kry&M) der expandierte Zustand aufgenomiesétzlich zu
den schwebenden@manen sind die-Bomanen relativ zu derPoméane vom Norwalk Virus
um 40° fur GII.10 Vietham026 und MMNVgedreh{Hansnan et al., 2012; Katpally et 2008)
Diese Rotation wurde fur die RHDMWJ®mane nicht beobachigtatpallyet al. 2010)

Die komprimierten und expandierten Konformationen sind am murinen Norovirus1{MitV

besten untersucht. Hier konnte durch die Bindung vom Rezeptor, der Gallensaure
Glycochenodeoxycholsaui@CDCA) oder von Calciumionen ein Wechsel vom expandierten
Zustand in den komprimierten Zustand beobachtet wékidgon et al., 2I8) Durch diesen
Konformationswechsel konnte eine Verhinderung der Antikorperbitfielsiggstelltwerden
(Creutznacher et al., 2022; Williams et al.,. 7024 Virus kann folglich durch den Wechsel der
Konformation einer Neutralisation duddnAntikérper entkommen.

Fiur die humanen Noroviren vom Stamm GII.4 wurden mit Hilfe vonEwd&apside in der
komprimierterfHu et al 2022Jund n derexpandierteKonformation(Devant and Hansman, 2021;
Jung et al., 2019eobachtet Abbildung 2-4). Des Weiterenkonnte durch dynamische
Lichtstreuungsmessungen (engl. dynamic light scattering, DLS) fur GMlgin@echsel vom
komprimierten in den expandierten Zustand durch die Komplexierung von Metallionen mit EDTA
beobachtet werdgilu et al., @22) Es ist folglich anzunehmen, dass auch die weit verbreiteten
humanen Noroviren vom Stamm GIlI.4 komplexe Kapsiddynamiken aufweisen.

komprimierter Zustand expandierter Zustand

Abbildung 2-4 Vergleich von komprimierten und expandierten VP1 Dimeren(A) zeigt den
komprimierten Zustand des GlIl.4 NOVP1 Dimers (PDB 7MRY(Hu et al.,2022), in welchen die
P-Doméane (griin) direkt auf delD8mane (blau) aufliegt. In (B) ist der expandierte Zustand vom Gll.4
Minerva VP1 DimefPDB 60UU,(Jwng et al., 2ID) dargestellt. Die-Boméne ist in diesem Zustand mehr

als 15 A von der-Bomane entfernt und um circa 40° gedreht. Die flexible Linkerregion ist in rot dargestellt.

Es wurden bereits mehrere Antikorper gefunden, welche an Regionen der hiiDoamémeP
bindendiein dem komprimierten Zustand maskiert wéBemith and Smith, 201®jiese Position

der immunodominanten Regionen des Proteins werfen bis heute Fragen auf. Eine Hypothese fiir die
biologische Relevanz der schwebendeonfanen ist die erhdhte Zuganglichi@itProteasen.

Die RDoménen konnten vom Kapsid getrennt werden daslImmunsystem mitsonst
unzuganglichen Struktlementerdablenkea. AuRerdem kbénnte eine der beiden Zustédnde besser

an die Wirtszelle binden und damit als infektionsaktive Form égmeitbrand Smith, 2019)
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2.1.5 Dimerisierung der Caliciviruskapsid P-Doméanen

Die P-Doméane von Viren der Fami@aliciviriddelde bereits ohne dieSomaneHomodmere

aus InteressanterweistdasDimerisierungsverhaltder RDoméanen vom Virdgp abhéngig. Fur
das murine Norovirus (MNY) wurden NMRspektroskopisch und chromatographisch
P-Domé&nen Monomere {HMonomere) beobachtet, welche bei Konzentrationserhbhung
dimerisiereffCreutznauer et al., Z2) AulRerdenkonnte eine Dimerisierung durch Bindung der
Gallensaure GDCA festgestellt werdgi€Creutzneher et al.2022) Fir das humane Norovirus
Gll.4 Saga und Gll.4 VA387 konnten bislang keine Monohigfe-spektroskopisctoder
chromatographischbeobachtet werdenDeren Konzentration liegt folglich unter der
NachweisgrenzgEreutznduer et al.2022; Ogrissek, 202BJir MNV-1 und GIlI.4 Saga konnten
Dissoziationsraten bestimmt werden, welche sich um den Fakimed<theidemie P-Dimere
von MNV-1 dissoziiean mehr aleinmalpro Sekundewahrend die ®imere von Gll.4Sagam
Durchschnittwenige Tagbenotigen(Creutznauwer et al.2022; Ogrissek, 2026)ir Gll.4 Saga
konnte eine Abhangigkeit der DissoziationsoatgpH-Werteundder Glykanbindung beobachtet
werde. Die Dissoziationsraist nach der 8kung des pHVertes von 7,9 auf 5jm circa den
Faktor vier reduzieurch dieZugabedes Methylglykosids der Fudssebenfalls eine Reduktion
der Dissoziationsrate um den Faktor vier zu beobd€gasek, 2020)

Auch massenspektrometrisch konnten funidie deamidierten (s. Kapi2el.2 P-Doméanen von

Gll.4 Saga und GIl.4 MIO0O1 keine Monomere beobachtet w@dder et al.,2021) Fir das
deamiderte ProteimvurderMonomere detektiert. Dabei betrug der monomere 32#4ilfur Gll.4
SagdDulilfer et al., @21) NMR-spektroskopisch wurden nach vollstandiger Deamidierung jedoch
keinezusatzlichersignale beobachtet, weltieé einer Dissoziation PrtMonomerezu erwarte
waren(Mallagaray et al.,12)

Die Dissoziation der-Bimeren deutet awdine weitere Ebene der Komplexitat \desslapsids
hin. Bei intakten Kapsidesind die FDoméanen uber einen flexiblen Linkeit der SDoméane

verbundemnd nichffrei beweglichn der expadierten Form des Kapsi@s KapiteR.1.4 kdénnten

die RDoméanenzumindest partietlissoziiererohne dass sich das ganze Kapsid offraeturch

wara sonstverborgendRkegionen deP-Domane zuganglich und kémmtnewichtige Rolle bei
derErkennung der Wirtszelle spielen.

2.1.6 Ansatzefur die Entwicklung potentieller Norovirus-Inhibitoren

Die fur den Lebenszyklus vadyoroviren essentielBindung von HBGAgHuang et al., 2003;
Marionneau et al., @®kannfir die Entwicklung voNorovirusinhibitorengenutzt werden. Dabei
ist ein Ansatz die Entwicklung eineslltivalenterEintrittinhibitors Dieser solan die HBGA
Bindungstaschbeinden Uber die Verkniuipfung mehrerer Einheiten der Verbindibeg einen
LinkersollMultivalenz erreichinddie AffinitatverbessemverdenRademacher et al., 2011)

UmdieBindung des Inhibitors an die HB@&4ndungstasche zu verbessétheine Mdglichkeit die
Erweiterung der schon bindenden Zuckerstruktur um eine weitere Verbindunguidafiibereits
430Verbindungen der Maybridge Library Robeine potentielle Bindung untersucht, wadbei
Verbindungenidentifiziert wurden, welche an die HB@Andungstasche binden sollen
(Raderacher et al., 2Q)

Fur GII.10 NorovirusP-Dimerekonnte in unvertffentlichten Kristallstrukturen die Binahimey
synthetisch hergestellten Verbindung an die HBGA Bindungsstelle beobachte{(Grantlen

11
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Hansman, Mila Leuthold, Pavel Kitov und Julie Guard, unveroffentlichte ErgeDresse
Verbindung JGII.79 besitzt eine Fucose mit eineFl@orzintsdaure unceinem Sulfamethazin
(Abbildung7-2). Dabei ist ein entscheidender Vorteil der Verbindung die vergleichsweise einfache
und modulare Synthe&ie UgiReaktiorerfolgt in einem Schritijobeiein Amin, eine Carbonyl
Gruppe, eine Carbonsaure und ein Isoainh Produkt reagierdlgi, 1959)Dabei sind die
einzelnen Edukt@ustauschbar, wodurch leicht verschiedene Produkte synthetisiert werden kénnen.

2.2 Kernspinresonanzspektroskopie mit Biomolekilen

Die KernspinresonanzspektroskopidMR-Spektroskopie) ermdglicht die Untersuchung von
Biomolekulen, wie Proteinen, untethezu physiologischen Bedingungea. Probe kann in
wassriger Umgebung bererschiedensten Pufferbedingungen gemessen wdbien.
NMR-Spektroskopie liefert vielaformationen fir Bindungsstudienim Idealfall kann die
Bindungsaffinitat, das Bindungsepitigs Proteirs und des Ligandenund die Bindungskinetik
untersucht werde(Barrett et al., 2013; Mayer and Meyer, 2001; Williamson,|ri2@i&3em
Abschnitt werdedie in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur Untersuchung von Proteinen und
deren Interaktion mit Liganddmeschrieben. Fir einen generellen Hintergrund der- NMR
Spektroskopiesind Textblichewiea Under st anding NMR Spe,20l0oscopyo
(Keeler, 2010&mpfohlen.

2.2.1 Isotopenmarkierung von Proteinen

Fir eine zweidimension&l®R-spektroskopische Untersuchung ist die EinbringamgC oder
15N\ notwendig, welcherie IH Atome eineKernspinquantenzalrbn %2 besitzenDiese stabile
Isotopenmarkierung kann wahrend der rekombinanten Proteinproduki@olierfolgenDafur
werden im MediurttC- bzw. 15N -angereichertéerbindungen angeboten, welche anschliéfdéend
Protein eingebaut werdém. Fall dert'sN-Markierung wird®™NH 4Cl verwendeuum eine uniforme
Markierung aller Stickstoffatome zu erziefefgrund von schneHleDipol-Dipol Relaxation
zwischerlen umgebeaten Protonenler angeregten Kermveerden die Signéile Proteine >25 kDa
unbrauchbafVenters et al., 1996)m diese schnelle Relaxation zu vermeidan dieAnzahl an
Protonerim Protein durckineProteinproduktion in ED gesenkiverder(Gardner and Kay, 1998)
Fur die Messungpn tH-15N Kopplungerder Amidgruppen im Proteinriickgsérd ein Austausch
deramidischeeuteronemegen ProtonaturchgefuhrtFur gréRere Proteine kagine Entund
Ruckfaltung des Proteins notwendig sein, urmiraren des Proteins verborgene Deuteronen
auszutausché€Mallageay et al.,@19)

Alternativ zuMarkierung deAmidgruppen, kénnen die Methylgruppen von Methionin, Isoleucin,
Leucin,Valin und Alanimmit 13C markiert werden. Dafir wird standardmaRidPdateinin D-O-
haltigem Medium miH,13C methylgruppenmarkient®&orlaufen der Aminoséaureproduziert.

Durch die Zugabe deinzelnenvorlaufer lann selektiv eine Aminosé&oee beispielsweise alle
Alaninemarkiert werden. Auf diese Weise kann eine erste Zuordnung der Resonanzen erfolgen.

Die Messungon 1H,15N Experimenten haine besseiéerteilung von Reportergruppen Uber das
Protein als Vorteifedochist die Ernt und Ruckfaltung fir grof3e Protehdifig problematisch.
Dieser Schritt ist fur die Methylgruppenmarkierung nicht notwlladigteilig ist jedocdass mit
den Methylgruppen nur ein kleinerer Teil des Proteins beobachteEiwirdorteil der
Untersuchung voklethylgruppen ist dasrbesserte Signal zu Rausch Verhéltnis
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Zweidimensionale NMBpektroskopische Untersuchungen von ProteinefHitl markierten

Amidgruppen oder3C markierten Methylgruppen kdnnen hit5N-TROSY¥HSQC und

1H,13C-HMQC-Experimentenuntersucht werderBeide Experimentermdglichen unter der
Verwendung des TROSYansverse relaxatioptimized spectroscop¥ffekts die Detektion
schmaler Signale auch fur grof3ere Prqteemeushin et al., 1997; Tugarinov et al.,.2003)

2.2.2 Untersuchungen von tiemischen Verschiebungsperturbationen

Die Larmofrequenz und somit auch die chemische Verschiebumeg Kernspindm
NMR-Spektrum ist von dehemischeldmgebung abhéngig. Dabei kann es zu Veranderungen der
chemischen Verschiebufemngl. chemical shift perturbation, Ci8Pymen. Dies€SPskénnen
beispielsweise durch eitmnformationsénderung odsurch dieBindung eines Ligandieuziert
werden Abhangig vo derAustauschrate und der Differenz darmorfrequenzewerden zwei

Falle unterschieden. the Austauschratideinerals die Frequenzdifferenz im Spektrurhasalelt

es sich um den langsamen Austausch und beide Zustindebeebdehtetlst der Austausch
schneller als die Frequenzdiffensind ein populationsgemitteltes Signal detefi€iegter, 2010)

Fir die Untersuchurder Bindungsaffinitdten von Ligand@mnenTitrationsreihen durchgefihrt
werdenFindet die Bindung im schnellen Austausch statt, so kdnnen konzentratigigsabisits
beobachtet werden, durch welche die Bindungsaffinitat ermittelt veend@Wikiamson, 2013)
Existierteine Zuordnung der Resonanzen zu Aledgruppenbzw. Methylgruppen kardas
Bindungsepitop am Protein bestimmt werden. Dabei sind die Aminosauren gnit3tker
Veréanderung haufig auch atédrksteram Bindungsprozess beteiligt. Es sei hervorgehoben, dass
dieser Zusammenhanight immer gilt unbereitkleine Veranderungen aromatischer Seitenketten
grof3e CSPs auslésen kénnen.

2.2.3 Sattigungs Transfer-Differenz NMR -Spektroskopie

Die Bindungvon Liganden an Proteir@nnauch Ubedie Beobachtunder NMRSignalales
Ligandenstudiert werden.Eine Mdglichkeit der Untersuchung bietet die SattiJuagsfer
Differenz NMR-Spektroskopie (STRMR-SpektroskopiejMayer and Meyer, 1998ei dieser
Technikwerden zwei eindimensiondteNMR-Spektren des Liganden aufgenomniden dem
Start der Exgrimentewird ein Sattigungspugpliziert Im Fall des ONResonanzexperimentes
wird der Sattigungspuls so gewahlt, dass er sdbktRrrotein, aber nicht den Liganden sattigt.
Klassischerweise werdetfiiolRegionen angeregt, welcheniedrigen negativen pfBareich sind.
Durch die Spindiffusion im Proteiimdnach kurzer Zeidlle Kerne inProtein geséattigin Fall des
OFFResonanzexperintes wird der Sattigungspuls weit von allen anderen Signiféznt
gewahlt, sodass weder das Protein noch der Ligand angeregwerares zur Bindung des
Liganden an das Protein, so WwitdDN-Resonanzexperimetie Magnetisierung durch den Raum
vom Protein auf den Liganden Ubertra@abei ist der Transfer grof3er, je dichter der &mrn
Protein ist.Wenn der Ligand anschlieBend vom Protein dissoi@ht die Magnetisierung
aufgrund deschnellefRotationund der damit verbundenen langsamen Relaxation tber eine l&angere
Zeit gespeichein dieser Zeit kdnnen tts neue Liganden binderd Magnetisierung aufnehmen
und es kommt zu ein@kkumulationMeyer and Peters, 2Q08)ird anschlieRerain klassisches
IH Experiment durchgefihrt, so wirdsdgemessene Sigital gebundene Liganden durch den
vorangegangenen @hatisierungstransfém ON-Resonanzspektrum geringeinals im OFF
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Resonanzspektrurieser Unterschied kann durch die Bildung von Differenzspektren sichtbar
gemacht werdeBer STDEffekt eines Signals kann durch die Bildung des Quotienten der Intensitat
im Differenzspektrum under Intensitat ilOFF~Resonanzspektrum berechnet wefhflyer and
Peters, 2003per STDEffekt kann verwendet werdem das Bindungsepitales Liganden im
gebundenen Zustand zu bestimmen, da dieser unter anderem von derauxbBranein abhangt
(Mayer and Meyer, 2001; Meyer and Peters, 28@8)er der Kern am Protein ist, desto groRer ist
der STDEffekt. Ebenfalls kann die Bindungsaffinitdt mit Hilfe voD-8IMR-Spektroskopie
bestimmt werden. Dafivird der STREffekt mit dem Ligandeniberschuss multipljzientden
STD-Amplifikationsfaktor zu erhalt@dleyer and Peters, 2Q03jeserenthalt Informationen tber

den Anteil von Proteinen, welche Liganden gebunden hab&rden die STD
Amplifikationsfaktoren bei verschiedenelganderKonzentrationen bestimmt, skdnnen
Bindungsaffinitaten tiber das Massenwirkungsgesetzt ermitteli{Meyeerand Peters, 2003)

STD-NMR-Experimente sindesonders fur die UntersuchwogBindungnkleiner Verbindungen
angroReProteine oder Proteinkomplegexignetda die Spinfiusion effektiver wird, je langsamer

die Rotation des Proteins.i&fimitiert wird diese Technik jedoch durchissoziationsrate des
Ligander(Meyer and Peters, 2003i zu starken Bindungen ist die durchschnittliche Verweildauer
des Liganderu langindeine Akkumulatiodes Signals wird verhindéutf der anderen Seite kann
kein ausreichender Magnetisierungstransfer bei zu schneller Dissttétiden.

2.3 Einzelmolekuil-Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von Protsinednebenso wie dieNMR-
Spektroskopién wassriger Losung bei Raumtemperatur durchfiibdasrPrinzip des Forster
Resonanzenergietransfers (FREDrster, 1948yird dabei haufig fur digntersuchung von
ProteindynamikeverwendetMit FRET ist es méglicGibynamiken im Bereiclon mindestens 12
GrolRenordnungeru untersuchegierner et al., 202Durch die Entwicklung von Einzelmolekul
FRET 6mFRET) kbénnen aulRerdem Messungen einzelner Proteine durchgefih(Deriziet
al., 1999)Anders als beispielswelsgi derNMR-Spektroskopie odetem small angle Xay
scatterindSAXS)werden dabei nicht gemittelte Sigabds Proteine gemessen, sondeparate
Signaleeinzelne Proteimolekile wodurch Unterschiede in Subpopulationen sichtbar gemacht
werden kénne(Deniz et al., 1999; Lerner et 81213

Im Folgenden wirdas Prinzigler Fluoreszenz umssmFRETbeschriebennd erlauteriyie die
smFRETMikroskopie dafir genutzt werden kamn,Dissoziationskinetiken von Proteindimeren
zu charakterisieren

2.3.1 Grundlagen derFluoreszenz

Elektronenbesitzen verschiedene energetische ZusiBaoeiwird zwischen Singulettzustidnden

und Triplettzustanden unterschiedeie zusatzlichSchwingungszustande besitzen. Elektronen
konnen durch Licht der passenden Wellenlange in héhere energetische Zustidnde angehoben werden
Die Relaxatioreuriick in den Zustand niedriger Enelgian dabei durch die Emission von
Photonen (Fluoreszenz oder Phosphoreszenz) oder strahlungslos (énfelgah Conversion,
Intersystem CrossingDiese Ubergange konnen in einem Jabibisiiamm veranschaulicht

werden Abbildung2-5).
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Abbildung 2-5 Jablonski Diagramm zur Darstellung energetischer Ubergéange von Elektronen.
Dargestellt sind die ersten drei Energiezustande dddt3usgands ¢SS, $), der erste Triptiezustand ()

und deren vibronische Zustande (diinne Linien). Elektronen kénnen durch Absorption (A) von Licht passender
Wellenldangen auf hohere Energienve angehoben werden. Durch anschlielRende schnelle
Schwingungsrelaxation (SR) wird der vibronische Grundzustand erreicht. Emibsteeines Photons

kann aus dem, Eustand ein vibronischer Zustand vere®eicht werden, dabei wird von Fluorestenz
gesprochen. Alternativ kann durch émernalConversion (IC) der elektronisch angeregte ZustaBdSy.

in einen hoch angeregten Schwingungszustand im niedigergieustand Uberfihrt werden. Dieser
Prozess ist strahlungslos. Eine weitere Mdglichkeit IstetagstenCrossing (ISC) duraiasvon dem §
Zustand in einen vibronischen Zustand degeWechselt wird. Dieser Zustand kann strahlungslos tber das
reversdntersystentrossing (rISC) oder duréimissioneines Photons, der Phosphoreszena/éPassen
werden.

Durch die Schwingungsrelaxation in den vibronischen Grundzustand dunct
Ldsungsmittelreganisationist das emittierte Ptom energiedarmer. Die Wellenlange ist folglich
langerund es wird von der Rotverschiebwuiey Emissioroder vom Stokesshift gesprochen
(Lakowicz, 2006)

Fluorophore besitzen haufig aromatische Systeme. Die Elektronen dieser Systeme benétigen weniger
Energie zur Anregung in einen héheren Zustand, wodurch bereits sichtbares Licht ausreichen kann.
Moderne Fluorophoreie die Alex&luorophore(Panchuk/oloshina et al., 1998¢ichnen sich

durch ihre hohe Quantenausbeute Rabei ist der Antedmitierter Photonen grof3 iWergleich

zu strahlungslosen Prozesgerfierdem sind diese Fluorophore besompiet®stabillPanchuk

Voloshira et al., 999)

2.3.2 Prinzip desForsterResonanznergietransfes

ForsterResonarenergietransfefFRET) wird seit den 1970er Jahren verwenaetstrukturelle
Heterogenitat in Proteinpopulationen zu beobafihterer et al.,@1) Bei diesem Energietsier

wird die Energie von einem erstamgeregtefrluorophor, Donor genannt, auf einameiten
Fluorophor, den Akzeptor, strahlungslos Ubertrgganldung2-6A). Dabei relaxiert der Donor

und der Akzeptowird angeregt. AnschlieRend kann der Akzejptmh Fluoreszenz relaxieren.
Dieser Transfer ist vater Quantenausbeuted Lebensdauer des angeregten Zustaadonors,

dem Uberlappungsintegral von Emission des DonomenAthsorption des Akzeptosowie von

der Orientierungind dem Abstandder Fluorophore zueinandaoh&ngiglLakowicz, 2006Bei
einemfesten Fluorophorenpaar und der Annahm&dentierungsfreiheit der Fluorophésnn

die Annahme getroffen werden, dass der Transfer lediglich vom Abstand der Fluorophore abhangt.
Diese Abhangigkeitwurde in der Vergangenheit vielr Messung von Abstanden und
Abstandséanderungeron Biomolekulerverwendet, weshalb FRET auch als spektroskopisches
Linealbekannt is¢Stryer and Haugland, 196¥gbei konnen Abstandsadnderungen im Bereich von
wenigen Nanometergemessen werdeDer Energietransfer auf den Akzeptor witger die
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Transfereffizienz charakterisiert. Die Transfereffizienz ist derafihtigin Akzeptor Ubertragenen
Energie zur gesambsorbierten Energigin Ansatzdie Transfereffizierz messererfolgt tGber
die getrenntBetektion von Donerund Akzeptorphotoneand der Verwendung véiormel2-1.

K©)

OWO

¢

Dabei istOdie Transfereffizienz uffd sowie’ O sinddiegemessenen IntensitaterDonor- bzw.
Akzeptokanal [ ist ein Korrekturfaktor, dedie unterschiedliche Quantenausbeute und die
Detektionseffizienz der Fluorophdrerausrechnet.

Der Abstandfur den FRET beobachtet werden k&amgt von dem gewahlten Fluorophorenpaar
abund wird Gber den Forsterrad(s) definiert. Der Forsterradius ist der Abstémiddem die
Transfereffizienkei 0,5 liegEUr alle weiteren Abstande kann Eoemel2-2 die Transfereffizienz
berechnet werden.
Y
Yoo

CL

Oist erneut die Transfereffizieivz,ist der Forsterradius des Fluorophorenpaars deddAbstand
der Fluorophore.

Dabei wird die Abstandsabhangigkeit van  deutlich. Fir die Bestimmung von
Abstandsanderungen konnen lediglich Abstédnde im Bereich zwischebi05 RRverwendet
werden, da sonst nur minimiadsv. kein@Jnterschiede in der Transfereffizienz beobachtet werden
kénnen Abbildung2-6B).

A B
R N
g %SR— FRET ——M g
1 R > —x SR ‘N 0.8
: : S bn
S——— Fos
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| =04
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_) _t §02
_ I =
1 v S 0
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Abbildung 2-6 Prinzip vom ForsterResonanzenergietransfer und die Abstandsabhéangigkelin (A) ist

ein Ausschnitt des JabdkirDiagramms vom Donor und Akzeptor dargestellt. Nach der Anregung des Donors
vom $ in den $ Zustand(blauer Pfeilund anschlieRender Schwingungsrelaxation (SR) kénnen mehrere
Relaxationswege erfolgen. Zwei Méglichkeiten waren die Fluoreszen®{gijlioder der strahlungsfreie
ForsterResonanzenergietrandgfigit einen raumlich benachbarten Fluorophor (graefei). AnschlieRend

kann der Akzeptor durch Fluoreszenzefrd®feil relaxieren. In (B) ist die Beziehwvgschender
Transfereffizienz und dem Abstand Bkrorophore § relativzum Forsteradius (R dargestellist der

Radius kleiner als der halbe Forsterradius, so ist die Transfereffizienz nahezu 1 und es findet fast ausschliefilich
FRET statt. Ist der Radius doppelt so groR3 wiéiridet fast kein Energietransfer statt. Ist der Abstand der
Fluorophore gleich dem Forsterradiusyesalen 50 % deom Donor absorbierten Energiaf den Akzeptor
Ubertragen.

Durch die Verwendung eines Konfokalmikrosk¢gs Kapitel 3.7.)3 und einer geringa
Probenkonzentration kdnnen Einzelrkolmessungen durchgefihrt werdahb{ldung 2-1A).
Das sehr kleineFokusvolumen( &fL) und die geringe Konzentration ermdglichen eine
durchschnittliche Anzatbn weniger als ein Protein im Beobachtungsvol@taistisch werden
dadurchfast niemehrere Proteine gleichzeitig angeregt und die Beobachtung diaielrsar ist
maglich.
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Abbildung 2-7 Schematische Darstellung dekaserfokusfiir smFRET und der gepusten Anregung.

In (A) sind fluorophormarkierte Proteine dargestei#,frei im Probenvolumen tber dem Deckglas
diffundieren. Exemplaristiefindet sictein Protein im Laserfokuaddesseffrluorophore werden angeregt.

In (B) ist das gepulste Anregungspabfijebildet. Wahrend der Anregungslaser des Donors durchgehend aktiv
ist, wird der Anregungslaser fir den Akzeptor gepulst, hier exemplarisch mit einer Frequenz. \as2 MHz
Zeitfenstermit dem Akzeptoranregungslaser wird als Akzeptoranregung und das Zeitferestdiredtie
Anregung des Akzeptors als Donoranregurejdimet.
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Fur Proteine, bei denen d@onor-Akzeptor Abstand zu grdi den Energietransfest, wird eine
Transfereffizienz von 0 beobachtet. §ligiche Transfereffizienz wiirde jedoch auch ein Protein
liefern, welches nur den Donor tr&gjn diese Falle zu untersclen kdnnen gepulste Messungen
durchgefuhrt werdenABbildung 2-7B). Die eigentliche Anregung fir FRET wird dabei als
Donoranregung bezeichnet. In diesem Zeitfenster wird ein Laser veemigtden Donor

anregt. Dieser kann anschlieRend die Energie auf den Akzeptor mit Hilfe von FRET Ubertragen. In
dieser Zeit kénnen die Photonen von Akzeptor und Donor getrennt detektiert und ausgewertet
werden, um zu Uberprufen, ob FRET vorliegt. Mit Ereguenz von einigen MHz wird aul3erdem

ein Laser dazugeschalteer den Akzeptor direkt anregt. Dieses Zeitfenster wird als
Akzeptoranregung bezeichnet. Uber die direkte Anregung des Akzeptors kann geprift werden, ob
ein Proteinden Akzeptor tragt. IPAbbildung2-8A tragt das Protein aus dem Ereignits der
Bezeichnung* Dbeispielsweiséein Akzeptorfluorophor, da keine Photonen wéahrend der
Akzeptoranregung detektiert werden kdnnen.

Aus jedemgemessenen Ereighkisnnmit Hilfe von FormePR-1 die Transfereffizienzerechnet
werden Diese Transfereffizienzen kdnnen anschlie3end in einem Histogramm veranschaulicht
werden Abbildung2-8B,C). Dabei kdnnen zwei Analysemethoden unterschieden Weeddan

alle Ereignisse uber einem Schwellermvedr Summe von Donound Akzeptorkanal wahrend
der Donoranregunglefiniert, so werdealle Proteinedie mindestenseinen Donor tragen
ausgewerteProteine ohne Akzeptor zeiggne Transfereffizienz von 0 und erklaren die groR3e
Population im Histogram (Abbildung 2-8B). Wird zusétzlich eine Akzeptorschwiltedie
Auswahl von Ereignissen verwendet, so werden nur Daten ausgewlerteh ein Mindestsignal
wahrend der Akzeptoranregung detektiert wiDatburch werden nur Proteine ausgewertet, welche
Akzeptor und Donorfluorophore tragennd die Population mit niedriger Transfereffizienz
verschwindetibbildung2-8C).

17



Einleitung

80
@ o -
A L0 § g 00]B
g 2
- BEE B30
o o ‘D
'ZO§ £ D00 "
A,.«f/ww¥ —é ;\J 0o 02 0 D0 08 10
30 L0 By = Transfereffizienz

Zo0{  * s00] C

ionissc
3

; 300

100

60 80 100 120 00 02 04 06 08 1,0
Zeitin s Transfereffizienz

Photonen pro ms
Donoranregung
< | .\_Ol |
-
4
Ereig

Abbildung 2-8 Sortierung der FRET-Messergebnisse(A) zeigtexemplarisch einen Zeitausschnitt der
gemessenen Photorgno Millisekunde wahrend der Akzeptoranregung (abdrponoranregung (unten).
Dabei sind diegemessenen Photonen des Donors (grin) und des Akzeptors (rot) daBjestellt
hervorgehobenen Ereignigeégereinmal ein Protein mit FRET (#) und einmal ein Protein ohne Akzeptor
(*). In (B) und (C) sindschematisch Histogramme der Transfereffizienz abgebild®) werden alle
Ereignissederen Summensignal eine bestimmte Schwelle Ubersabfgtagen, wahrend in (C) eine
zusatzliché\kzeptorschwellgerwendet wird. Durch die Schwelle weldesignisse an Proteinen ohne
Akzeptor nicht gezéahlt undedPopulation bei niedriger Transfereffizienz (< G Histogrammicht

mehr vorhandemie hervorgehobenen Signale aus (A) sind in den Histogrammen bearisfereffizienz
aufgetragen.

2.3.3 Fluorophormarkierung von Proteinen

Proteine kdnnen uber vergene Wege n@tnemFluorophor markiert werdeim Allgemeinen
sollten die Fluorophore klein, healhd stabil sejnohne dabei die Proteineigenschaften zu
beeinflussemi&ufig missen dahedochKompromisse eingegangen we(d@aseland, 201Eine
Mdglichkeit ist die Bildung von Fusionsproteinenflooteszierenden Proteinen, wie das grin
fluoreszierend@rotein (GFP)Dabei lannbesonders diéroRedes FluorophorBrobleme bereiten
(Wolf et al., 2021 Alternativ kbnnen kleinere Fluorophkowalent mit dem gereinigten Protein
verbunden werdeDabei konnen beispielsweiséeNninale Amine od€@ysteine markiert werden.
Sollterfiir die Cysteinmarkierukgine Cystaseitenketten im Protein feriganglich seikdénnen
durch die Einfuhrung einer Punktmutation gezielte Positionen im Protein markiert werden
(Toseland, 2013 luorophore kdnnen an freie Thiolgruppen der Cysteindalemie kovalent
gebunderwerden. Vorteile dieses Verfahrens istSgiezifitatfir Thiolgruppen, die schnelle
Reaktion von 10 min bis 2ihd de fur Proteindaufig tolerierbargyH- und Temperaturbereiche
wahrend der Markierufigoseland, 2013)

2.3.4 Untersuchung von Dissoziationsratervon Proteindimeren

In vergangenen Studien des humanen Norovirus wurden bereits Dissoziationsuntersuthungen
Hilfe von Kationenaustauschchromatograghirchgefiihr{Creutznacher et al., 2022; Ogrissek,
220) Dabeiwar dieEinbringungeiner zusatzlichen Ladung in das Protein notwevatigrch die
Eigenschaften des Proteins verandert sein koEntesiternativer Ansatz ist die Verwendung von
FRET zur Charakterisierung von Dissoziationsvateroteindimeren.
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Abbildung 2-9 Schematische Darstellung delJntersuchung der Dissoziationskinetik von Dimeren

mit FRET. Exemplarisch sind die humanen GlI.4 Sapaferegezeig{PDB 4X06)Oben beginnend sind
zwei Dimere dargesteltiwelcha jededroteinmit dem Donor (griin) oder dem Akzeptor (rot) markiert sind
(Homodimere) Nach anschlieRender Monomerisierung der Dimere liege-Menomere vor,die
anschlieBend zufaldgnerisierenDurch die zuféllige Dimerisierung werden auch étiéteere gebildedje

aus einendonormarkierten Monomer und einekaeptormarkiertem Monomer bestehen. Diese Population
von Dimerenkann durch FRET sichtbar gemacht werden

Fur diese Untersuchung von Homodimeren wird das Pio@irei Ansatzauieteilt. In einem

Ansatz wird das Protein mit dem Donor und im Zweiten mit dem Akzeptor markiert. Anschlie3end
werden die beiden Ansatze gemischt. Durch die Monomerisierung und anschlieRende zufallige
Bildung von Dimeren kommt es zu einem Anstieg derdRiopuin DimeremlieeinenDonor und

eiren Akzeptor tragenAbbildung2-9). Aufgrund der raumlichen Néhe der Fluorophore kommt es

zum Energietransfeder fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden kann. Bei der Anwendung
keiner Akzeptorschwelle konnen neben den FRET Ereigaisce Ereignisse von Dimeren
beobachtet werdedienur den Donotluorophor (Donotwonly) tragenAbbildung?-8B). Aus den

Anteilen der Doneonly und der FRET Ereignisse kann auf den Fortschriigwrbildung

welche Donor und Akzeptor tragen, geschlossen werden. Liegt wie im Fall der humanen Noroviren
das Gleichgewicht der Verteilung weit auf der Seite der [Benardie Annahme getroffen werden,

dass der zeitlimitierende Schritt dieses Prozesses die Dissoziation in Monomere ist. Folglich
entspricht die detektierte Anstiegsrate der FRipllation der Dissoziationsraje k
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2.4 Ziel der Arbeit

Fur die Entwicklungyon Medikamenten gegen Norovirusinfektiongilssen die molekularen
Prozesse der VirWirt Interaktion genauer untersucht weréemn die humanen Noroviresind
bis heute keine Proteinrezeptoren bekannt. Die InteraktiomdishitBlutgruppenantigenen
(komplexeGlykang, die an der Zelloberflach#ger Wirtszelle exponiesind, gilt als essentieller
Schrittder VirusinfektionEineVerringerung der Affinitat fldlutgruppenantigeneurdenach der
spontanen und irreversibleaamidierung eés Asparagins beobachién. weiterer Faktor flr die
Glykaninteraktionst das Dimerisierungsverhaltier RDoméne des Hauptkapsidproteibge
P-Doméanendes humanen Norovirdsteragieren als Dimer mit den Glykanen. Hiaetielle)
Dissoziation wirdelie Beweglichkeiler Doménen erhdhen und die Affinitat fur Glykane
modulierenHilfreich fur das Verstandnis der humanen Noroviren si@seng verwandte Viren,
wie dafkabbit Haemorrhagic Disease V{RIIDV), zu untersuchen.

Eslassen sich folgende Fragestellungen fiir diese Dissertation formulieren:

- Warum deamidierdas AsparagilN373 deshumanen Norovirus Stamm@ll.4 Saga
P-Dimers dreimal schneller al@siN373 inGll.4 VA387P-Dimerer? Was ist der Grund
fur die ungewohnlich schnelle und spezifische DeamidiesiNg73

- Welche Verbindungen eignen sich fir die Entwicklung von Norovirus Eintrittsinhibitoren?
Koénnen Verbindungen gefunden werd@amit hoherAffinitat andieBlutgruppenantigen
Bindungstasche binden?

- WelcheZuckerwerdenvon der neueRHDV Variante (RHDVb) gebunden und wie ist
deren Affinitd#2 Kann die Bindungsaffinitat durgbRereEinflisse moduliert werden?
Werden auch Metallionen oder Gallensauren geffunden

- Koénnen Unterschiededer Dissoziation der -Bomanen durchVeranderungen der
Umgebung beobachtet werden?

Die Deamidierungskinetites Aparagins N378er RDimere de humanen NoroviruSgémme
Gll.4 Saga und GIl.4 VA387 konnten in Vorarbeiten mit Hilfe lamenaustauseh
Chromatographie ermittelt werden. In meiner Arvtigit diese Technikusammen mit gezielter
Mutageneseverwendet, umden Einfluss der raumlich umgebenden Aminosdawéndie
Deamidierung zu untersuchen.

Fur die Identifizierung von Bindungstaschen und Bindungsaffinitéaten ist die Kernspinresonanz
(NMR)-Spektroskopie geeignet. So kann die Bindung von potentiellen Inhibitoren an die Gll.4 Saga
P-Doméane genauer charakterisiert wer@ga. NMR-Spektroskopieermdglicht ebenfalls die
Identifikation neuer Liganden flie RHDVb PDomé&neDafir ist im ersten Schritt die Etablierung

eines Protokoll§ir die Produktion und Reinigung der isotopenmarkierten RHEDfane
notwendig.

Die Untersuchung deDissoziationvon GIll.4 Saga und RHDVb -Bimeren ist durch

EinzelmolekudForsterResonanzenergietransfer (smFREPerimente moglich. Dabdiann der
Einfluss voraul3ere Faktoren wie die Zuckeranwesenb@ér der pHWert aufdie Dissoziation
untersucht werdefir diese Technikt die Markierung des Proteins mit Fluorophonehdamit
die Einbringung von exponierten Cysteinen mit Hilfe von Mutagenese notwendig
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3 Material und Methoden

3.1 ExpressionsvektofMolekularbiologische Techniken

3.1.1 Gene und Expressionsvektor

Als Expressionsvektaurde das pMAIc2X Plasmi@Walker et al., 20 M@rwendet. Diesesithielt

ein Fusionsprotein der jeweiligedméane(Tabelle3.1) mit dem Maltodgindeprotein (MBP).
Zwischen diesen Proteinen liegt €ioppelter HisTag sowie eine HRV 3C Spaltstelle
(LEVLFQGP) AuRerdem enthélt das Plasmid noch GerarfarAmpicillirResistenz sowsnen
durchlsopropylAD-thiogalactopyranos{tP TG) induzierbaretacPromotor

Tabelle 3.1Sequenz der verwendeten-Bomanensowie deren GréRe undxtinktionskoeffizient. Die
GenBanKBenson et al., 201Bs stammen von www.ncbi.nlm.nih.govT &minal wurdedie Aminosauren
GPGS bzw. GB zugefugt, um eine enzymatische Spaltung wéhrend der Reinigung zu errdglichen.

molekulare Masse uddr molare Extinktionskoeffizient bei 280 nWasser wurdaithilfe von ProtParam
(www.web.expasy.org/protpararf@Duvaud et al., 202hgrechnet.

Stamm GenBank ID Aminosauren Molekulargewich Extinktionskosdfizient
bezeichnung in kDa bei 280 nnin Micnt
Gll.4 Saga 200 AB447457 225530 (GPGS) 34,1 35410
Gll.4 VA387  AY038600 225529 (GPGS) 34,0 36900
RHDV N11 JX133161 230-569(GPG) 35,2 53400

3.1.2 Transformation in chemisch kompetente Zellen

Die Transformation dd?Plasmide in diBakterienstammie. colBL21 (DE3)(Jeong et al., 2009)

bzw. DH% erfolgte durch chemische Kompetenafild wurden didJbernachtkulturen der
jeweiligen Stamme in {NBdium Tabelle3.4) ohne Ampicillin bei 37 °RerangezogeMit 1 mL

dieser Kulturen wurdeanschlieend 100 mL MRedium ohne Ampicillin inokuliert und bis zu
einer optischen Dichte bei 600 nm ¢jDvon 0,4bei 37°C inkubiertAnschliel3end wurde die
Kultur fir 10 min aukis inkubiert und das Medium durch Zentrifugation gegereziskKilll

Puffer Tabelle3.2) ausgetauscht. Nach weiteren 20 min Inkubation auf Eis wurde der Puffer erneut
durchZentrifugatiorgeger2 mL eiskalteCM2 Puffer Tabelle8.2) getauscht. AbschlieRend wurden
100pL Aliquote der nun chemisch kompetenten BaktegienO °C eingefroren.

Tabelle 3.2 Zusammensetzung der verwendeten Puffer zuErstellung chemisch kompetenter
Bakterien

CM1 Puffer
NatriumacetafpH 5,6) 10 mM
MnCb 50 mM
NacCl 5mM
CM2 Puffer
Natriumacetat (pH 5,6) 10 mM
MnCb 5mM
CaC4 70 mM
Glycerin 5 %(viv)

Durch die Zugabe von 15 g Agar zu 1 LM&lium Tabelle34) und das anschlieRende
Autoklavieren konnten LBgaplatten gegossen werden. Im Fall voigBrplatten mit Ampicillin
wurde vor dem Giel3en der Platten, aber nach dem Ab#ékldtediums, das Ampicillin in einer
finalen Konzentration von 100 pg/mL zugegeben
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Die Transformatioerfolgte entweder mit 100 ng Plasmid DNA oder nach einer PCR mit 1 pL PCR
Produkt. Zu dieser DNA wurderl00 pL frisch aufgetautehemisch kompetente Bakterien
zugegebeund fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer Inkubation von 1 min t&iv2de 1 mL
LB-Mediumohne Ampicillireugegelreund bei 37 °@ir 1 h inkubiert. Auje eine LB-Agarplatte

mit Ampicillin wurden anschlie3end 100 pL bzwuR5@r Kulturverteilt und bei 37C Giber Nacht
inkubiert.

3.1.3 Erstellung von Kryostocks

Zur Langzeitlgerung von transformierten Bakterienstammen wurden Kryostocks angesetzt. Dazu
wurden 3nL LB-Mediummit Kolonien auf LBAgarplatten inokuliert und bei 37 inkubiert bis

eine ORQoovon 1,5 erreicht wurd@nschlieRend wurde mit einer finddemzentratiorvon 15%

(v/v) steriles Glycerin zugegeben diedKryostocks bei70°C eingefroren.

Alle verwendeten Baktersg@imme wurden aufie Aufnahme des korrekten Plasmides durch
Sequenzierung kontrollidbtie Plasmidisolierung erfolgterch das NucleoSpin Plasmid (NoLid)
kit (MachereyNagel)Die Sequenzierung erfolgte dur@C Genomics, wobei die PrimealEund
pTrcHis réurofins) verwendet wurden.

3.1.4 OrtsspezifischeMutagenesedurch Polymerasekettenreaktion
Punkmutationenwurden durch einertsspezifische Mutagenesiegefuhrt. Dafiir wurde das
WildtypPlasmidaus DH% isoliert(s. Kapitel3.1.3, um methylierte PlasmiRNA zu erhalten.
50ng des Plasmids wurden @®bng des fankieenden Primerpaaf$abelle3.3), 5 uL 10 Pfu
Reaktionspuffer (Promegd) pL 10 mM dNTP MischungNew England Biolabs), 1 pL Pfu
Polymerase (Promega)setzt und auf ein finales Volumen von 50 pL mit steri@raudigefillt.

Die Polymerasekettenreakt{@®CR)wurde mit 3 min bei 98C gestartet. Die Denaturierungj
95°C flr 40 sdiePrimerhybridisierung b&8°C fir 30 s und die Elongation B&C fiir 18 min
wurden 18nalwiederholt. AbschlieBend wufdeweitere 9 min bei 72 elongiert

Die methylierteind nicht mutiert®NA wurde anschlielRend durdie Zugabe von 1 pL 10 U/uL
Dpnl (Promegaliir 1 h bei 37C abgebaut. Anschlieend wurde das PCR PiodiiktolBL21
(DE3) transformiert und sequenzierk@pitel3.1.3.

Tabelle 3.3 Verwendete Primer zur Erstellung von Punktmutationen

Punktmutation Sequenz (56 zu 3606)

RHDVb S386C for CAACAGGTGCACCGTGCAATCC
rev GGATTGCACGGTGCACCTGTTG

Gll.4 Saga N3731  for CAGTTTAGCACCGATACCGAAGACGATTTTGAAACCCATCAC
rev CTGATGGGTTTCAAAATCCTGTTCGGTATCGGTGCTAAACTC

Die Cystai-Punktmutanten der Gll.4 Sag#@iPere wurden von Dr. Alvaro Mallagaway die
Punktmutanten H297R und N372E sowie dessen doppelten Punktmutante wurden von Dr. Robert
Creutznacher tbernommen.
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3.2  Proteinproduktion

3.2.1 Unmarkierte Proteinproduktion
Fur die Proteinbiosynthese darht isotopenmarkierterBomanen wurden 40 mL HBedium
(Tabelle.4) mit demtransformiertek. colBL21 (DE3) Stamm inokuliert und tiber Nacht b&C37
inkubiert. AnschlieRend wurdedie Bakterien fir eine @f@von 0,05in dem finalen Volumen
abzentrifugiert und in der finalen Mem@Medium(Tabelle3.4) resuspendiert. Die Hauptkultur
wurde bei 37C inkubiert bis eine Oy zwischen B,- 16 erreicht wurde und anschlieRéed
16°C mit einer finalen Konzentration von 1 misbpropylAD-thiogalactopyranosiiPTG)
induziertDie Ernte erfolgtéeiErreichen der stationaren Phase, nach3@rSaunderheil000Qy
fur 5 min bei 4 °CDie Bakterienpellets wurden bis zur weiteren VerwendwT@ teigelagert.

Material und Methoden

Tabelle 3.4 Zusammensetzung des LBMediums und des TB-Mediums mit Zuséatzen

LB-Medium
Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5¢g/L
NaCl 5¢g/L
Ampicillin 100 mg/L

TB-Mediummit Zusitzen
Trypton 12 g/L
Hefeextrakt 24 g/L
Glycerin 54 g/L
NaCl 0,55 g/L
KH2PO, 3,3g/L
NaHPOsx 12 HO 16,63 g/L
NH4CI 1lg/L
MgCkh 1mM
CaCl 0,1 mM
Glukose 0,2 %(w/v)
Vitamin B1 10 mg/L
Casaminosauren 100 mg/L
Ampicillin 100 mg/L

3.2.2 ?H,"™N-Isotopenmarkierte Proteire
Fur die Messung void-1SN-TROSYHSQGCEXxperimentr ist eine?H,15N-Isotopenmarkierung
wahrend der Proteinproduktion notwendRafir wurden 40 mL LBledium mit dem
transformierterkE. coliBL21 (DE3) Stamm inokuliert und tUber Nacht be&iC3ihkubiert. Am
Morgen wurde das M@edium fir 2H,15N-IsotopenmarkierungTabelle 35) angesetzt und
sterilfiltriert.Bakterien fiur eine Gy von 0,1 in 40 miwurden zentrifugiert und #0 mL M9
Medium fir2H,N-Isotopenmarkierung resuspendiert und béC3ikubiert. NachErreichen
einer ODovon 0,5 wurde die Kultur abzentrifugiert und imdimalen Volumen von 1 L Kultur
resuspendiert und bei 37 inkubiertAb einer ORyvon 06 bis 0,8 wurde die Kultur bei 15
inkubiert und mit mM IPTG flr die PDoméane Gll.4 Saga und VA387 bzw. 0,1 mM IPTG fir die
RHDVb P-Doméaneinduziert Dabei wurde alle 24190 mg/L Ampicillin in DO nachgelegt und

der pH-Wert mit8 M NaOD auf 7,3 angepad$éachdem Eintritt in dietationare Phassfolgte

die Ernte bei 1000§fur 5 min bei 4C. Bis zur Verwendung der Bakterienpellets wurden diese

bei-70°C eingefroren.
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Material und Methoden

Tabelle 35 Zusammensetzung des

MMediums fur die

2H, 1N -isotopenmarkierte

Proteinproduktion. Der pHWert wurde mit 8 NaOD auf pH 7,3 eingestellt und das Medium sterilfiltriert

M9-Medium fiirH 15N -Isotopenmarkierun

pH* 7,3

MgSQ

CaC}

Vitamin B1

MgCb

NaHPO4
KH2PO,

NaCl
D-Glucosed; (Deutero)
15\ H 4CI (Deutero)
Riboflavin
D-Biotin
Cholinchlorid
Folsaure
Nicotinamid

D-Pantothensaure2z Ca

Pyridoxal x HCI
Cobalamin
Ampicillin

D»0 (Deutero)

3.2.3 C-Methylgruppen-isotopemmarkierte Proteire
Die Proteinproduktion mit selektivC-Methylgruppetisotopenmarkierung erfolgte analog zur
Produktion von2H,15N-isotopenmarkiertem ProteiiKapitel 3.2.3. Fir die Produktiorder
methylgruppenmarkierten@®manen wurddein isotopenangereichertes /8Hverwendetind
dasfinale Kulturvolumemetrugl50 mL AuRerdem wurdel5min vor der Induktion mit 1 mM
IPTG die VorlauferTabelle3.6) zur selektiven Methylgruppksmtopenmarkierung it mL
M9-Medium zu der Kultur zugegebBie selektiveMarkierung voifitH,13C] WrosMethylgruppen
erfolgte durch die Unterdriickung der Leucinmarkierung durch Zuga&@mgfi. L-Leucindio

(Cambridge Isotope Laboratories)

4 mM
0,1 mM
20 pg/mL
1 mM
5,2 g/lL
1,8 g/L
1lg/L
3g/lL
3g/lL

0,1 mg/L
1 mg/L

1 mg/L

1 mg/L

1 mg/L

1 mg/L

1 mg/L

1 mg/L
100 mg/L

Tabelle 3.6 VerwendeteVorlaufer zur fH, 1] Methylgruppenmarkierung von Proteinen.

Vorlaufer Konzentration Markierte Methylgruppe
2-13C-Methyt4-ds-Acetobcetat ProS \/ProS

(synthetisiert von Dr. Mallagar 195 mg/L LPros VPres(L,V)
2-Oxobutansduré-11C-3, 3d, 72 ma/L.

(synthetisiert von Dr. Mallagar 9

L-Alanin3C-d, (CIP) 0,6 g/L A

Succinat, (CIP) 3,75 g/L

L-Methionir(Methyi13C) 130 mg/L M

(Sigma Aldrich)
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3.3 Proteinreinigung
Tabelle 3.7 Zusammensetzung deiPuffer fir die Proteinreinigung.

Lysepuffer
Natriumphosphat 20 mM
NaCl 100 mM
Lysozym aus Huhnereiwéilerck) 10 mg/L
Benzoase (Novagen) 160 U/L
LeupeptinSigma) 0,48 mg/L
Aprotinin (Roth) 0,48 mg/L
pH 7,3

ImidazoiBindepuffer
Natriumphosphat 20 mM
NaCl 100 mM
Imidazol 20 mM
pH 7,3

ImidazolElutionspuffer
Natriumphosphat 20 mM
NaCl 100 mM
Imidazol 500 mM
pH 7,3

SEGPuffer
Natriumphosphat 20 mM
NaCl 100 mM
pH 7,3

3.3.1 Zelllyse

Das Bakterienpellet wurdafgetaut undhit 30 mLLysepuffe(Tabelle3.7) je 3g bis 4 gPellet
resuspendiert und anschlieemdrrench Press Cell Disrupter (Thermo) bei pd0RsiertDas
Lysat wurde anschlieRend bei 1300@ 4°C fiir 60 min zentrifugieund der Uberstand fiir die
nachfolgende Reinigungrwendet.

3.3.2 Chromatographische Reinigung

Die chromatographische Reinigung des Proteins erfolgte an einem AKTA purgGEystem
Healthcare) bei 2C. Dabei wurde der Uberstand des Bakterienlysats {iber die Systemipumpe
5mL/min und einem Luftsensor auafvei in Reihe angeschlosseéhiemL NiNTA Saulen
(GE Healthcare) aufgetragaimd mit 7 Saulenvolumen Imidaz®indepuffer gewaschen.
AnschlieBend erfolgte ein weiterer Waschschritt 1itSaulenvolumed0 % Imidazel
Elutionspuffe(Tabelle3.7). Das gebundene Protein wundiéweiteren 10 Saulenvolumen 100 %
ImidazolElutionspuffer eluiert und B6-Well Platten fraktioniert.

Die eluierte Proteinfraktion wurde @0 pL 0,4 mg/mL HRV 3C Proteaseroduziert und

gereinigt von DiCreutznachegnd 5 miVb-Mercaptoethanekrsetztind unter Verwendung eines
10 kDaDialyseschlauchéghermo Scientifigdegen 2 L Imidaz&indepufferiber Nacht bei 4C
dialysiert.
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Die dialysierteFraktion wurde anschlielend erneut idleiSystempumpe adlie zwei 5 mL

Ni-NTA Saulen aufgetragemd mit 5 Saulenvolumen Imidazol Bindepuffer gewadoren.
gespaltene-Bomane bindeticht an & S&ule und konnte gesammelt werden, watesnbiBP

und die HRV 3C Protease aa$kule binden.

Als letzter Reinigungsschritt folgte @Renausschiidsomatographig¢engl Size exclusion
chromatograph SEQ. Dafur wurde die Durchflussfraktimit Hilfe von 10 kD&entrifugenfiltern
(Merck) auf ein Volumen von 8k konzentriertDas Konzentrat wurde anschliel3end tber eine
7mL Probenschleife agfine HiLoad 16/600 Superdex 200 pg Seileciner Flussrate von
1,3mL/min mit SEGPuffer Tabelle3.7) aufgetragen.

3.3.3 Denaturierende Gelelektrophorese

Der Erfolg der Reinigungsschritte wurde mit Hilfe dereaturierenden Natriumdodecylsudiagl;
sodiumdodecybulfate SDS)Gelelektrophorese nachgewieBafilir wurden Proben der einzelnen
Reirigungsschritte mit gleichen Anteilreduzierendem Probenpuffer gemischt und fir 10 min
bei 90°C denaturierDiese Proben wurdawuf einl2 % Acrylamidgel mit 15 Taschen ({Rimtean
TGX, Bio-Rad) aufgetrageie Elektrophorese wurde bei 18@iVElektrodenpuffefMabelle3.8)
durchgefihrt. Das Gel wurde anschlie3end roin@ssidrillantBlau(Bio-Rad) gefarbt.

Tabelle 3.8 Zusammensetzung dePuffer fur die SDSGelelektrophorese.

2xreduzierender Probenpuffer

SDS 3 % (wW/v)
Glycerol 12 % (v/v)
TRIS/HCI pH 6.8 180 mM
2-Mercaptoethanol 4 % (vIv)
Bromphenolblau 1 mg/mL
Harnstoff 300 mg/mL
Elektrodenpuffer
TRIS 6 g/L
Glycerin 28,8 g/L

3.3.4 Ent- und Ruckfaltung der?H ,*N -isotopenmarkiertenGll.4 SagaP-Doméane
DamitAmide, die imlnneren des Proteins in Sekundarstrukturelemiegienim H,15N-TROSY
HSQGSpektrum detektiert werdekonnen ist eine Ent und Ruckfaltung degH,!N
isotopenmarkierten Proteinst-haltigen Puffern notwendiBafir wurde 7 mg/mL des zu
entfaltende Proteirs in SECPuffer(Tabelle3.7) zu der 3§achen Menge EntfaltungspuffEabelle
3.9) und bei £C inkubiert. NacH h wurdedieselbe Menge Rickfaltungspuffer dazogegedn
einen 1214 kDa Dialyseschlaugéfillt. Der Schlauch wurde aufgrund der Volumenzunahme durch
Osmosemit dem doppelten Volumen gewaHerst wurdefir je 8 h bis 12 hgegenden
Dialysepuffer 1, dann gegen den Dialysepuffer 2 und anschliefianiir324 h gegen den
Dialysepuffer 3 dialysiert. AbschlieBend wurde das Proteierneut Uber die
GrolRenausschlusschromatographie ger@rigipitel3.3.2.
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Tabelle 3.9 Zusammensetzung deiPuffer fir die Ent- und Ruckfaltung de Gll.4 Saga PDomane.

Entfaltungspuffer
Guanidirnydrochlorid 4 M
TRIS 0,5M
NaCl 0,3M
2-Mercaptoethanol 10 mM
pH 73

Ruckfaltungspuffer
Guanidinhydrochlorid 3M
TRIS 0,5M
L-Prolin 1M
D-Saccharose 0,4M
2-Mercaptoethanol 10 mM
pH 7,3

Dialysepuffer 1
TRIS 05M
L-Prolin 0,5M
D-Saccharose 02M
2-Mercaptoethanol 10 mM
pH 7,3

Dialysepuffer 2
TRIS 0,25 M
L-Prolin 0,25 M
D-Saccharose 0,1 M
2-Mercaptoethanol 5mM
pH 7,3

Dialysepuffer 3
TRIS 005 M
NacCl 045M
2-Mercaptoethanol 5mM
pH 7,3

3.3.5 Fluorophormarkierung mit Maleimid

Zu 0,5 mg des zu markieremd&oteins mit einer Konzentration von 6 mg/mL bis 9 mg/mL in
SEGPuffer wurdeTris(2carboxyethyl)phosphi{TCEP)mit zehnfachem Uberschussrglichen
mit der ProteinkonzentratiarugegebenGekoppelt wurde das Protein mit Al&uor 4388 €
Maleimid (Invitrogenplexa Fluor 647 Maleimid (Invitrogergder Atto647N Maleimid (ATT-O
TEC) (Abbildung7-10), im Weiterenabgekirzt mit AF488\F647und Atto647N Dafir wurden
50pg des Fluorophores ThuL Dimethylsulfoxid IMSO) geldstund zum Protein gegebdie
Ansatze wurden anschlieRefid mindestens 12 h bei 4C lichtgeschitzt inkubierBei
Markierungen mit Donor und Akzeptor wurderst der Akzeptamdnach einer Inkubationszeit
von mindestens einer Stunde der Donor zum Reaktionsansatz gegeben.

Die Trennung der ungebundenen von pleteingekoppelteRluorophoren erfolgte dur@ine
GroRRenausschlusschromatographie Uber die HiLoad 16/600 Superdex @i@0Apdgtragung
erfolgte Gber eine 5 mL Probenschhefd,8 mL/min. Dabei wurden die Absorptionen béng,

496 nm und 647 noetektiert.
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Die Markierungseffizier(engl. degree of labeling®OL) wurde mitHilfe eines Nan®rop100
Spektrophotometg(PegLab, Biotechnologie Gmizinittelt. Daftir wurden die Absorptioriegi
280 nm und 496 nfiir dieDonormarkerung bzw. 650 nm fdie Akzeptormarkierung bestimmt.
Der Anteil des markierten Protein® lsch durch die Verwendung der Forntth bis 3-3
berechnen.

. 0 00 0
w - - o O-Z,)
. 0
w - o o&
OV0 ——— pmh oL
W
© und® sind dieberechneten Konzentrationén undo sind die
gemessenen Absorptionen bei 280 lbew. am Absorptionsmaximum des Fluoroghore
00 j ist der Korrekturfaktor des Fluorophors bei 280min®,11 fir AB88 0,03
fir AF647 und 0,05 fir Atto647N- R und - sind die molaren

Extinktionskoeffizienten des Proteins bei 280 nm bzw. des Fluorophors am Absorptionsmaximum

DOL ist die Markierungsefiénzdes Fluorophores.
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3.4 CD-Spektroskopie

Die Circulardichroismy€£D)-Spektroskopiurde am-J15 Spectropolarimeter (Jasco L-abudt
Datentechnik GmbH)nit dem Steuerungssystem Spectra Manager for Windows 9B0QT J
Control Driver (Jasco Corporation) durchgefihrt. Die Proben wurdéermRTC348WI (Jasco
Labor und Datentechnik GmbH) temperiddte Messungewurden in 1 mm Quarzkivetten mit
einer Proteinkonzentration von 0,2 mg/mhd in einem 20 mM Natriumphosphatpuffer
durchgefuhrtDer pHWert wurde miNatronlauge und Phosphorséaure eingestellt, um die Chlorid
lonenkonzentration gering zu hal&swurde in 1 nm Schritten im Bereich von 190 nm bre250
einer Geschwindigkeit von 10 nm/nmiit einer Reaktionszeit von 1 s und einer Bandbreite von
2nm gemessenVurden Temperaturreihen durchgefiihrt, so wurde die TemperattiQrpt@
Minute auf die Zieltemperatur erhdht nach Erreichen der Temperatur die Messung geStartet.
die Untersuchung sleeitlichen Verlautser mean residue ellipticflylRE) bei einer Temperatur
wurde mit einer Sensitivitat von 100 melagm Datd&itch und einer Reaktionszeit von 2 s und
einer Bandbreiteon 1 nmgemessei.on den gemessenen &pektren wurden GBpektren des
Puffersbei 25 °Gabgezogen

3.5 lonen-Austausclthromatographie zur Untersuchung der

Deamidierungskinetik
Zur Untersuchung der Deamidierungskinei Gll.4 VA387 Punktmutanten wurde eine
KationenAustauschchromatographieerwendet. Dabei wurde das Protein 18 mM
Natriumphosphat, 168M Natriumchlorid, 0,02 % Natriumazid bei einerr\it von 73 mit
einer Konzentration voh,6 mg/mL bei 25C inkubiert.Unmittelbar vor der Chromatographie
wurde die Probe 1:10 in 20 mM Natriumacetatpyftdr5,3 verdinntund Uber eine 5 mL
Probenschleife auf eine 6 mL Res®8 Saule (Cytavia) gelatéder einen Salzgradienten von
OmM bis 195 mM NacCl Uber 13 Saulenvolumen wurde das Protein von der SaulRiesluiert
Integraleder Proteinspezidsei 214 nnwurdemit Hilfe von Unicorn v.7 (Cytaviedmittelt Die
Ermittlungder Deamidierungsrate wurde von Dr. Robert Creutznacher durch{@z&itidnacher
et al., 2023)Daflr wurde ein Differentialgleichungssystem numerisch geldst. haiesase
unabhangige Deamidierung des N373 eibankinevon dem Deamidierungszustand der anderen
P-Doméane im Dimer angenommeékuRRerdemwurde eine Dissoziation und Reassoziation der
P-Dimere beriicksichtigt
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3.6 Kernspinresonanzspektroskopie

Experimente der Kernspinresonanz (Nigsktroskopievurdenan einem 600 MHz AVANCE
[l HD Spektrometer (Bruker) mit Kryoprobenkaptli dem ProgramiopSpin3.6.2 (Bruker)
durchgefihrt. Dafir wurden 3 mm NANR®hrchenmit einem Probenvolumen von 160 pL
verwendetAlle Proben enthielten 10 %0, sowie200 uM deuterierte3 Trimethysilyl1-
propansulfonsawd (DSSds, SigmaAldrich) und 300 uM Imidaz¢Roth)zur Uberpriifung des
pH-WertegBaryshnikova et al., 20@#g pHWerte deProben sowider zu titrierenden Lésungen
wurden mit eineOrion 8220BNWP pkHElekirode (ThermoFisher) mit eine@rion Star A221
pH-Meter(ThermoFisher) nach einer DreipunktkalibriemitdPufferiésungebei pH 4, 7 und 10
(Roth) bestimmiDie gemessenen pilerte vonProben mit Deuterium wurden nidtdrrigiert
sondern mit pH* gekennzeichfiétezel and Bal, 2004)

3.6.1 Datenaufnahme

Vor jeden NMR-Experiment wurde eifH Experimentmit Wasserunterdrickurmyr ersten
Uberpriifung der Probe durchgefiiBrukerPulsprogranzgesppabei wurdeB82768 Inkremente
mit 4 dummy scans urdR AufnahmewerwendetDie Spektrale Weite wurde adf7 ppm mit
einem Zentrum bei 4,7 ppmd der relaxation delay &8s gesetzt.

Zur Aufnahme vortH,'SN-TROSY:HSQGCEXxperimentervon 2H,15N markiertem Proteiwurde

das Pulsprogratnosyetf3gpsiwendetDabeiwurden32 dummy scans uddbis32 Aufnahmen
gemessen. kerH-Dimensionvurden2048 Inkrementait einengpektralen Fenster vas ppm

und einem Zentrurbei4,7 ppm undin derN-Dimension256Inkremente mit einem spektralen
Fenster vor37 ppm und einem Zentrum bEL7,5opmaufgenommerer relaxation delay betrug

1,5 s.Die Proben wurden in verschiedenen Puffern gemessen, welche unter den eébbildung
beschrieben werden.

1H,13C-HMQC-Experimente (Pytsogrammmethmaah_new)tlhvurden mitder nethylgruppen
markierten RHDV Doméne durchgefihrt. Dabeurdenl6dummy scand80Aufnahmenl,5 s
relaxation delawin spektraleBenster vor3,5 ppm mit einem Zentrum bei p@n mit512
Inkrementen fir digH-Dimension und ein spektrales Fenster von 18 ppm mit einem Zentrum bei
17ppm mit128Inkrementen fir diBC-Dimensionverwendet.

Zur Bestimmung détotationskorrelationszeitirden TRACExperimente miH,1N markiertem
Protein durchgefuhribnlhracilphaind 15n1kracbeta(Lee et al., 2006[Es wurderd dummy

scans und 64 Aufnahmen durchgefiihrt mit einem spektralen Fend&ppapeinem Zentrum

von 4,7 ppnund einem relaxation deley 2 sDie Pulsequenz wurde mit 2&8rschiedenatelays
durchgefuhrtO s, 0,002 s, 0,004 s, 0,006 s, 0,008 s, 0,01 s, 0,12 s, 0,014 918616,82G;,
0,025 s, 0,03 s, 0,035 5, 0,04 s, 0,05 s, 0,06 9,080%,9,09s,0,1s,0,2s,0,3s,0,4sund0,5s.
Der Puffer enthielt 75 mM Natnphosphat100mM Natriumchlorid, 0,02 % Natriumazid bei
einem pH*Wert von 7,3.

STD-Spektren wurdemit dem Bruker PulspgeamnstddiffesgmBeinem relaxation delay Vs
4 dummy scans urBd40Aufnahmen mit unmarkiertem Protein durchgefidaebeiwurde ein
spektrales Fenster voi4 ppm mit einem Zentrum bed,7 ppm verwendetDie On-
Resonarfrequenz betrug,5ppmund die OffResonanzfrequenz warduf 200 ppm geset2ie
Sattigung der Proteinsignale erfolgte dtiederholungen von 50 ms @achen &lsen mit einem
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Abstand von 1 ms fir 2FEir alle Messungen enthielt der Puffer 75 mM Natriumphosphaty1100
Natriumchlorid, 0,02 % Natriumazid bei einem-Ytétrt von 7,3.

Die aufgenommenen NMBaten wurden mit TopSpin 3.6.2 (Bruker) prozessiert. Die chemischen
Verschiebungen von Signalen inSigktren wurden mit Hilfe von CcpNmr Analysis v2.4.2
(Vranken et al., 200&)rchgefihrt.

3.6.2 Untersuchung von chemischa Verschiebungsperturbationen
Veranderungen der chemischen Verschiebemg. ¢hemical shift perturbatiprCSP) von
Resonanzeaus 2DExperimentenvurden euklidisch durch Form@b bestimmt.

~

Yy 3 A 71 7 o)
% istdie CSP in Hz3y und3 5 sind die Differenzen ider Protonenund der
Stickstoff bzw. Kohlenstoffdimensian. und| ¢ sind die respektiven Spektrometerfrequenzen.
Im Falle eineschnellen chemischen Austausawéschen einem Protein und Ligdathn die
Dissoziationskonstante pKdurch eine Titrationsreihe bestimmt werdBafir wird die

populationsgewichtete Verschiebung der Signale imS@bid&um ausgenutzt uddr Ko-Wert
aus Gleichung6 bestimmiWilliamson, 2013)

o o b 0 0 o 0 0 00
y % - oZp

Dabeibeschreiby’  die beobachte®SP bei einer Konzentrationd Y’ maximale CSkei
Sattigungd undd sind die totale Proteihzw. Ligandenkonzentratian jedem Titrationspunk.

Die Kp- undy’ -Wertewurden durcleinen globalehit der Gleichung3-6 an die gemessenen
CSPdestimmtDie Fehlemwurden aus den Residuen berechilietden globalen Fit wurd@sPs
von Signale verwendetderenmaximale CSP grofer disr Mittelwert plus der zweifachen
Standardabweichung aller C8P®asPythonSkript fr den Fitvurdevon Dr. Thorben Maal3
Ulbernommen und angepasst

3.6.3 Analyse vonSattigungstransferdifferenZxperimenten
Aus den Onund Off-Resonanzspektreler STDExperimente konnte ner Gleichung3-7 der
STD-Amplifikationsfaktor bestimmt werd@hayer and Meyer, 2001)
0 0

Y'YO ;
KO) W

0

Y'Y Qist der zu berechnende SAhplifikationsfaktor des Sign&® und’O  sindintensitaten
des Signals im ©bzw. OftResonanzspektrym® und sind die Konzentrationen vom Ligand
bzw. Protein.
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3.7 Einzelmolekul-ForsterResonanznergietransfer Mikroskopie

3.7.1 Mikroskopaufbau

Die Durchfihrungvon EinzelmolekiForsterResonarenergietransfefsmFRET) Experimenten
erfolgte am Institut fir Physik an der Universitat zu Libeck an einem vom Institut sellmstgebaute
KonfokalmikroskopEin schematischer Aufbau desnfokalenMikroskops ist imbbildung3-1
dargestellt

wu ggy
wu (49

e

——= VP

=

S - Spicgel Faser

LP - Langpassfilter
VP - Verzbgerungsplittchen
L -Linse

F L
DC- Dichroitischer Spiegel
LB - Lochblende N O

LM - Leistungsmessgeriit

O - Objektiv
DG- Deckglas ) -

- D SN P
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Abbildung 3-1 Schematischer Aufbau des Konfokalmikroskopdas Anregungslicht der Laser wurde

durch einen Spiegel (S) und einen Langpassfilter (LP) in eine Faser eingekoppelt. Dabei wurde die Polarisation
durch Verzoégerungsplattchen (VP) eingestellt. Das divergierende Licht aus der Faser wird durch eine Linse (L)
kollimiertund mit einem dichroitischen Spiegel (DCgiatklezentrisches Linsensysietanktin der Mitte

und damit im Brennpunkt beider telezentrischen Linsen ist eine Lochblende (LB) positisciidig3end

kann die Laserleistung durch ein Leggmessgerat geprift werdewor das Licht vom Objektiv (O) durch

das Deckglas (DG) auf die Probe (P) fokussiert wird. Das Fluoreszenzlicht nimmt denselben Weg zurtick und
passierainschlieend den dichoitischen Spidgsthliel3end wird das Liskird durch einehangpassfilter

(LP) geteiltundnach denfPassieren eines letzten BandpassfilteasnB)etektor gemessen.

Die Anregung der Fluorophore erfolgtierch zweiLaser mit einer Wellenlange w88 nm
(frequenzverdoppelter Diodenlasgpectra Rysics Cyan, Newport Corund 640nm (ptisch
gepumpter HalbleitéraseyObis 640 LX, CoherénDabei var ded88nm Lasemit einer Leistung
von 40uWdurchgehend aktiv und d&tOnm Laser wurde gepulisizugeschaltetit einemittleren
Leistung von 1QW. Der Laser wurde exterdurch einen Frequenzgenerd®glentSDG6022X,
Siglent Technologjemit einer Frequenz vobtO0 MHz gepulstMit Hilfe eines Langpassfilters
(520DCXR wurden beide Laserlinien tberlagert und ire@gmelmodenfaser (SMIBO, Schéafer
und Kirchhoff) eingekoppeltDas Anregungslicht wurde anschliel3end Uber einen dichroitischen
StrahlenteilefZ-405470633 AHF Analysetechnik AGgflektiert Im nachsten Schritt befindet
sich ein telezentrisches LinsensygqfEmbuslinse, f = 20m, Nikor) mit einerkonfokalen
Lochblende (50 pnThorlabs GmbHim Zentrum Anschlie3entonnteein Leistungsmessgeréat
(818SL, Newport Corpeingesetzt werdemm die Laserleistung zu Uberprufzanachgelangte
dasAnregungslichzum Wasserimmersionsobjek{i®FI Plan Apochromat 60x 1,2 WI, Nikon)
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hoher nummerischer Apertur (N. A. = 1uPd wurdeauf einerbeugungsbegrenzt®unkt im
Probenvolumefokussiert. Das Fokusvolumen bettQg L (Kahra, 2012Die Position des Fokus
wurde mit einem Piezokristéf733.2CL, Physikistrumentg auf 20 pm Uber dadDeckglas
(150um, Roth) gesetzDasvon der Probemittierte Fluoreszenzlicht gelangt tibesalaeDbjektiv
sowiedie zwei Tubuslinsewieder zum dichroitischen Spiedel. der Lochblende wirtlicht
auB3erhalb dé&okuebenageblocktDas Fluoreszenzlichtelches zur Anregung rot verschoben ist,
wird vomdichroitischen Spiegkirchgelassewahrend das Streulicht der Anregung reflektiert wird.
Das Flwreszenzlichtwird im Weiteren mit einem Langpassfilter (BS640DCXEhroma
Technology in Donorfluoreszenzslicht und Akzeptorfluoresikrenz getel. Bandpassfilter
(DonorkanalHQ525/50, Chroma Technologfkzeptorkanal: H@85/70, Chroma Technology)
filtern letztes Streuliclieraus bevordas Fluoreszenzlicht auf die Detektoren fokussigde
Dabei wurden Lawinendurchbruchdiodeng( Avalanche Photo ibde APD) Detektoren
(APCMAQR 14, PerkinElmer Optoelectronicsrerwendet Die Ankunftszeiten und
Kanalzugehdrigkeiten der detektierten Photooedewiiberein Zeierfassungsgerat (C20D15,
Becker & Hickl GmbHjegistriert.

3.7.2 Wahl der Punktmutationenfir die Fluorophormarkierung

Fur diefluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Gll.4 Saga und RPiDMbere isteine
kovalente Verknupfungit Fluorophoren notwendig. Daflr wurde@Domé&nen mit ausgewahlten
Cysteinpunktmutationen verwendet, eime Markierung tUbein Maleimid zu erméglichebie
Abstande der Thiolgruppiam Dimersollten dabeingefahr dem Forsterrad{gsKapiteR.3.2 des
gewahlten Fluorophorenpaars entsprealmanFRET zu ermdglichgbbildung3-2). Die drei
Gll.4 Saga &hktmutanten Q366C, V485C und Q504C wurdem Dr. Alvaro Mallagaray
Ubernommen und jeweils um die Punktmutation N373D erganztvétasdert die Veréanderung
der Probe Uber die Zeit aufgrund von Deamidierung (s. KapigelFur die RHDVb F/boméane
wurde die Punktmutation S386Qifgrund der exponierten Lage der Seitenketteer
Kristallstruktu(PDB 4X1Z) gewahlt.
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Abbildung 3-2 Positionen der Cysteinpunktmutationen und deren Abstandeln (A) sind die
Kristallstrukturen der verwendeten Gll.4 SBfEB 4X06,(Singh et al., 2035)nd RHDVb(PDB 4X1Z,
(Leuthold et al.,, 2035Punkiutanten abgebildeDie mutierten Aminosduren sind dabei in blau
hervorgehobenAuRRerdem sind die Abstdnde der Thiolgruppesinanderangegeben. (B) zeigt die
Transfereffizienzkurve in Abhangigkeit der Fluorophorabdtirdie Fluorophorenpaare AF488, Atto647N
(schwarz) und AF488, AF647 (r@@)e Abstande der Thiolgruppen sind zur Orientierung mit angegeben,
wobeidie Langeler Linker der Fluorophore noch nicht berticksichtigt wurde.

3.7.3 Probenvorbereitungzur Dissoziationskinetik

Aufgrund derlangsamen Dissoziation détl.4 SagaP-Dimere ist eine Langzeitinkubation
notwendigum dieDissoziationsrateestimmen zu kénneks wurdedie AF488markierte Gll.4
Sag@-Doméne V85Cmit einerFarbstofflonzentration vord,29uM mit der AF647markierte

Gll.4 Saga omane V485C mit einer Farbstofflonzentration vor0,45 uM gemischtDie
Gesamtproteinkonzentrationklusive unmarkierteProtein betrug3,54uM. Die Proben wurden

mit dem Phosphd&luoreszenzpuffer oder Acefdtioreszenzpuffe(Tabelle 3.10 auf die
Zielkonzentration verdinnt und im Wasserbad bt 2#50,5 mL Rddiongyefal3e mit wenig
Proteinbindung (Sarstediikubiert Proben wurden im Abstand vost Jagen angesetzhd

inkubiert. Die Messung einer Messreihe erfolgteirem Tagum Veranderungen in den
Einstellungen des Mikroskapsszuschlie3ednmittelbar vor der Messung wurden die Proben auf

die, fur Einzelmolekllexperimente notwendige, niedrige Konzentration verdinnt. Daflr wurden
kurze Testmessungen durchgefihrt und die Verdinnung angepasst, bis die Amplituden der
Autokorrelationsfunkdnen auf durchschnittlich 0,1 Fluorophore im Fokus schlieBen liel3. Der
Verdinnungsfaktor lag hier bei 1:2000 bis 1:5625. Wurde der Einfluss der Zuckeranwesenheit auf
die Dissoziationskinetik untersucht, so wurde der Zucker vor der Inkubation dazugégeben. D
Verdiinnung vor der Messung wurde mit den Fluoreszenzpuffern ohne Zucker durdbgefihrt.
Messdauer betrug 30 min pro Probe.

Fur die Bestimmung der Dissoziationskinetik der RHDVEDiRere wurde keine
Langzeitinkubation durchgefilidte mit AF488 markierte[Poméane wurde aalem Deckglas mit
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der AF647 markierterBomane gemischgodass fin@8R2 %der Proteine mit AF488 und 4684
AF647 markiert warerbei einer Konzentration vod,5 nM bis 1,9 nM. Dabéietrug die
durchschnittlicheAnzahl anFluorophoen im FokusO,1.Jede Messung wurde fiur 2 Stunden
durchgefihrt

Tabelle 3.10Zusammensetzung des Phosphatund AcetatFluoreszenzpufferfir die Inkubation und

Messung derFérster-ResonanenergietransferProben. Die Puffer wurden mit MPI,O angesetztimdie
Hintergrundfluoreszenz zu minimieren.

PhosphafFluoreszenzpuffer

Natriumphosphat 20mM
NaCl 01M
TWEEN 20 0,001 %
BSA(Sigma) 0,1 mg/mL
pH 7,3

AcetatFluoreszenzpuffer
Natriumacetat 20 mM
NaCl 0,1 M
TWEEN 20 0,001 %
BSA(Sigma) 0,1 mg/mL
pH 5,3

3.7.4 Analyse derDissoziationskinetik-Experimente

Zur Analyse der EinzelmolelgirsterResonanzenergietransfer Experimentele Igor Pro 9
(Wavemetrics) verwendeabei wurde eirRoutinevonDr. Seideinit Anderungen vobr. Pavlita
und Dr. Hirschfeld fur das Einladeser Daten unddas anschlielende Erstellen von
Energietransfereffiziefistogrammen verwendet.

Fur die Messungen der humanebomane isjede 30 min Messung ein Datenpunkt und wurde
vollstandigrerwendetDie zwei StunderRHDVb Experimente wurden B min Intervalle geteilt
und anschlieReraingeladerDie folgende Analyse erfolgte fur b&iddeine identisch.

Ereignisse wurden mit einer Summenschf&iimal in Donerund Akzeptorkanalyon 20
detektierten Photonen pro Millisekurtdiniertund sind damit vom Hintergrundrauschen zu
unterscheiderits wurde keinAkzeptorschwelle angewendet.

Die Energietransfereffizi@rzder Ereignisse wumlderechnets; Kapitel2.3.2 und in einem
Histogramm dargestelliie Transfereffizienzen wurden aeim Korrekturfaktar (Schuler et al.,
2002)fur die Fluorophorenpaare angepasst. Dadteugl fir das Fluorophorenpaar AF488
Atto647N 0,87 und fur AF488F647 0,5Die Korrekturfaktoren wurden aus Vorarbeiten fur das
Mikroskopentnommen(Seidel, 2013pa keine Akzeptorschwelle verwendet wikaiente der
Anteil defFRET-Ereignisseon den Gesamtereignissen berecheeten Dafir wurdelie Summe
der Ereignisseei einer Transfereffizienz vord,2durchdie Gesamtanzaaller Ereignissgeteilt
Durch das Anpassender Gleichung3-8 an die gemessenen FRAteile zu den
Inkubationszeitpunkteétonntedie Dissoziationsrate ermittelt werden.

00 O p Q o4
0 O ist der Anteil deFRET-Ereignisse von den insgesamt detektiErgignissen zum Zeitpunkt
0. Der maximale erreichte Anwwitd ald beschrieben unf ist die Dissoziationsrate
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Die Bestimmung der Dissoziationsrate und des maximalers Anteil erfolgte durch eine
nichtlinear&kurvenanpassung in Matlab 2020a (MathWdksjer Endwerb identisch flr
alle Messungen einer Messreihe sein sallide dieser im Ansatz mit dehnellsten Dissoziation
bestimmt und fir alle weiterdilessungenals Konstante eingeset¥onnte noch kein
Sattigungsverhalten beobachtet werdevyste die Kinetik durch eiA@passungneine einfache
Geradengleichuraiparakterisiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Abhangigkeit der Deamidierung von raumlich benachbarten

Aminosauren
Das Asparagin 373 in denDineren der Stamme GIll.4 Saga und GIll.4 VABB7aus
vorangegangenen Untersuchurigg@nnt fur eine schnelle Deamidie(iuialageay et al.,@19;
Ogrissek, 2020Pabei ist die Reaktiadreimal scheller fir den Stamm GIl.4 Saga mit einer
Halbwertszeit von 9 Tagen beP@5verglichen méiner Halbwertszeit von 27 Tagen bé&2fir
den Stamm GIl.4 VA38TGéangige Vorhersagen der Deamidiengigung/on Asparaginen in
Proteinen durch die Aminoséalstolgg Robinson and Robinson, 20éfernkeine Erklarung fr
die schnelle und spezifische Deamidierung des AsparagitesrZd&h die beschleunigaaktion
fur den Stamm GIl.4 SagAus diesem Grunevird im Weiteren der Einfluss der raumlich
benachbarten Aminosauwif die Deamidierungsratgersucht.

Bei dem Vergleich der GlI.4 Saga und GlI.4 VA3BdmRanawird die strukturelle Ahnlichkeit der
beiden Proteine deutlichedoch sind die Aminosauren an Position 297 und 372 in den Stammen
verschieden und in raumlicher Nahe zum deamidierenden AsparggibiRitBigd-1A).

A B VA387 N372E
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Abbildung 4-1Die Deamidierungskinetik des Asparagins 373 ist abh&ngig von rdumlich benachbarten
Aminosauren. (A) zeigt die Uberlagerten Kristallstrukturen von Gll.4 Saga in grau (PDB 4X06) und Gll.4
VA387 in orange (PDB 20BT). Die mutierten Aminosauren an Position 297 und 372 sowie das deamidierende
Asparagin 373 sind vergroéRert dargestellt. In (B) sind die relativen Anteile der nicht deamidierten (N/N) Dimer
Spezies gegen die Inkubationszeit aufgetr®ie Verlaufe d&vildtyp Gll.4 Saga under Gll.4 VA387

P-Dimere dienen als Referenz mit einer Halbwertszeit von 9 Tagen und 27 Tagen und stammen aus
vorangegagenen ArbeitefOgrissek, 202@urch die Einfihrung der GlI.4 VA387 Punktmutationen N372E

und H297R konnten die Halbwertszeiten auf 16 Tage bzw. 12 Tage reduziert werden. Die doppelte
Punktmutation H297R, N372E fiihrt zu einer fast vollstandigen Annéherung der Deamidierungslenetik an d
von Gll.4 Saga mit einer Halbwertszeit von 11 Tagernnkubation der Proben erfolgte bet@5n 75 mM
Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid bei pH 7,3.

Die Angleichungler Aminoséured297 undN372von Gll.4 VA387 an di@minosauren von Gll.4
Sagalurch gezielte Mutagenéiséerteine Annaherung an das Deamidierungsverhalten von Gll.4
SaggAbbildung4-1B). Durch die Einfihrung der Punktmutation N37A&id die Halbwertszeit

von 27 Tagen auf 16 Tage gesenkt. Firadelich weiter von der Deamidierungsstelle entfernte
Punktmutation H297®Rird eine Senkung der Halbwertszeit auf 12 Tage beoleliatfiihrung
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beider Punktmutationen H297R und N3T7@l&t zu einer fast vollstandigen Anndherung an die
Deamidierungskinetik von GlI.4 Saga mit einer Halbwertszeit von 11 Tagen.

Diese Ergebnisse zeigen, dasbatiehleunigt®eamidierungon Gll.4 Sagaerglichen mit Gll.4
VA387 durch die raumlich umgebenden Aminoséawrenoglicht wird. Dabei spielt auch die
Aminosaure R297, welche in einem anderen Proteinloop lokalisiert ist, eine entscheidende Rolle.

4.2 Bindungsstudien  von Fucosetragenden  niedermolekularen
Verbindungen an die Gll.4 Saga PDoméne

Eineunveroffentlicht&ristallstrukturvon P-Dimeren des Stamm@4l.10 zeigt die Bindung einer

niedermolekularevierbindungAbbildungd-2D). Diese tragt eine Fucose und ist das Produkt einer

vergleichsweise einfach durchzufiihrenidgrReaktion Diese Verbindungvird als JGII.78

bezeichnetlGll.78sollteauf Bindung an Gll.4 Sag@imere untersucht werdend der Einsatz

als potentieller Virdshibitor Gberprift werden.
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Abbildung 4-2 Verbesserte Bindung der synthetischen Verbindung JGII.78 an die Gll.4 Saga P
Domane. (A) zeigiH,!;N-TROSY-HSQGCSpektren der Gll.4 Sagd®Bmane mit steigender Konzentration

der Verbindung JGII.78 vom@M bis 31,8 mM mit einem Farbgradienten von schwarz bis orange. Dabei sind
CSPs einiger Signale von bis zuH0fu beobachten. Die Experimente mit JGI1.79 sind vergleichbar und im
AnhangAbbildung7-5) dargestellt. (B) und (C) zeigen die Aminosauren der signifikant verschiebenden Signale
(Mittelwert plus zweifache Standardabweichung) in orange in der Kristallstruktur (PDB 4X06) nach JGII.78
bzw. JGII.79 Zugabe. Gezeigt ist die Fromtadl dieAufsicht. JGII.78 und JGII.79 binden beide an die
HBGA-Bindungstasche. In (D) sind die Verbindungen JGII.78 und JGII.79 dargestellt. Der Unterschied der
beiden Verbindungen, di€Riorzimtsaure, ist hervorgehoben. (E) zeigt die Bindungsisotherme itansignif
verschiebenden Signale fur die JGII.78 und JGII.79 Titration. Dabei ist eine verbesserte Bindung der
Verbindung JGII.78 mit einemp®KNVert von 11,6 mM £ 2,1 mM verglichen mit 24 mM £ 9 mM fir JGII.79

zu beobachten. Die Proteinkonzentration betrugu®D@ir die Messreihe mit JGII.78 und 149 pM mit
JGIL.79. Der Puffer enthielt 75 mM Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid bei ein&epghon 7,3.
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Zusétzlich wurde eine alternative Verbindung JGII.79 getestet, welche einen ahnlichen Aufbau wie
JGII.78 besitzt, jedoch ohne diEl@orzimtsaureAbbildungd-2D).

NMR-spektroskopisch konnte fir JGII.78 und JGII.79 eine Bindung an die Gll.4[8agad®
beobachtet werderAlgbildung 4-2). Durch die Darstellung der Aminosauren der signifikant
verschiebenden Signale in der Kristallstruktur kann das Bindungsepitop eingegrenzt werden
(Abbildung4-2B,C). Dabei wird deutlich, dass beide Verbindungen an die-BiB@/gstasche

der P2Subdoméane binden. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da Fucose an diese
Position im Protein bindet und beide Verbindungen eine Fucose tragen. JGII. fibeisdat

24mM eine vergleichbare Affinitat wié e F uLeFocOMle)dll@namit 22 mM(Mallagaray et

al., 201p Es ist davon auszugehen, dass die Bindung von JGII.79 von der Fucose ausgebildet wird
und der Rest der Verbindung die Bindung nicht téoder verhinder

Fur JGII.78ist eine verbesserte Bindung zu beobachten. Mit eipéffeK von 11,6 mM ist die
Bindungaffinitat fast so hoch wie daérksten Bindungen natirlicHgorovirusLiganden
(Creutznacher et al., 20Hig zusitzliche Fluorzimtséaure in der Verbindung JGII.78, verglichen
mit JGII.79, scheint die Bindung an das Protein zu unterstitzen.

4.3 Charakterisierung hydrophober Bindungstaschen in GIl.4 Saga
P-Dimeren
Bei dem Versuch einen Norovirus Inhibitoeatwickelpwurdenm vorangegangen&1TD-NMR
und spinlock gefilterte NMR-Experimente 54 Verbindungen der Maybridge Library Ro5
identifiziert welchean Gll.4 Saga VLPs bindeDabei deuten Kompetitionsexperimente mit dem
H-Trisaccharid Typ | und demTBisacchari@uf eine Bindung an die HB&Andungstaschan
(Rademeher et al., 20LDurch die vorliegende Zuordnung der Amidsignalel 15N-TROSY
HSQGSpektrun{Mallagaray et al., 20iE9¢ine genauere Lokalisierung der Bindungsstelle méglich.
9 von den 5%erbindungen wurden aufgrund ilresondersielversprechendéirgebnisse in der
Signalreduktionn STD- und spinlock ExperimenterausgewahltApbildung 7-3), um deren
Bindung genauer zu charakterisieren.

Aufgrund der geringen Ldoslichkeit der Verbindungen in wassrigen Losungen wurden diese in
Dimethylsulfoxid PMSO) geldst Um den Einfluss von DMSauf die Gll.4 Saga-Pimere
abzuschatzerwurde eine Titrationsreihe mit DMSO durchgefiibetbei konnte CSRB von

Signalen beobachtet werden, welche von Aminoséersilt im gesamten Protegtammen
(Abbildung 7-6). Es ist folglich von einem globaleffekt und keiner spezifischen Bindung
auszugehema die NMRSignale nach mehreren Stunderiber Konzentration voi3 %(v/v)

DMSO unverandert blieben, wird davon ausgegangen, dass das Protein bei diesen
DMSO-Konzentrationestabilist Um den Einflusgon DMSO auf die fDimere gering zu halten
wurdejedochin weiteren Experimemeine Konzentration von 9,1 % gewahlt
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Abbildung 4-3 Kleine hydrophobe Verbindungen binden an die Gll.4 Saga-Bomaéne. In (A) sind die
chemischen Verschiebungen durch die Zugabe der Verbindung 30, 40, 93, 149, 164, 183 und 479 der Maybridge
Library Ro5 (Abbildung 7-3) gegen die Position der Aminosdure im Protein aufgetragen. Dabei sind
Verschiebungen, welche gréRRer alaviligelwert plus einfacher Standardabweichung sind, in orange und
Verschiebungen, die gré3er als zwei Standardabweichungen plus Mittelwert sind, in rot dargestellt. Es kénnen
zwei Regionen im Protein beobachtet werden, welche durch die Bindung derngerbibdsonders
beeinflusst sind, welche mit Rl und RIl gekennzeichnet wurden. In (B) sind die Aminosauren mit einem CSP
groRer als die zweifache Standardabweichung plus Mittelwert in der Kristallstruktur (PDB 4X06) in rot
dargestellt. AuRerdem sind diei&en Rl und RIlI markiert. RI ist an der Dimerisierungsflache und RIl an
aulBeren Loopregionen der-Ribdoméane lokalisieidie Proteinkonzentration betrug 50 pvid die
Konzentratiomer Verbindungeabhéangig von der Léslichke2ZmM bis 85 mMDer Puffer enthielf5 mM
Natriumphosphat, 100 mM NatriumchlofdlL % DMSO bei einem pitYert von 7,3. Die CSPs wurden mit

Hilfe einer Referenzprobe bei gleicher DM®@zentration berechnet.

Durch die Zugabe der Maybridge Verbindungen konnten in 7 von 9 Féllen deutliche CSPs
beobachtet werdeAl§bildung4-3). Es ist folglich davon auszugehen, dass diese Verbindungen an
die Gll.4 Saga-Bimere binden. In der Betrachtung der CSPs Uber die Aminosauresequenz kénnen
zwei Regionen im Protein identifiziert werden, welche durch die Bindung besonders beeinflusst sind
Die Region | (RI) besteht aus den Aminosauren Leucin 278 und Serin 279 und die Region Il (RII)
aus den Aminosauren 502 bis 508. RI befindet sich an der DimerisierungsflaDivendeer,

wahrend RIl in aueren Loopregionen deS#ddomane lokalisiest.i Die in RIl betroffenen
Aminosauren 502 bis 508 sind dieselben, welche auch durch die Bindung von Gallensauren
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beeinflusst werdd@reutznacher et al., 205 kann angenommen werden, dass die hydrophoben
Gallensauren und die hydrophoben kleinen Verbindungen der Maybridge Library an die gleiche Stelle
im Protein binden. Fir die Aminosauire®| konnten jedoch keine signifikanten CSPs durch die
Gallensaurebindung beobachtet wer@ereutnacher et al.,020) Rl kdnnte eine zweite
Bindungstasche fiir besonders kleine hydrophobe Verbindungen sein. Aufgrund der Bindung von
vielen verschiedenen Verbindungen an die gleiche Bindungsstelle, scheint diese relativ unspezifisch
durch hydrophobe Wechselwirkungen audgelau werden.

Keine der Verbindungen bindet an die HBBAdungstasche. Weshalb die Kompetitionsstudien

mit HBGASs in vorangegangenen Experimenten fur diese Verbindungen positiv waren, ist ungeklart.
Ein allosterischer Effekt ist denkbar, jedoch sind keine signifik®Ranflir Aminosauren im

Bereich der HBGMindungstasche zu beobachten und sistriie chemische Umgebung der
Aminosauren in dieser Region unveréndert. Fir die Gallensaurebindungstasche wurde bereits
untersucht, dass die Bindung keinen Einfluss auf d@&AiBBdung hat und umgekehrt
(Creutznacher, 2020)
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4.4 Erste NMR-spektroskopische Untersuchungen der RHDVb

P-Domane
Die 35,2 kDa groffBHDVb P-Domane(Tabelle3.1) konnte erstmalsotopenmarkiert produziert
und gereinigt werden. Dies ermdglicht die Untersuchung des Proteins mit Hilfe von NMR
Spektroskopie.

Ein erstesH, IN-TROSY¥HSQGSpektrum zeigt eine feine Aufteilung Sgmnaler{Abbildung
4-4A). Die RHDVb PDomane liegt folgliclyefaltet vor.Aufgrund der fehlenden Entind
Ruckfaltung de3H-markierten Proteinst zu erwarten, dassigeAmide ihre Deuteronemicht
gegen Protonen ausgetauscht haben und somit im Spektrum nicht sichithsgesadct kdnnen
192 von 318 mdglichen Signalen beobachtet wEidtattie Beobachtungeiterer Signale und die
Durchfihrung einer Zuordnungder Signalewére die Etablierung eines Entund
Ruckfaltungsprotokolls notwendig.

Das TRACT Experiment liefertelReo t at i o n s k @vom 284 hgAlbildungi-4B). Biesér Dz
Wertist vergleichbar mit den 25 ns fir die MN®Dimere(Creutznacher, 20200d auch den
28ns fur die Gll.4 SagaPimere(Mallagaray et alQID; Ogrissek, 202@abei ist zu erwdhnen,
dass didRotationskorrelationszeit von 24 ns fiDiRere spricht, diir Monomere im Fall von
MNV-1  ec:von 17Ds ermittelt wurd€reutznacher, 2020)
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Abbildung 4-4 Erste NMR-Experimente mit 2H, 13N -markierter RHDVb P-Domaéne zeigen gefaltetes

Protein. In (A) ist eirtH, 2IN-TROSY-HSQGSpektrum der RHDVb-Bomaéane dargestellt. Das Experiment

wurde mit2H, 13N-markiertem Protein ifH-haltigem Puffer ohne Entind Rickfaltung durchgefuhrt,

weshalb nur 192 von 318 Amidsignalen beobachtet werden. Die Signale sind dispers und deuten somit auf
gefaltetes Protein hin. (B) zeigt die relativen Integralel \ignalen gegen die Wartezeit zur Bestimmung

von der R (schwarz) und AR (orange) Relaxation fur die anschlieRende Ermittlung der

Rot at i ons k a.rrir di¢ RHDVbdDoméne Korire  De: von 24D + 3 ns ermittelt werden. Die
Proteinkonzentration betrug 100 pM fur (A) und 49 uM fur (B). Der Puffer enthielt 75 mM Natriumphosphat,
100mM Natriumchlorid bei einem p¥¥ert von 7,3.

Auch einelH, 3C-Isotopenmarkierung der Methylgruppen von RHDVb konnte durchgefiihrt
werdenDurch die selektiviél, 13C-Markierung von Methylgruppeimzelner Aminosauren kénnen
die Aminosauren A, 13C-HMQC-Spektrum zugeordnet werdébl§ildung4-5). Dabei konnen

alle erwarteten Signale jeder Aminosaure beobachtet Wwéirddie AminosaureMethionin
Isoleucin und Valin konnte jeweils ein weiteres Signal beobachtet Dardérsprung dieser
zusatzlichen Signale ist ungeklart.
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Insgesamt sind i, 1N-TROSYHSQGExperimenterundin 1H, 13C-HMQC-Experimenteibei
Proteinkonzentrationamn 3,2 uM bi400 uM keindnzeichen eines veranderten MoneDiarer
Gleichgewichts zu beobachtenKombination mit den Ergebnissen des TRACT Experimentes ist
davon auszugehen, dass das Protein bei diesen Konzentrationen vollstandig als Dimer vorliegt.
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Abbildung 4-5 Zuordnung der Aminosauretypen derH, C-methylgruppenmarkierten RHDVb
P-Domane im H, 1C-HMQC -Experiment. (A) zeigt die Uberlagerungon séektiv markierten
Methylgruppen einzelner Aminosadudeam RHDVb RPDoméane Die Signale von Methionin (schwarz),
Isoleucin (rot), Leucin (blau) Valin (gelb) und Alanin (griin) sind dar@egiellsind von Leucin und Alanin
dieerwartete Anzahl an Signalen und fur Methionin, Isoleucin und Valin jeweils ein Sigmbéotetohte

In (B) sind die Methylgruppen iteigherFarbcodeavie in (A)in der Kristallstruktur (PDB 4X1Z) dargestellt.
Die Proteinkonzentratioder 13C-einzelmarkierten Proteine betrug 16,9 uM fir Methidgia, uM far
Isoleucin3,2 uM fir Alanin28,4uM fir Valin undl9,1 uM fur dieloppelmarkierte Leueiralin ProbeDer
Puffer enthielt 20 mM Natriumphosphat einem pH*Wert von 7,47 und 100 %O.
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4.5

Bindungsstudien mit der RHDVb P-Doméne

Aus der CeKristallisation vom RHDVb-Bimer mit dem HTrisaccharid Typ {Abbildung7-1)
ist bereits bekannt, dass Histoblutgruppenantigene (HgGé)den werden kdonngreutlold et
al., »15) DieseBindung soll im Weiteren genauer untersucht werden.

A H-Trisaccharid Typ 1 H-Trisaccharid Typ 11
L - 105
0 mM, . . 0 mM . o . *°
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Abbildung 4-6 RHDVb P-Doménen binden spezifisch das HTrisaccharid Typ Il. (A) zeigt!H, 13N-
TROSY-HSQGSpektren einer Titrationsreihe mit defiridaccharid Typ | (links) und demTHsaccharid

Typ Il (rechts). Das Hrisaccharid Typ | wurde dabei bis 5,4 mM und d&sselccharid Typ Il bis 17,8 mM

titriert. Die Spektren sind konzentrationsabhéngig im efifebgradienten von schwarz nach orange
eingefarbt. Markiert sind jeweils zwei Signale, welche in (B) vergrol3ert dargestellt sindl fsaatasutitl

Typ | wird keine Signalverschiebung beobachtet. Dasatcharid Ty bindet an die RHDVb ®omane,

wobei einige Signale verschieben (B, unten) und bei anderen die Intensitét sinkt (B, oben). Die 5 Signale mit
den starksten CSPs und geringer Intensitatsabmaleme4Trisaccharid Typ Il Zugab#nd mit einem

orangenen Pfajjekennzeichnéfbbildung7-8) undwurden fur die Bestimmung der Bindungsaffinitat in C
verwendet. Das Hrisaccharid Typ Il bindet mit einer Affinitit von 4,1 mM % 1,6 mM. Die
Proteinkonzentration betrug 100 pM und der Puffer enthielt 75 mM Natriumphosphat, 100 mM
Natriumchlorid mit einempH*-Wert von 7,3.

Die Bindung vom Hrisaccharid Typ Il konnte NMs$pektroskopisch bestatigt werddsbfldung
4-6). Interessanterweise befindet sich die Bindung fur die meisten beeinflussten Signale im

intermedidren Austausch. Fir

diese Signale

ist eine

Intensitatsabnahme bei

steigender

Ligandenkonzentration zu beobachédb{ldung4-6B). Nur flir wenige Signale ist die Bindung im
schnellen Austausch. In diesem Fall kbnnen CSPs detektiert werden, jedoch ist auch hier eine
Intensitatsabnahme zu beobachten. Funf Signale mit &&#sluag 7-8) wurden fur die
Ermittlung der Bindungsaffinitat verwendet. Da die Bindung fir die Signale zwischen dem schnellen
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und intermedi&ren Austausch liegt, ist die ermittelte Bindungsaffinitat von 4,1 mM nur mit Vorsicht
zu betrachten. Die Bindungsaffinitat liegt in der GréRenordnung wie sie bereits fir vergleichbar
komplexe Zucker mit-Bimeren humaner Noroviren ermittelirde(Creutznactr et al., @21)

Vergleichbare Experimente mit derTisaccharid Typ4eigerkeineCSPs und somit aukhine
Bindung an RHDVb ®imere. Diese Ergebniszeigen folglickpezifisch&indungvon Zuckern
aufgrund des Verknipfungsmust8mD-Experimentamit VLPs des klassischen RHD&ferten
ahnlicheErgebniss¢Rademeher et al., ZB) Wahrend fudas HTrisaccharid Typ | kein STD
Effekt beobachtet wurd&onnte ein starker STEffekt fir das HTrisaccharid Typ Il gemessen
werden. Die Abwesenheit von SEbektenlasst aufgrund der technischen Limitati¢aigRapitel
2.2.3 nicht direkt darauf schlieBen, dass keine Bindung vorliegt. DienhiEdete CSRnalyse
hingegen ermdglicht diese Aussage

Auch fir das Methylglykosid dedisaccharidkonnte durch STRntersuchungen eine Bindung
an RHDVb PDimere nachgewiesen werf&obildungd-7). Zusatzlich @nnte Uber die Auftragung
der STDEffekte der einzelnen Signale das Bindungsepitop des Liganden bestimniDieseden.
zeigendass die Fucose den Grof3teil der Bindung am Protein ausmacht

=

A #
Off Resonanz

B

Dff Resonanz

H?)I'u(‘ F[4FUC II()( 7al 2FU(,
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IM(,.;JJ/ H3°‘XH6 ] STD (200x)
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wl. w O ® 100 % - 60 %
— —— e OH 60 % - 30 %
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Abbildung 4-7 RHDVb P-Doménen binden das HDisaccharid Gberwiegend Uber die Fucosdn (A)

sind das OfResonanzspektrum und das SHpektrum vom Methylglykosid desDldaccharids in
Anwesenheit der RHDVBBoméane abgebildet. Dabei kann die Bindung des Zuckers durch die Anwesenheit
von Signalen im STFBpektrum erkannt werden. (B) zeigt einggraféerten Ausschnitt der Ringprotonen.

Die Zuordnungen der Signale sind in (A) und (B) angegeben. In (C) ist das MethylglykDssdclesakd
dargestellt. Dabei sind die Regionen abhéngig von dem ermitteHefieRT Bingefarbt. Die groRen 3T

Effekte fUr die Protonen der Fucose zeigen, dass die Bindung des Zuckers in Grof3teilen Uiber die Fucose
erfolgt. Die Messungen wurden mit einer Proteinkonzentration von 50 pM und einer
H-Disaccharidkonzentration von 5 mM in 50 mM Natriumphosphatpuffer mit 200 mM Natriumchlorid bei
einem pH*Wert von 7,3 in BD durchgefuhrt. Die Zuordnung der Signale erfolgte(Rademadr et al.,

2008)

Die Untersuchung, ob Fucose alleine arR#iBVb P-Doméne bindet, war ebenfalls positiv
(Abbildung4-8. S0 konnten CSPs nach-L-BueOMe)ZAbbjdurgel) von Fu
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beobachtet werden und eine BindungsaffinitétvomM ermittelt werdebDie Bindungstdeutlich
schwacher als fiir dasTisaccharid Typ liDieses Ergebnist in Ubereinstimmung mit den
Erwartungerbasierend auf einer verfligbaren Kristallstrikéwthdd et al., @15)

Fur die Titration mit Fucose wurde kein intermedidrer Austzemufichtet. Signareelchedurch

die Zugabe vom Hrisaccharid Typ Nerschwande(fbbildung4-6), zeigen bei der Zugabe der
Fucose die grofiten CSRefgrund dieser Beobachtung kann die Aussage getroffen werden, dass
der Austausch der Fucose schnislies fir das Hrisaccharid Typ |I.
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Abbildung 4-8 Die RHDVb P-Doméne bindet bereits das Monosaccharid Fucos¢A) zeigt!H, 13N-
TROSYHSQGSpektren der RHDVb-Pomane mit steigender Fucosel-FucOMe) Konzentration von

0 mM bis 135nM in einem Farbgradienten von schwarz bis orange. Die Signhale zeigen CSPs von bis zu
100Hz, wobei zwei verschiebende Signale vergréfRert dargestellt werden. Die VerschiebUagen der
starksterverschiebenden Signale wurden gegen die Zuckerkonzentration in (B) aufgetragen. Durch einen
globalen Fit konnte eine Bindungsaffinitat von 45 mM = 7 mM ermittelt werd@moteiakonzentration

betrug 100 uM und der Puffer enthielt 75 mM Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid mit enem pH*
Wert von 7,3.

Neben deriKohlenhydratemwurden Metallioneawfihre Bindung an RHDVb-Bimere untersucht.

Die CSPAnalysevon Calcium Kalium, Zink- und Magnesiumionaigte Bindung fiir Calcium

und Zinkionen(Abbildung4-9). Dabei sindn beiden Fallen die gleichen Signale von der Bindung
der lonen betroffen. Es ist folglich davon auszugehen, dass beide teragieichen Region des
Proteins binderZink- und Calciumionen sind beides lonen, welche bereits in der Literatur fur die
Bindung an andere Viren der Farfiéciviriddekannt sindSobindenZinkionenanP-Doménen
deshumanenNorovirus Gll.4 Sagaund Calciumionean P-Domanen des murinen Norovirus
(Creutznacher, 2020)
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Abbildung 4-9 RHDVb P-Domanen binden Calcium und Zinkionen. Dargestellt sintH, 1’N-TROSY-
HSQGSpektren der RHDVb-Bomane, wobei nacheinander verschiedene Salze zur selben Probe zugegeben
wurden. Uberlagert wurden die Spektren ohne Metallionen (Apo, schwarz) mit 5 idt)Ca@l 5 mM

KCI (blau), mit 5 mM Zink (orange) und mit 5 mM Md@iin). Zwei Signale sind vergroRert dargestellt.
Nach der Zugabe von CaGhd ZnC} kdnnen CSPs und damit auch Bindung beobachtet werden. KCI und
MgChb zeigen keine Verschiebungen und binden somit nicht bei einer Ktiorerba 5 mM. Die
Messungen wurden mit einer Proteinkonzentration von 60 UM in einem PuffemMitN2@riumacetat,

100mM Natriumchlorid bei einem pH¥ert von 5,3 durchgefihrt.

A
0 mM Ca® . : 105
. « ¥ ,
. ' - te e« o’ ' )
23 mM Ca* . L ae e 1107
R LR
. 0.’ PR L "
. .\ 6"'"1'." 4 O R1I5 E
. . .n 9 . ' o® . .r " - & _—S“r—r‘—‘——r——r—'l——r--r—‘
» e *8 . o 7.32 7.28 7.24 7.20
“» o f."lo .-:f.‘l.'..-s i 8('I) in ppm
. ¢ e -f'."c . . _.F1207 B
te Yo st 5 ™
o ¢ ot f’ “ ., g
“ .
. . “\ ¢ o '“ ’ . ¢
-'_ wr .. q' 1" *
* - % & . . .
L ‘ ' ’ * |
—— “ — , : 0{fK,=32mM *+ 0,3 mM
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 0 15 20 25

8('H) in ppm (Ca) in mM
Abbildung 4-10RHDVb P-Domanen binden Calciumionen mit einer niedrigen millimolaren Affinitat.

(A) zeigtH, 1N-TROSY-HSQGSpektren der RHDVb-Boméne mit steigender Calciumionenkonzentration

von 0 mM bis 2&M in einem Farbgradienten von schwarz nach orange. Dabei sind CSPs von bis zu 175 Hz
zu beobachten. Die CSPs von Signalen mit einem CSP grol3er als der Mittelwertpgites dop
Standardabweichung sind in (B) gegen die Calciumionenkonzentration aufgetragen. Ein globaler Fit liefert eine
Affinitat von 3,2 mM £ 0,3 mM. Die Experimente wurden mit einer Proteinkonzentration von 60 pi¥lin 20
Natriumacetat, 100 mM Natriumchlorid mit einem-jg¥€rt von 5,3lurchgefihrt.

Die Titration von RHDVb FDomanen mit Calciumionen liefert eine Dissoziationskonstante von
3,2mM (Abbildung4-10. Da bei 5 mM Calciumionen keine Sattigung der Bindungstasche vorliegt,
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jedoch keine Signalverschiebung durch die Zugabe von Kaliumionen beobachtet wurde, kann die
Aussage getroffen werden, dass Kalium nicht oder wenn nur sehr schwach an der RHDVb
P-Domaéne bindet. Da keine Bindungsaffinitéat von-Emen bestimmt wurde, kann keine Aussage
getroffen werden, ob zum Zeitpunkt dertMgnenzugabe die Bindungstasche bereits vollstandig
besetzt war und deswegen keine CSPs beobachtet werden. Die vollstandige Abwesenheit von CSPs
deutet jedoch auf keine Bindwog Mg+-lonenhin.

BeiBindungsexperimemeer Fucose an RHDVbPimerebei einem pHWert von 5,3 unbei
gesattigter @aBindungstaschkonnte eine verbesserte Bindbegbachtet werdeilgbildung
4-11). Die Bindungsaffinitat betrug 26 mW¥rglichen mit der Messreihe bei einem\Méft von
7,3 Abbildung4-8) konnte ae Verbesserung der Affinitat festden Faktor 2 erreicht werden.
Ob die Ca&-Bindung oder der piVert oder die Kombination die Verbessehergorruft, kann
aus diesen Daten nicht geschlossen werden.
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Abbildung 4-11Verbesserte Bindungsaffinitat von Fucose bei pH 5ihd/ oder C&*-Anwesenheit.In

(A) sindH, 13N-TROSYHSQGSpektren der RHDVb-Pomane mit steigender Fucobedi-FucOMe)
Konzentration von 0 mM bis B21M in einem Farbgradienten von schwarz bis orange dargestellt. Dabei
wurde die Messung in 20 mM Natriumacetat, 100 mM Natriumchlo#8@ omd CaGImit einem pH*Wert

von 5,3 durchgefihrDie CSPs von Signalen mit einem CSP gréRer als der Mittelwert plus doppelter
Standardabweichung sind in (B) gegen die Fucosekonzentration aufgetcygden gesenkten piert
und/oder die CGa-Bindung ist eineerbesserte Bindungsaffindatr Fucosgon 26 mM + 6 mMverglichen

mit den Messungen lEhempH*-Wert von 7,3Abbildung4-8), zu beobachtemie Proteinkonzentration
betrug60 pM.

Nachdem Zusammenhénge zwischédallensdurenund verschiedeme Stimme humaner
Noroviren, aber auamit demmurinen Norovirus(MNV-1) und dem PorcineEnteric Calicivirus
(PEC)beobachtet wurddittayebi et al., 2016; Nelson et al., 2018; Shivanna&26i.4).soll im
Folgenden die Interaktion von verschiedenen Gallenséduren mit den RBDvifen untersucht
werden.

Untersucht wurde die Bindung vo€holsdure (CA) Chaodeoxycholsaure (CDCA),
Glycochenodeoxycholsdure (GCDCAM/lycocholsaure (GCA)Taurocholsdure (TGAund
Taurochenodeoxycholsaure (TCD@%bildung7-9). Dabei konnten Bindungen der Gallensauren
CA und TCDCA beobachtet werd@bbildungs-12), wahrend alle anderen getesteten Gallenséuren
nichtbinden
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Abbildung 4-12 RHDVb P-Doménen binden die Gallensauren Cholsaure (CA) und
Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA).In (A) sind 1H, ™N-TROSY¥HSQGSpektren der RHDVb
P-Domaéane ohne Gallensaysehwarz), mit 2,5 mM CA (orange) und mit 2,5 mM TCDCA (blau) tberlagert
dargestellt. Durch die Anwesenheit der Gallenskonemt es zur Verschiebung von Signalen, wobei ein
verschiebendelignakexemplarischiergréRert dargestellt itir CA und TCDCA verschieben die gleichen
Signaleweshalldlavon ausgegangen werden kann, dass sie an der gleicheri&ickefjgsden. In (B) sind

die Strukturen der Cholsaure (CA) und Taurochenodeoxycholsaure (TCDCA) abgebildet. Die Messungen
wurden mit einer Proteinkonzentration €60 uM in 75 mM Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid bei
einem pH*Wert von 7,3 durchgefuhrt.
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4.6 Einzelmolekil-FRET Untersuchungen von RDimeren

Die Markierung von Proteinen mit Fluorophorerssentieliir die Untersuchung mit Forster
Resonanzenergietransfer (FRET) Mikroskbgaibeiist die Zuganglichkeit der Markierungsstelle
entscheidendwufRerdem sollten die Proteineigenschaften durch diese Veranderung nicht beeinflusst
werdenDie selektive Markierungn Cysteigeitenketten Uber ein Maleimid bietet eine einfache
Moglichkeit verschiedene Positioned Fluorophore zu testen.

Fur dieselektive Markierung von Cysteinseitenketten ist eine Kontrollmarkigrdegnicht
mutiertenProteinnotwendig, um zu Uberprufen, oétiv im Protein enthaltene Cystdireeits
markiert werderDie Kontrollimarkierungedes Gll.4SagaN373D RDimers und des RHDVb
P-Dimers zeigten nach der Durchfiihrung des Markierungsprotokolls (s. RBapBekeine
messbare Fluoreszerunter der Annahme, dass die Punktmutation Keimfiisse auf die
Proteinstruktur haist folglich davon auszugehen, #as® unspezifische Markierung vorliegt und
im Weiteren alle Markierungen spezifisch an der Stelle der Punktmoitkdigen

Alle CysteifPunktmutantender Gll.4 Saga und RHDVb-imere konnten erfolgreich
fluoreszenzmarkiert werd@rabelled.1). Dabei konnten Markierungseffizienzeischen 54 % bis
96 % fiur AF488 und 14 % bis 70 % fir die Akzeptoegreicht werden. Die geringere
Markierungseffizienz der Akzeqgn ist mit einer geringeren L&slichkeit Elaorophore in
wassrigen Losungen zu begrinden. Fir die Doppelmarkierung mit Donor und A&reptar
zusammengerechnet Markierungseffizienzen von >100 % erreicht Bies#eBeobachtung l&asst
sichaufden MessfehledesSpektrophotometsrzuriickfihren.

Tabelle 4.1 Ubersicht der FluorophorMarkierungseffizienzen. Aufgelistet sind alle in dieser Arbeit
verwendetenP-Doménen Punktmutamte AF488, AF647 und Atto647N stehen dabei fur die
Einzelmarkierung der Fluorophoie den Spalten AF488&AF647 sowie AF488&Atto647N sind die
Markierungseffizienzamihrend der Doppelmarkierung angegeben, wobei der erste Wert die Effizienz des

Donors und der zweite Wert die des Akzeptors amgjithit durchgefiihrte Markierungen sind &ait
gekennzeichnddie Markierungseffizienzen sind in % angegeben

Protein AF488 AF647 Atto647N AF48&AF647 AFA8& Atto647N
Gll.4 Saga N373D Q36¢€ 54 - 14 59 &39 84& 24

Gll.4 Saga N373D V485 55 25 37 58 & 77 83 & 26

Gll.4 Saga N373Q504C 70 - 30 50 & 63 63 & 27

RHDVb S386C 96 70 - - -

FRET-Untersuchungen deloppelmarkierte®ll.4 Saga N373D Cystdiunktmutanterzeigen
dass der Energietransfer in allen drei Mutatatiindet(Abbildung4-13). Die Anpassunginer
Gaui-Funktion ardie Histogramme liefert eine mittlere Transfereffizimm®,36 fir Q3660©,33

fur V485C und,17 fur Q504Die beobachtetemransfereffizienzen liegelte niedriger als durch
die Cysteinabstandkeinezu erwartetn ware(Abbildung3-2). Geringere Transfereffizienzen sind
aufgrund desusatzlicheAbstands durch derinker zwischen dem Maleimid und dem Fluorophor
zu erwarterDie Fluorophorlinker haben eine Lénge von circa A0f8rund der Flexibilitét fir
beide Linker zusammen von einem zusétzlichen Abstand der Fluorophore von circa 10 A bis 15 A
auszugehe(Hirschfeld, 2011F0r die CystewPunktmutante Q366C liegt die Trareffizienz
jedoch selbst untetem erwarteten Wenvenn eirzusétzlichen Fluorophorabstand von 20 A
angenommen wirdus diesen Daten lasst sich schlieRBergjid&ssteine an der Positi®®6 weiter
voneinander entfernt sind, als die Kristallstruktur (PDB 4X06) erwart&el&ssenzusatzlichen
Fluorophorabstand varb A durch die Linker weicht der beobachtete FluorophoratusiteadA

von der Kristallstruktur abie P2 Subdomanerd folglicheine offenie Struktur aufweisen
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Abbildung 4-13TransfereffizienzHistogramme der Gll.4 Saga N373D FDoméne. Dargestellt sind die
Histogramme der Cystdanktmutanten Q366C (oben), V485C (Mitte) und Q504C (Ubiehjitte der an

die Daten angepasste GaufRfunktion ist als durchgezogene orangene Linie dasgazlielit.sind diaus

der Kiristallstruktur (PDB 4XO@&rwarteten Transfereffizienzen angegddenOrientierung des Linkes
zwischen Protein und Fluorophor ist nicht bekannt, weshalb ein erwartetemBeedsm zusatzlichen
Fluorophorabstandon 10 A bis 20 Bargestellt ist (orangene Box). Die erwartete Transfereffiitieimam
zusatzlicanAbstand durch die Linker von 15 A ist als gestrichatigame LiniangegebemuRerdem sind

die Kristallstrukturen (PDB: 4X06) der Punktmutanten mit den mutierten Cysteinen in blau abgebildet. Die
Messungen wurden mit AF488 als Donor und Atto647N als Akzeptor durchgefiihrt. Der Puffer enihielt 20
Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEENZ20 mit pi®ié,8lessungen wurden je eine
Stunde durchgefuhiEdr die Analyse wurde eine Summenschwelle von 20 Photonen pro Millisekunde und
eine Akzeptorschwelle vonRBotonen pro Millisekunde verwendet.

Zusatzlich zu der eigentlichen FREdpulation zeigen besonders die Histogramme von Q366C und
Q504Ceine zusatzliche Spezidig eine Transfereffizienz von O besiDiese Populatiomvar
aufgrund der verwendeten Akzeptorschwelle nicht erwartetvicchdm Kapitel 4.9 weiter
untersucht.

Durch die Anwesenheit vénu ¢ o 4-BucQMe) der minimalerlBGA-Bindungseinheikann

eine Veranderung deransfereffizienz fir die Q366C Punktmutante beobachtet sibtdddung

4-14). Die Histogramme der Punktmutanten V485C und Qt@éerkeine Veranderungen auf
(Abbildung7-12. Beider Anwesenheit vdrucosesinkt die Transfereffizienwon 0,36 auf 0,29.

Diese Unterschiedentsprichteing VergroRerung der Fluorophorabstande siora 3 A.Die
Fucosebindestelle ist circa 21 A von der Aminosaure 366 entfernt. Die Bindung der Falsuse wird
wabhrscheinlich eindeineKonformationsanderung der-BAbdomane auslésen, wadieh der
Abstand der Aminosdure 366 vergrof¥@dr restliche Teil des Proteins scheint von der
Zuckerbindunglurch die fehlende Transfereffizienzanderung von V485C und Q504C unberuhrt zu
bleiben.
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Abbildung 4-14Verringerung der Transfereffizienz von Gll.4 Saga N373D Q366E-Dimeren durch

die Fucosebindung.(A) zeigt die Transfereffiziehistogramme h n-&-FugéOMe und in Anwesenheit

von 245mM -lAFucOMe. GauBFunktionen wurden an die Histogramamgepassind deren Mitte
aufgetragen, um die Transfereffizienzéanderung zu verdeutlicicbggzogen ohr@icose gestrichelt mit
Fucosg Die Messungen wurden mit AF488 als Donor und Atto647N als Akzeptor durchgefihrt. Der Puffer
enthielt 20 mM Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEENZ20 mit plie V&2ssungen
wurden je eine Stunde durchgefiffiir. die Analyse wurde eine Summenschwelle von 20 Photonen pro
Millisekunde und eine Akzeptorschwelle von 10 Photonen pro Millisekunde vef@)ereigtie Aufsicht

der Kristallstrukturvon Gll.4 Saga -Bimerenin der Anwesenheit vom HBGABisaccharidgrinrot)

(PDB 4X06) Die Aminoséure 366t inblau hervorgehoben und die einzelndoméanen inGraustufen
dargestellt.
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4.7  SpezifischeSenkung der Dissoziationsratemurch Glykanbindung

Durch die Mischung voerinzelmarkierten DondP-Dimeren mit einzelmarkierten Akzeptor
P-Dimeren kann aufgrund von Dissoziation und Reassoziation die Entstehung einer FRET
Population beobachtet werdébildungd-15A). Dabei ist die Kinetiir Gll.4 Sagé&ngsam und
die FREFPopulation entstehitber den Zeitraum mehrerer Tager Verlauf der Kinetik kann
durch die Auftragung des relativAnteils der Ereignisseder FRETFPopulationan den
Gesamtereignissgrgen die Inkubationszeit dargestellt weAdiildungd-1B). Die Anpassung
der Gleichun@-8 an die Datetliefert die zeitlimitierende Dissoziationsratezkir Uberprifung
der Reproduzierbarkeit wurdie Experimentreiheweimal durchgefihrt. In beiddviessreihen
konnte eine Dissoziationsrate v&n 10 st ermittelt werdenFolglich sind die Messungen
reproduzierbarAus der Dissoziationsrate lasst sich eine mittlere Lebensdau&irderePvon
circavier Tagen berechnen.

A
, 100
Z 80
g, 00 1,1d
D40
o
0 20 B
0
0.0 02~ 04 0.6 0.8 1.0 > ' % 8-> €— -
Lransfereffizienz s 3l s e °
,, 1007 £ "l
5 80 = o
& 007 3,8d e 20p /
T 40— - = /
- o
204 g ]
! .
T T T = k.=@20%£02)-10°s"
00 02 04 06 08 10 < |f
Transfereffizienz = e
100 — 0 1 L . i
2 g0 0 10 20 30 40
2 g0 Inkubationszeit in d
& 7,8d
T 40—
-
20
0_

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Transfereffizienz

Abbildung 4-15 Dissoziationskinetik von Gll.4 Saga N373D FDimeren. (A) zeigt exemplarisch die
Transfereffizientlistogramme nach 1,1 d, 3,8 d, und 7,8 d nach der Mischung vomn utahor
akzeptormarkiertenPoméanen. Dabei wurde eine Summenschwelle von 20 Photonen pro Millisekunde und
keine Akzeptorschwelle verwendet. Um die entstehendeleREBion (dunkelgrau) hervorzuheben, wurde

die Y-Achse festgesetzt. Der relative Anteil der FR&Julation an den Gesamtereignissen ist gegen die
Inkubationszeit in (B) dargestellt. Die Daten in schwarz und orange sind zweidvieasrélherprifung der
Reproduzierbarkeit. Die ader Anpassungn Gleichung-8 ermittelterDissoziationsraten sind angegeben.

Die Messungen wurden mit AF488 als Donor und AF647 als Akregptber CysteiRunktmutante V485C
durchgefihrt. Der Puffer enthielt 20 mM Natriumphosd@d mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEEN20

und 0,1 mg/mL BSAnit pH 7,3 Die Messungen wurden je 30 min durchgefihrt.

Durch die Anwesenheito n  F u-lcFusQMe)(vahrend der Inkubatidst die Dissoziation der

Gll.4 Saga ®imere verlangsartAbbildung4-16). Bei40 mM Fucossinkt die Dissoziationsrate

um den Faktor bis20auf 3,8 107 st bis 9,8 108 st und eine Sattigung wird nach mehr als 40
Tagen nicht erreichDurch die Erh6hung der Fucosekonzentration auf 100 ndik isteitere
Senkung der Dissoziationsrate gelindemKontrollexperiment mit der nicht bindenden Glucose

( -&-Glc-OMe)ist ebenfalls eine verlangsamte Kinetikien Faktor 224 beobachteiese wird

auf eineerh6hte Viskositat durch den Zucker in der Inkubationsprobe zuriickzufiihren sein. Die
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erhohte Viskositat verlangsamt die Diffusion und erschweMistaung. Dieser Effekt ist
unspezifisch undird auch fur die Fucose zutreffen. Es ist jedoch deutlicllig&isose einen
zusatzlichen spezifischen Effekt aufweist.

Die Veradnderung der Dissoziationsrate durch die Fu@sse sichmit dem Aufbau der
Bindungstasche erklafaibildung?-3A). Die Fucose wird Ub&Yasserstoffbriickenbindungeit
beiden FDoménen im Dimer gebund@idansman et al., 201Djie Bindung deZuckerserhéht
folglich die Anzahl aWechselwirkungediedas Dimer zusammenhalten.
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Abbildung 4-16 Die spezifische Bindung von Fucose verlangsamt die Dissoziation von Gll.4 Saga
N373D P-Dimeren. Dargestellt sind die relativen Anteile der FREfulation in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit bei 2 nach der Mischung der donond akzeptormarkiertealPomanen. Dabei war in

(A) kein Zucker, in (B) 40M -lAFucOMe, i n ( Q)}FucD0I@ mMdai n P 100 mM
OMe wahrend der Inkubation anwesebit Daten in schwarz und orange sind zwei Messreihen zur
Uberprifung der Reproduzierbark®ie Dissoziation ist in Anwesenheio AL-FecOMe verlangsamDie
Abnahme der Dissoziationsratelie r Ko nt r eD-QlciOb e veird aufjeindn unspezifischen Effekt
zurlickzufiihren sein und fallt schwécher aus als ik diecOMe. In orange ist ein zweiter Datensatz zur
Uberprufung der Reproduzierbarkeit aufgetrdtjierMessungen wurden mit AF488 als Donor und AF647
als Akzeptorund der CysteiRunktmutante V485Cdurchgefiihrt. Der Puffer enthielt 20 mM
Natriumphosphat100 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEEN2&d 0,1 mg/mL BSAmit pH 7,3.Die
Messungen wurden je 30 min durchgefatirtdie Auswertungurde eine Summenschwelle von 20 Photonen
pro Millisekunde und keine Akzeptorschwelle verwendet

Die Dissoziation von RHDVb-Bimerenverlauft schneller als fir Gll.4 Sagdaifdere(Abbildung
4-17). Bereits naclzwei Stundenkann ein Anstieg der FREEFeignisse beobachtet werden.
Dadurch kann die Kinetikmessung mit nur einer Probe durchgefiihrt werdim Bitdling des
relativen Anteils ist nicht notwendigr RHDVb kann die Annahme, dass die Dissoziation der
zeitlimiterende Schritt fur die Mischung ist, nicht getroffen werden. Aus diesem Grundiarerden
Austauschraten,dermittelt.
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Auch fur RHDVDb kann eine verlangsatestauschratdurch dieAnwesenheivon bindenden

Zuckern beobachtet werdeD.u r ¢ h di e Anwes e firecOMe) sinki mlie Fuc os
Austauschratem mehr als den Faktov8n 1,5 103 st auf4,6- 104 st. Das Kontrollexperiment

mi t der -DEGlaOMe)semtke(ndSenkung des Austaus@isbildungd-17).
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Abbildung 4-17 Senkung der Austauschrate von RHDVb imeren durch die Anwesenheit von
Fucose.Dargestellt sind die Ereignisse mit einer Transfereffizienz zwischen 0,2 und 1 von Messungen Uber 2
Stunden in 5 min Intervallen. Gegenuibergestellt sind die Verlaufe ohne Zucker (schwarzer Kreis), mit 50 mM
&-L-FucOMe (orangene Quadrate) und 50 #ia-Glc-OMe (blaue Dreiecke). Die Anwesenheit &dbn
FucOMefuhrt zur Abnahme der Austauschrate um mehr als den FéakMessungen wurden mit AF488

als Donor und AF647 als Akzeptord der CysteiRunktmutante S386dlirchgefiihrt. Der Puffer enthielt

20 mMNatriumphosphatl00 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEENZ2@ 0,1 mg/mL BSAnit pH 7,3.

Fir die Auswertung wurde eine Summenschwelle von 20 Photonen pro Millisekunde und eine
Akzeptorschwelle von 10 Photonen pro Millisekunde verwendet.
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4.8 pH-Wert abhangige Dissoziatiorvon P-Dimeren

Fur Gll.4 Saga-Pimere kann ebenfalls eine Verlangsamung der Dissoziationskinetik durch die
Senkung des pWertesvon 7,3 auf 5,3 beobachtet wer@inbildung4-18. Dabeiist nach 30

Tagen noch ein linearer Anstieg zu beobachten, weshalb keine Dissoziationsraten bestimmt werden
konntenDur ch di e Zug ab e-L-Fue@Mewahremdvtlerfinkubation &anr( eaneut
eineAbnahme der Dissoziation beobachtet werden. Dabei ist der linearedArgdtieige Zugabe

von Fucose+al langsamer.
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Abbildung 4-18VerlangsamteDissoziation von Gll.4 Saga N373D MDimeren bei pH 5,3 Dargestellt
sind die relativen Anteile der FREGpulation in Abhéngigkeit von dekubationszeit bei 20 °C nach der
Mischung der doneund akzeptormarkierteal®oméanen. Dabei war in (A) kein Zuckadin (B) 40mM
&-L-FucOMe wahrend der Inkubation anwesémdbeiden Fallen isach 30 Tagen noeim linearer Anstieg
zu beobachterFucose senkt den Anstieg um den FakiedMessungen wurden mit AF488 als Donor und
AF647 als Akzeptamd der CysteiRunktmutante V485@Qurchgefiihrt. Der Puffevahrend der Inkubation
enthielt 20 mMNatriumaetat 100 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEHEN®d 0,1 mg/mL BSAeipH 5,3

und wahrend der Messu2@ mM Natriumphosphat00 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEEN2@ 0,1
mg/mL BSAbeipH 7,3 Die Messungen wurden je 30 min durchgefiiitiiesvurde eine Summenschwelle
von 20 Photonen pro Millisekunde und keine Akzeptorschwelle verwendet

Der pHWerthatebenfalls einen Einfluss agin Austauschion RHDVb RDimeren(Abbildung
4-19. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Messungem wliedeatensétze normiert. Daflr
wurde die mittlere Anzahl an Donorfluorophoren im Laserfolarsvendet welche aus den
Korrelationsfunktionen ermittelt wurd@rabeller.3). Bei pH 4,3 ishur ein langsamer Anstieg der
FRET-Ereignisse zu beobachten, welcher dliecBrhéhung des pM/ertes auf 6 umehr alslen
Faktor6 erhoht werden konnte. In beiden Fallen liegt ein linearer Anstieg vor und deutet dabei auf
eine noch nicht weit fortgeschrittene Mischung d@miérehin. Bei pH 7,3 ist nach 2 Stunden
bereits eine Sattigung zu beobachten. Die durch eine exponAnpelsungermittelte
Austausctate liegt be#,8 - 104 si. Bei pH 8 sind sofort nach dem Start der Messung +RET
Ereignisse detektbar und bleiben Uber die Zeit von 2 Stunden relativ konstarii Being 10
sind keiné-RET-Ereignisse zu beobachten.

Die Datenzeigen eimebeschleunigeAustasch der RDimerebei einem Anstieg von pH 4,3 bis
7,3. Die Ergebnisse bei pH 8 bis 10 lasserelsaifalls durch eineermehrte Dissoziation bei
hoherenpH-Werten erklareBei pH 8 konnte die Dissoziatiea schnell sein, dassreits nach
kurzer Zeitdie Mischung der-Bimereim Gleichgewichist. Bei pH 9 und 1Qverden keine
P-Dimere gebildedieFRET zeigerHierfir gibt es zwei Moglichkeiten. DiBifhere kénnten bei
diesen pHNerten nichzu Monomeren disgiseren, wodurch es nicht zur Mischung und samit
keinem FRETSignal kommt. Alternativ werden Monomere gehili@eticht wiederdimerisieren.
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Dem zuvor beobachteten Trend folgend ist die Theorie der Monombesibehem phiVert

wahrscheinlicher.
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Abbildung 4-19pH -Wert abhangige Dissoziationder RHDVb P-Dimere. Dargestellist die durch die

Anzahl der Donorfluorophore @)inormierte Anzahl an FREEreignissén 5 min Intervalle von 2 Stunden
Messungen bpH-Werten von 4,3 bis 1Die EreignisssteigerbeiErhéhung des phiVertes von 4,3 bis 7,3

schneller unthssen auf eine schnellere Dissoziation schliel3en. Bei pH 8 sind konstant Ereignisse zu detektieren
ohne groRRe Veranderungen uber die Zeit. Fir pH 9 und 10 sind auch nach 2 Stunden keine Ereignisse zu
detektierenDie Messungen wurden mit AF488 als Donor und AF647 als Akmeptater Cystein
Punktmutante S386diirchgefihrt. Der Puffer enthielt 20 mM Natriumphosdl@t mM Natriumchlorid,

0,001 % TWEEN20Nnd 0,1 mg/mL BA. Fir die Auswertung wurde eine Summenschwelle von 20 Photonen

pro Millisekunde und eine Akzeptorschwelle von 10 Photonen pro Millisekunde verwendet.

Zu erwahnersind die unterschiedlicheAustauschratebei pH 7,3 verglichen mit der zuvor
erwahnten Messreih&bpildung4-17). Trotz gleicher Messbedingungen sind\dgtauschraten

um denFaktor3 verschiedenDie Messungen erfolgtém unterschiedlichen Wochdn der Zeit
dazwischen wurde das Kokdlmikroskop neu eingesteline absolute Betrachtung der
Austauschratelist folglich nur bedingt mdéglich. Die einzelnen Messreihen erfolgten jedoch
hintereinander, wodurch diastauschraten der Messreierglichen werden kénnen.

In CD-spektroskopische Untersuchungen der RHDVb-®dDmanen konnteein Einfluss des
pH-Wertes auf die Schmelztemperditeobachtie werden (Abbildung 7-14). Dabei sinkt die

Schmelztemperatur bei steigendem\eHt. Folglich hat der phVert einen Einfluss auf die
Austauschrate dermere und auf die Proteinstabilitat

4.9

Beobachtungeiner unerwartetenP-Domanen Population

Fur die Messungen von GIll.4 Saga und RHD\@hnfreren mit Einzelmolek&#RET wurden
Ereignisse mit einer Transfereffizienz vgeresse@bbildung4-13 Abbildung4-20), die nicht
aufnur Donormarkierte Proteine zurigekthriwerden kénnen, de Anwesenheit des Akzeptors
am Dimer mitdirekter Akzeptoranregung Uberprift wuldes heil3t beide Fluorophore sind am
Dimer, jedoch mit einem Abstand der gréRer als der doppelter&disterst Aufgrund der
Fluorophorabstandeije aus der Kristallstruktur ermittelurden Abbildung3-2), waren lediglich
Transfereffizienzegrol3er als O erwartet.
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Fur RHDVb RDimere konnte auRerdem ein Zusammenhang dieser Population mit-‘désrt pH
beobachtet werdefAbbildung4-20). Bei niedrigen pilVerten sind viele Ereignisse mit einer
Transfereffizienz von 0 zu messen. Die Anzahl sinkt dabei mit steigerd&srt.pH

20000 3800
10000 L pH 43 L oo T pH 6 " pH 7.3
2 1200 £ 1200 21200
5o 800 5o 800 & s00
bt b &
(400 400 5400 h-h:
0 0 0
(1 11 (1 v 11 [ !
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Abbildung 4-20 FRET -Population mit einer Transfereffizienz von 0 ist pHabhangig. Gezeigt sind die
Histogramme de2 StunderDissoziationsexperimerdesAbbildung4-19 Die Anzahl an Ereignissen mit

einer Transfereffizienz voridd bei pH 4,3 am grof3ten und sinkt bei steigendeWetEin umgekehrter

Effekt ist fir die FREFPopulation bei einer Transfereffizienz Oghbis 1zu beobachterHier steigt die

Anzahl der Ereignisse bei steigendem pH bis zum pEUHBL 8 ist fast keibdnterschied zu erkennen und

bei pH 9 und 10 sind keine Sigmaldiesem Bereich zu beobachiie. Messungen wurden mit AF488 als
Donor und AF647 als Akzeptond der CysteiRunktmutante S386durchgefihrt. Der Puffer enthielt

20mM Natriumphosphatt00 mM Natriumchlorid, 0,001 % TWEEN® 0,1 mg/mL BSAEs wurde eine
Summenschwelle von 20 Photonen pro Millisekunde und eine Akzeptorschwelle von 10 Photonen pro
Millisekunde verwendet.

Eine unspezifische Bindung des Akzeptors Atto647N konntesibkRoskopischiir Gll.4 Saga
ausgeschlossemrden, da keine CSPs nach Fluorophorzugabe beobachtetAwlnittim@r-13).

Da diese Population fiir mehrere Punktmutanten an verschiedenen Pasiiibfrnteinen
beobachtet wurde, ist die Begriindung durch eine Konformationsanderung unwahrscheinlich. Auch
eine ungeordnete Aggregation scheint keine geeignete Erklarung fir diese Beobachtung zu sein, da
in diesem Fall auch Ereignisse mit hoheren Transfereffizienbathibeto werden mussten.

Ebenfalls &nn eine veranderte FluoropiStabilitat bei verschiedenenYdrten ausgeschlossen

werden, da die verwendeten Fluorophomem gewdahlten Bereiphl tolerantsind (Panchuk

Voloshina et al., 199

Mdgliche Erklarungen bleiben eine andere AnordnungRim&nen zu Pimeren, in welcher

die Fluorophore weit entfernt waren. Alternativ ware eine hohere Oligomerisierung in beispielsweise
Tetramere mdglich. Je nach Anordnungnwviirdeiden Fallemehrere Transfereffizienzen zu
erwarten.Aufgrund der geordneten Anordnuwgren diese Transfereffizienzen nicht zufallig
sondern definierMoglicherweise sind die Ereignisse mit ledhiiaansfereffizierenals erwartet

bei V485C (zwischen 0,6 und 0,8) und bei Q504C (zwischen 0,4 und 0,6) Hinweise auf eine
Oligomerisierung oder eine andere Di@r@entierungAbbildung4-13).
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5 Diskussion

5.1 Ungewohnliche synKonformation des Proteinriickgrats als Ursache

der schnellen Deamidierung von Gll.4 FDimeren
Fur die PDimere dehumanen NoroviruStamme Gll.4 Saga und GlI.4 VA387 konnte trotz einer
Sequenzidentitat von 90 und einer strukturellen Ahnlichkeit mit einem RMSD von 0,4 A
(Creutznachest al.2023kinedreimal schnellere Dearidcung des Asparagins 373 fur Gll.4 Saga
beobachtet werdé@grissek, 2020)nterschiede in der Aminosauresequendamdistidin 297
und dasAsparagin 372lieim Gll.4 Saga®imer ein Arginin und e Glutaminsédurgind Das
Histidin 297efindet sich in einem rdumlich benachbarten Loop von dem Asparagin 373. Dennoch
kommt es beder Angleichungder Sequenzen durch eMeatationzu einem Arginirzu einer
deutlichen Beschleunigung der Deamidieriddmpildung 4-1). Bereits diese Mutationist
ausreichend, ufastdie Deamitkrungskinetik von Gll.4 SagaezteichenDurch die Mutationles
Asparagins 372 zu einer Glutaminsaure wird ebenfalls die Deamidierung beschieallégier
doppelten Punktmutante H297R, N372E von GllI.4 VAS8fie Deamidierustatefast identisch
zu Gll.4 SagaDiese Daten dienten als Grundlegper Publikation, iderdie Deamidierunmit
Peptiden undnit MD-Simulationen genauer untersualntden(Creutznatuer et al., @23)

Untersuchungervon synthetisierten 48er Peptiden, welchdie Sequenz desompleten
deamidierenden Lospenthalten, zeigten eine um einige GréRenordeangangsamere
Deamidierun@Creutznadatr et al., 2(B). Die kombinierte Betrachtung der Ergebnisggesamten
Protein und im Modelpeptid liefert das Ergebnis, dasshdielle Deamidierung des Asparagins 373
durch dieProteinguktur hervorgerufen wirdies ist ungewohnlich, da in den meisten Fallen die
3D-Struktr des Proteins die Deamidierweglangsamind die Vorstellungorherrschtdass die
Aminosauresequebestimmend igRobinson and Robinson, 2001)

Zusatzlich konntevahrendder Inkubation demModdlpeptidedie Deamidierung von mehreren
Asparaginen und auch die Bildung von Aspartat in einem VexudlisisAspartat zu Aspartat
von 4:1 beobachtet werd@reutznaatr et al., @23) Da in den Experimentanit den PDimeren

eine ausschlief3liche Bildung warAspartat zu beobachtest, kann davon ausgegangen werden,
dass di@rientierung im Proteidie Bildung voniso-Aspartat beginstigt oder die Bildung von
Aspartat verhindert.

Die Betrachtung déreien Energlandschaften d&uckgrattorsionswinkel des Asparaging@v3
Gll.4 Sagdiefert eine Erklarung fur die schnelle und selektive Deamidi€reanznacher et al.,
208). Das Asparagin 37desitzt als einziges Asparagin im Protein ein haufigiepep
ungewohnlichésnergieminimion. Dieses Minimuikorrespondiennit einersynKonformationdes
ProteinriickgratéAbbildung5-1). Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Threonin 371
und de Aspaaginsdure 374 stabilisiert dieksgnformation.Im Fall von GIl.4 VA387 wird die
Wasserstoffbriickenbindung seltener ausgebildet undidengymmation ist weniger populiert.

Berechnungen eines Tripeptatissdie gleiche Rickgratkonformation einnimetdas Asparagin
373,erklart die Reaktivité®trieter and Andrew, 201Burch die sy#onformationkommt es zu
einerPyramidalisierurdes Stickstoffs ureiner Rehybridisierung vort gp spg. Als Folgebesitzt
das Stickstadtom ein freies Elekbnenpaar und eine erhdohte Nukleophiedurch der erste
Schritt der Deamidierutgschleunigt wirdiuch die selektive Bildung von-Aspartat lasst sich
uber die syonformation erklaren. So ist neben dkrkleophile des Stickstoffs auch die
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Elektrophiie des Carbonylkohlenstoffs von Asparagin 373 erhohiolgiidh anfalliger fur die
anschlieRende Reaktion miOH

Asn 373

Glu 372 Asp 374

Abbildung 5-1 Schematische Darstellung derreaktiven syn-Konformation des Asparagins 373.
Dargestellt sind die Aminosaurent@minsaure 372, Asparagin 373 und Asg&ddaton der Gll.4 Saga
P-Domane DasRiickgrat deAsparagisliegt in der syonformation G & HA A809 vor. Der erste
Schritt der Deamidierungsreaktion, derkleophile Angriff des Stickstoffs vom Asp3 das
Carbonylkohlenstoff der Asn373 Seitenkisttmit einem orangenen Pfeil dargestellt.

Der Einfluss der Aminosaure 297 aaf @eamidierungsverhalten lasst sich durch die Interaktion

mit den Aminosauren Asparaginsaure 370 und Threonin 371 be{Diademaer et al., 2R

Wie bereits beschriebeatabilisierfThreonin 371liiber eine Wasserstoffbriickenbindung mit der
Asparaginsaure 374 die -Bgmformation des Asparagins 373ie Interaktion mit dem
Threonin371 hat Uber eine Stabilisierung oder Destabilisierung der Wasserstoffbriickenbindung
einen Einfluss aufie Deamidierung. Auch die Aminoséurekarnadurch ihrePositionim durch

die Wasserstoffbriickenbindung stabilisierten Loop direkt neben dem deamidierenden Asparagin 373
einan Einfluss auf die Deamidierungskinetik haben.

Algorithmen zur Vorhersage von deamidierenden Asparaginenrsklitétigzusatzlictliefreien
Energielandschaften deRudgrattorsionswinkel untersuchen, um Asparagine in der
synKonformation und damifisparagine miine erhohte Deamidierungswahrscheinlichkeit zu
detektieren.

5.2 Bewertung potentieller Norovirus Eintrittsinhibitoren

Fur die Entwicklung potentieller Norovirus Eintrittsinhibitoren solfteue Verbindungen
identifiziert werden, welche mit einer verbesserten Affinitdt an die Bindungsstelle der
Blutgruppenantigen@&BGA) binden. Durch die Blockierung der HB@indungsstellsoll der

Eintritt des Norovirus in die Wirtszelle verhindert undieséinfektion bekampft werden.

9 von54Verbindungen der Maybridge Libraog R\bbildungr-3), welche nach vorherigen Studien

an die HBGABindungsstelle binden sol{@ademadr et al., 2A), wurden in dieser Arbeit NMR
spektroskopischweiter untersucht. Dabei konnte fur 7 Verbindungen eine Bindung beobachtet
werden Diese isjedoch nicht an der HBGBindungsstellekalisier{Abbildungs-3). Es konnten

zwei Regionen im Protddestimmt werderdie durch die Bindung der Verbindungen besonders
beeinflusst sind. DiesRegionensind die Dimeriserungsflache der-BPomanen und die
Gallensaurebindestelfebbildung4-3B). Fur einigeVerbindungenler Maybridge Library CR2006

und T2017konnte ein ahnlicher Effekt beobachtet we(déchler, 2019)-Ur die meistedieser
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Verbindungen konnterBindungseffektean der Dimerisierungsflachend ggf. an der
Gallensaurebindungsstelle beobachtet werden.

Gallensauren, wie die Cholsawied hydrophobe Molekile, genauso wie die untersuchten
VerbindungerHydrophobe Interaktionen sind verglichen mit polateraktionen unspezifischer,
weshalb unterschiedliche Verbindungen an dieselbe Bindungstasche bindeNdwenige.
Arbeiten mit Verbindungen der Maybridge Library CR2006 und TS2017 haben einen
Zusammenhang zwischen Gallensdurelder Bindung der VerbindungeahegelegiKuchler,

2019)

Gallensauren und die Maybridge Verbindungen haben niglgideen Einfluss auf didCimere.
Wahrendfur die Gallensauren CA, DCA, GCDCA und CD@ik groRtenCSPsfiur die
Aminosauren 503 bis 50@tektiert werdefCreutznauter et al., @0) sind fur dieMaybridge
Verbindungen audweutliche CSPs an der Dimerisierungsfi&thger RDomé&nen zu beobachten.
Aulerdem konnte fi¥erbindungen, wie die Verbindung ,4lédiglich ein Einfluss auf die
Aminosauren in der Dimerisierungsflache, aber nicht an der Gallenséaurebindoegbattitet

werden Folglich ist davon auszugehen, dass dort eine weitere Bindungsstelle fiir kleine hydrophobe
Molekdle lokalisiert ist.

Weshalb die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen in Kompetitionsexperimenten auf eine
Bindung an die HBGABindungsstelle deutet@ademadr et al., @L1) ist noch nicht geklart. Fir
Verbindungen der Maybridge Library CR2006 und TS2017 wurden ebenfalls kompetitive
Untersuchungen mit Glykanen durchgefiihrt. Fir die meisten Verbindungen wurde in ihrer
Anwesenheit keine Veranderung der Zuckerbindung festgésteliénigen Fallen konnten
Hinweise auf eine kleine Verbesserungen oder Verschlechterungen der Bindungsaffinitat beobachtet
werden (Kichler, 2019) Bindungsstudien von Kohlenhydraten bei  besetzter
Gallensaurebindungstasehayten keinen Einfluasif das Bindungsverhal{@reutznacher et al.,

2Q0)

Die Bindung der Fucosegenden Verbindungen JGIL.78 wund JGIL79 an die
HBGA-Bindungstasche von Gll.4 SagBiferen konnte nachgewiesen werdéi({dung4-2).

Die Bindungsaffinitat von JGII.79 ist dabei vergleichbar mit der von der Fucose alleine, wahrend die
Bindungsaffinitat von JGII.78 um den Faktor 2 verbessert ist-Dier2imtsaure héalglich einen

positiven Einfluss auf die BindudgiBerdem kann angenommen werdass das Sulfamethazin

an der Bindung unbeteiligt ist.

Mit JGII.78 konnte eine synthetische Verbindung gefunden vadieeere destarksten Bindungen

an die GIll.4 FDimere aufweist(Creutznackr et al., @1) Aufgrund der relativ leicht
modifizierbaren Synthese der Verbindung zur Erzeugung neuer Strukturen ist JGII.78 ein gut
geeigneter Start eines potentiellen Norovirusinhibitors. Jedoch muss die Affinitdt noch deutlich
verbessert werden. Dies konnte durch gazielte Optimierung der Struktur durch beispielsweise
MD-Simulationen erfolggAlonso et al., 2006; Chen, 202bifgrund der unveranderten Affinitat

von JGII.79 im Vergleich zur Fucose, sollte im ersten Schritt das Batiaraisgewechselt
werden

Fur die Influenza von Vdgeln konnte durch eine Verknupfung von drei Sialins@arensitarer
Inhibitor entwickelt werde(\Waldmann et al., 2014)abei sind die drei Bindungstaschen des
HemaglutinifTrimers 45 A voneinander entfernt. Ein analoger Ansatz kénnte fur die hier
untersuchte Verbindgen JGII.78 oder einer weiter optimierten Verbindung durchgefuhrt werden.
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Die HBGA-Bindungstaschen im Dimer sind circa 25 A voneinander entfernt. Falls notwendig
konnten auch weitere Bindungstaschen im Kapsid bedient werden. DieBiHBGRystasche
benachbarter VPRimere ist circa 75 A entferfRademdwer et al., 201) Die Entwicklung der

Linkerist nicht trivial. Sterische Probleme sind moglich, weshalb die Lange und Eigenschaften des
Linkers auf das Protein angepasst sein missen, um Multivalenz zu erfBigifotreet al., 2018)

Auch die untersuchten Verbindungen der Maybridge Library Ro5 kommen fir die Entwicklung von
Inhibitoren in BetrachtDurch das unerwartete Bindungsepitop waren diese Verbindungen
ungeeignetum die Glykanbindung zu verhindern, jedoch kann auch eine Blockierung der
Gallensaurebindungstascleen Ansatz der Infektionsbek&mpfursgin In  menschlichen
DarmEnteroiden aus Stammzekemnte eine signifikante VerbessedanmgeplikatiorvonGll.4
Norovirendurch die Anwesenheit von Gallenséduren beobachtet \({Ettdgddi et al., Q16) Fur

eine Blockierung dieser Bindungstasche mussten diese Verbingitegemwickelt werden und

auch das Problem depgeringen Loslichkeit in Wasser bei gleichzeligidrehaltung der
Bindungseigenschaften geldst werden.

Interessant ist auch die beobaeht®indung der Maybridge Verbindungen an die
Dimerisierungsflachal§bildung4-3) fir die Entwickungmadglicher InhibitorerDiese Bindung ist
noch weitestgehend unerforsdhfgrund der Position der Bindungstasche im Dikaen die
Hypothese entwickelt werden, dass diese VerbindungeiidierE stabilisieren kénntend
damit eine Infektion erschweren oder verhind#mZuganglichkeit der Bindungssteliied im
komprimierten Zustand des Kapsids (s. Kapifed wahrscheinlich nur eingeschrankt maglich
weshalldie Weiterentwicklurdgr Verbindung erschwert werden kénnte

5.3 Bedeutung der RHDVb Bindungsstudien

NMR-spektroskopische Untersuchungen konnten eine Faltungeldenbinant inE. coli
produzierten RHDVIP-Doméane nachweiseflibildungs-4, Abbildungd-5). AuRerdem konnia
smFRET Untersuchungen d&B886C PunktmutantEne Transfereffizienzon 0,45beobachtet
werden,die mit dem erwarteten Abstand in der Kristallstruktur (RBBBZ) Ubereinstimmt
(Abbildung3-2, Abbildung4-20). TRACT Experimentiéeferteneine Rotationskorrelationszaain
24ns, welche vergleichbar mit bereits ermittelten Rotationskorrelatioaszigiten FDimere ist
(Creutznacher, 2020; Mallageet al., 2®; Ogrissek, 202@ie Kombination dieser Ergebnisse
lasst annehmen, dass eine korrekte Faltung des Proteins vorliegt.

Mit Hilfe derhier erstmaligurchgefuhrtedH, 1N-Isotopenmarkieng vonRHDVb P-Dimeren
konnte die Bindung voKohlenhydraten, Metallionen und Gallensduren nachgewiesen werden
(Tabelles.1).

Die Bindung vom Hrisaccharid Typ Il aber nicht vom Typ | wurde bereits fir das klassische
RHDV und RHDVb beobachtg¢Nystrom et al., 2011; Rademacher €2C48) In dieser Arbeit

wurde die Bindung vom-Hisaccharid an die RHDVbD®mane weiter untersucht. Dabei konnte

keine Bindung fiir das-Hisaccharid Typ | beobachtet werden und eine Bindung fir das
H-Trisaccharid Typ Il mit einer Affinitat von 4,1 mM bestimenden. Die Spezifitat fir die Typ
Trisaccharide lasst sich Uber die Bindungstasche in der Kiristallstruktur begriinden. Bei
gleichbleibender Position der Fucose und Galactose wiirde eine Anderungl ZurisaBgharid

die Orientierung der-Rcetylglucee so verandern, dass diddétylgruppe mit den Seitenketten

des Proteins kollidiert. DasTHisaccharid Typ | wird also aus sterischen Grinden nicht gebunden.
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AuBerdem konnte fur einen Grol3teildigrch die Bindung vom-Hrisaccharid Typ Il beeinflussten
Signale ein intermediarer Austausch beobachtet wBrlenntermediare Austausch liefert
Informationen Uber id Dynamik der BindungAufgrund des beobachteten intermediaren
Austausch fir die Bindung vom-Hirisaccharid kann eine Austauscheate Her GréRenordnung
der Differenz der Resonanzjnenzen des ungebundenen und gebundenen Zustgedesmmen
werden(Mittermaier and Kay, 200@)nter der Annahme, dass die Resonanzfrequenzdifferenz
vergleichbar mit delurch die FucosBindung is{Abbildung4-8), kann eine Austauschrateler
GroRRenordnungoncirca 100-sbestimmiverdenEine alternative Erklarung derschwindenden
Signale ist eingeranderung der Proteindynamikddieh die Bindung des Liganden ausgeifist
Tabelle 5.1Zusammenfassung der Bindungsstudien an die RHDVb #omane. Aufgelistet sind dimit
NMR-Spektroskopiauf Bindung untersuchtdéfohlenhydrate, Metallionamd Gallenséduremabei sind

Ergebnisse mit einer beobachteten Bindung mit einem + und ohne Bindung nigekemzeichnet. Falls
vorhandensinddie ermittelten Bindungsaffinitarfgelistet.

Kohlenhydrate

Kp=45mM + 7 mM
Kp =26 mM £6mM

aL-FucOMe (beipH* 7,3)

&L-FucOMe (bepH* 5,3 und 23 mM @y
H-Disaccharid

H-Trisaccharid Typ | -
H-Trisaccharid Typ Il

+ + +

+

Kp=41mM=+16mV

Metallionen

Car
K+ -
Zn2* +

Mg+ -

+

Kp=3,2mM % 0,3 mV

Gallenséauren

CA +
CDCA -
GCDCA -
GCA -
TCA -
TCDCA +

STD-NMR-Untersuchungedes klassischen RHDV zeigtieBindung des HDissaccharids und

der Fucos€Rademaddr et al., 2@). Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit fir das RHDVb
ebenfalls beobachtet werden. Aul3erdem kaastdBindungsmotiv desMsaccharids genauer
charakterisiert werdeAbpildung4-7C). Dabei wird die entscheidende Rolle der Fucose bei der
Bindung deutlichdiebereits aus der Kristallstruktur erwartet w{lrelethdd et al., @15)

Interessanterweise konnte eine Modulierung der Zuckerbindung an die RHIbreP
beobachtet werdenAlgbildung 4-8, Abbildung 4-11). Es konnte eineVerbesserung der
Bindungsaffinitéiir Fucoseim fastden Faktor 2 beobachtet werden. Dabei ist unklar, ob der pH
Wert oder die GaBindungdie Zuckerbindung beeinflusst. Moglicherweise haben auch beide
Veré&nderungen einen Einfluss auf die BindRiege Modulierunder Zuckerbindunigbnnteeiren
essentielfeTeil der Wirtszellerkennudgrstellen und sollte in Zukunft genauer untersucht werden.

Es konnte ebenfalls die Bindung von Gallensauren beobachtet Albildor(g4-12). Diese ist
spezifisch fur Cholsdure (CA) und Taurochenodeoxycholsédure (TCDCA). Fir humane,Noroviren
dem murinerNorovirusund demPorcineEnteric CaliciviruswurdenGallenséuren als relevanter
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Faktorbeider Infektion beschriebé@reutznacher et al., 2020; Ettayebi et al., 2016; Nelson et al.,
2018; Shivanna et al., 20Es wird angenommen, daspithelzellen, welche die HBGAs
exponieren, von RHDV infiziert werd@brantes et al., 22) Diesekbnnen in den Atemwegen

und dem Verdauungstrakiefunden werdenDie Infektionen laufen dabeiwahrscheinlich
Uberwiegend Ubden fakabralen Weg affbraries et al., 2@). Die Infektion von RHDV findet

also in der Gegenwart von Gallensauren im Darnuistbkonnten ein entscheidender Fal&or

der Infektion sein.

5.4 Dissoziationsverhalten verschiedener P-Dimere im Kontext der
Kapsiddynamik

Durch die Bindung von Fucose konnte fir Gll.4 Saga und RHEMm&e mit Hilfe von

smFRET ein verlangsamter Austausch der Dimere beobachtet(®ebildong4-16, Abbildung

4-17). AuRerdenkonnte ein langsamer Austausch bei sauréWegrtén und ein beschleunigter

Austausch bei einer pNertErhohung festgestellt werdébildung4-19).

Ein Einfluss des phlVertes auf das Dimerisierungsgleichgewicht wurde bereits fDirder&des
murinen Norovirus (MNM) beschriebgMaass, 2023pabei wurdeineDissoziation der Dimere

bei Erhéhung des pMVertes beobachtdDer Trend ist fur das humane Norovirus Gll.4 Saga,
RHDVb und MN\£1 identisch und kdnnte ein Hinweis auf einen konservierten Mechanismus sein.
AulRerdem konnt&ir MNV-1 durch die Senkung des fittertes ein Wechsel vom expandierten
Zustand des gesamten VP1 Proteins zum komprimierten Zuskdniidupg 2-4) beobachtet
werden(Song efal.,, 2020)Da der Trend der Dimerisierung fur die Gll.4 Saga und RHDVb
P-Dimere vergleichbar ist mit dem von MilMst zu vermuten, dass auch fir die Kapside dieser
beiden Viren ein Wechsel zwischen einem expandierten und komprimierten Zustand maoglich ist und
durch den pHWNert reguliert wird. Da ebenfalls die Zuckerbindungn efinfluss auf die
Dimerisierundnat, kdnnte dies ein weiterer Faktor in diesem GleichgegiohDie biologische
Funktion der Kapsidkonformationen ist bis heute nicht bekannt. Mégligin@&chutzies Virus

vor dem Immunsyste(®mith and Smith, 2018uf3erdem kdnnte die Dimerisierung und mogliche
Kapsidkomprimierung die Kapsidstabilitat erhéhen und dagig@ushdie saure Umgebung im
Magen uberstehen.

Interessanterweidauft die Dissoziation der -Bimere fir das humane Norovirus Gll.4 Saga,
RHDVb und MNM1 auf drei unterschiedlichen ZeitskalenWahrend die Dissoziation von
MNV-1 Dimeren im Bereich einer Sekunde al{i@tgutzneher et al., 2022verden fur RHDVb
mehrere Minuten bis Stunden und fur Gll.4 Saga Tage und Wochen BeEndegiMechanismus
der Virusinfektion noch nicht geklart istaisthder Einfluss debissoziationsrate dexDimere
auf die Infektion unbekannt.

Da fur RHDVbin dieser Arbeit die Bindung von Metallionen und Gallensauren beobachtet wurde
(Tabelles.1), kbnnen auch diese auf ihren Einfluss auf die BAostausctate untersucht werden

Auch fir Gll.4 Saga wurde die Bindung von Metallionen und Gallensauren beobachtet
(Creutznacher, 2020)d kdnnte untersucht werdBra die Gallensaure GCDCA und eetallion

Ca+ einen nachgewiesenen Einfluss auf die Dimerisierung vorl NDimeren und dessen
Kapsidkonformation habéMaass, 2023; Nefset al., 2(R), kdnnte auch fir die beiden anderen
Viren eire Beeinflussungorliegen.
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5.5 Bewertung von SsmFRET zur Ermittlung von Homodimer-

Austauschraten
Die EinzelmolekiForsterResonanzenergietransf@emFRET) Mikroskopileat die Untersuchung
von verschiedenen Austauschw. Dissoziationsraten von Homodimezamoglicht/Abbildung
4-15 bis Abbildung4-19. Dabei besitzt diese Techaikige Vorteile gegeniber itevorherigen
ArbeitenverwendetetonenAustauschchromatograp(iieX) (Ogrissek, 2020)

Im Fall der IEX werden die Protdiimere nach Ladungsterschieden aufgetrennt. Diese missen
durch einéviutationin das Protein eingebracht werdéuatationenin denen Ladungen verandert
werden, koénnen dabei leichter die Eigenschaften des Proteins vefaindesmFRET
Untersuchungekann eine Mutatiofiir die Fluorophormarkierumgtwendig seirDiesekénnen
aber so gewahlt werdelass @ Veranderungen im Protein minimal sfain Beispieveréndert

die Mutation eines Serins zu einem CyslieinEigenshaften nur geringda lediglich die
Hydroxygruppe gegen eine Thiolgruppe getauscht wird

Ein weitereNorteil der smFRE-Mikroskopie istlie MoglichkeitauchschnellAustauschprozesse

zu untersuchen. IEX ist limitiert durdle Dauer deeinzelnen chromatographischeémfe von
circaeinerStundeProzessaliein der GréRenordnung von Stunden oder noch schneller aplaufen
kdnnen folglich nur schlecht oder nicht abgebildet wedeamFREIMikroskopie konnen die
Prozesse im Bereich vamenigen Minuten und langer aufgrund der kontinuierlichen Detektion
untersucht werden. Mit IEX wére die UntersucimamgRHDVb RDimer Austauschraten nicht
mdglch gewesen.

Mit Hilfe der smFREIMikroskopie kdnnen ohnegroBe Einschrankungen verschiedene
Bedingungefiir Veranderungen von Austauschrafetestet werden. DdexaFluorophoreeine

grof3e pHWert Toleranz von pH 4 kgl 10besitzerfPanchukv/oloshina et al., 29) kanndiese

fir Messungenproblemlos variiert werderEs reichen bereits wenige Mikroliteom
fluorophormarkierten Protein nderinger nanomolar&onzentration. Aufgrund des geringen
Probenvolumengerdenebenfallswur geringe Mengeron mdoglicherieurenLiganden bendtigt

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Fluorophore sollte bei der Verwendung von
hydrophoben Liganden, wie der Gallenséauren, besonders auf Kontrollexperimente geachtet werden.
Der Ligand kdnnte mit dem Fluorophor interagierendumch Quenching die Vergleichbarkeit
erschweren.

Prinzipiell ist die Untersuchung der Austauschraten von Dimeren auch ohne eine gepulste Anregung
des Akzeptors oder auch als Ensemblemessung moglich. Die Einzelmolekilexperimente
ermoglichen jedoch die Untersuchung von Subpopulationen, welche durchittéfie gaalyse

in Ensemblemessungen nicht beobachtet wkideen
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5.6 Zusammenfassung und Ausblick

Ich konnte in meiner Arbeit zeigen, dass die beschleunigte Deamidierung des Asparagins 373 im
humanen Norovirus Kapsidine Folge der speziellen raumlichen Struktur und nicht der
Aminosauresequenz,istie es aus Vorarbeiten erwartbar gewesen Diardlutation einer
Aminosauran einem benachbarten Lobat die Halbwertszeit des Asparagins mehr als halbiert.
Durch dieKombination mit MDSimulationenwelchein Kollaboration durchgefiihrt wurden,

konnte eine ungewdhnliche4$anformation des Proteinriickgrats vom deamidierenden Asparagin

als Ursachder schnellen Deamidierung identifiziert werden. Als Ergebnis dieser Untersuchungen
sollten zukinftige Vorhersatgorithmen zur Deamidierurebenfallsdie Anwesenheit von
Asparaginen mit s\qfonformation prién.

Fur eine synthetischeFucosdragende VerbindungJGIL.78, konnte eine verbesserte
Bindungsaffinitat an Gll.4 Sag@dimere beobachtet werdddabei ist die Bindung vergleichbar

mit einer der starksteratirlichen LigandeRiese Verbindung ist aufgrund der vergleichsweise
einfachen Synthesés Startpunkfiir die Entwicklung eineslorovirusinhibitors geeignet. Eine
Optimierung der Bindungseigenschaften kénnte deirod mit MDSimulationen gezielte
Anpassung der Strukuuoler durch die Erzeugung von Nualtlenz erreicht werden. Letztere kdnnte
durch die Verknupfung von zwei Verbindungen mit einem Linker und einer gleichzeitigen Bindung
an beide HBGAindungstaschen eine®Pnerserreicht werden

Es konnten zwei Bindungstaschentfiiteine hydrophobe Verbindungen der Maybridge Library
Ro5 an die Gll.4 SagR-Dimere lokalisiert werden. Dabei ist eine identisch mit der bereits
identifizierten Gallensdbmedungstasche und die andere befindet sich an der Dimerisierungsflache
der RDomanenDie Bindungsaffinitat daferbindungen kénnte weiter optimiert werdendumch

die Blockierung dieser Bindungstasaiea weitere Moglichkadarstelleneinen Inhibitor fir
Noroviren zu entwickeln.

Die RHDVb RDomaéne konnte erstmals isotopenmarkiert produziert und gereinigt darden.
NMR-Bindungsstudien wurde eine spezifische BindumgHs@risaccharid Typ Imit einer
Affinitat von 4,1 mMund keine Bindung fiir dasTHisaccharid Typ | beobachtBie Fucose
interagiert am starkstemt dem Protein und bindet bereits als Monosacchaifiérdem konnte
die Bindung verschiedener Metallionen argtmalig fir RHDVbvon Gallensauren detektiert
werdenEine verbesseriicker#finitat konnte nach der Senkung desvgettes ungleichzeitiger
Zugabe von Cabeobachtet werden. Diese Ergebmisaten auf eine modulierbare Glykanbindung
des RHDVb Kapsids hinvelchesinen essentiellen Teil der Virusinfektion sein kdasteollten
weitere Untersuchungetturchgefiihrt werden, urden Einfluss derBindung vonZucker,
Metallionen und Gallensaujeweils untereinandeu bestimmerum so ein besseres Verstandnis
fur die Funktionm Infektionszyklus zu gewinnen.

Dissoziationsbzw. Austauschratenn Gll.4 Saga und RHDVB-Dimerenkonnten mit Hilfeder
smFRET Mikroskopiermittelt werden. Dabei konrite beide Virerinespezifische Senkung der
Raten und damit Stabilisierung d&ifere durch die Bindung von Zuckern beobachtet werden.
Der pHWert hatebenfallginen entscheidenden Einflla& RDimere vom humanen Norovirus
Gll.4 Saga und RHDVb konnteei sauren pAlVertenein verlangsamter Austausch beobachtet
werden.Durch die Veranderungen in der Stabilitdit der Dirk@naten, besonders in der
expandierten Kapsidforrmeue Bereiche im Protein zuganglich und so die Wirtszellbindung
moduliert werdembieseUntersuchung voAustauschraten mit smFRET Mikroskagligeeignet
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umweitereParametezu untersuchen, die einen Einfluss aubdisoziation von®imeren haben
koénnten wieMetallionenund Gallensaurebindung
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Anhang

7 Anhang

7.1  Strukturformeln der verwendeten Verbindungen
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Abbildung 7-1 Strukturen der untersuchten KohlenhydrateDar gest el I 't -k-Fue@Med i e Fuc
(Carbosynth), das-Blisaccharidhgusintern synthetisiert von W. Hellebrandt) und deskiccharid Typ |
und Typ Il (synthetisiert von P. Meloncelli und T. Lowary, Univeristy of AMettmcelli and Lowary,

2010). Die Trisaccharide besitzen ei®kienl-yl Aglycon, welches fiir weitere Verkniipfungen genutzt
werden konnte.

Sulfamethazin o,
\\ / \(‘S/ \\ / \(‘P/
HiC o o °
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Abbildung 7-2 Strukturformeln der Fucosetragenden synthetischen Verbindungen JGII.78 und
JGIL.79. Fir JGII.78 wurden die drei Komponenten WerbindungenFucose, Sulfamethazin und 2
Fluorzimtsaure beschriftet. JGII.78 wurde durch J. Guiard und P. Kitov, University of Alberta, und JGII.79
von S. Mucke und L. Hartmann, Heinrich Heine Universitat Dusseldorf, synthetisiert.
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Abbildung 7-3 Strukturen der untersuchten Verbindungen der Maybridge Library Ro5.
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Anhang

lonenaustauschChromatogrammeder VA387 Deamidierungkinetik
H297R, N372E
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Abbildung 7-4 lonenaustauschChromatogramme fiir die Ermittlung der Deamidierungskinetik des
N373 der Punktmutanten der PDoméne des humanen Norovirus Gll.4 VA387Dargestellt sind die

Chromatogramm@ir die Punktmutanten H297R und N372E sowie der doppelten Punktmutante H297R,
N372E iD373/iD373 Dimere eluieren zuerst gefolgt von N373/iD373 Dimeren und abschlieBend
N373/N373 Dimeren.Der relative Anteil des N373/N373 Peaks wurde fir die Ermittlung der

Deamidierungate in Abbildung4-1 verwendetDie Inkubation der Proben erfolgte bei’@5in 75 mM
Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid bei pH F8r die Chromatographie wur@®d mM

Natriumacetatpuffer pH 5y&rwendet und Uber einen Salzgradiente® voll bis 195 mM NaCl Uber 13

Saulenvolumesluiert.
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7.3 Bindungsuntersuchung der Verbindung JGI.79 an Gll.4 Saga
P-Dimere

Abbildung 7-5 Die synthetische Verbindung JGII.79 bindet an die Gll.4 SagaPomane. Gezeigt sind
IH,1N-TROSY-HSQGSpektren der Gll.4 SageDBméane mit steigender Konzentration der Verbindung
JGII.™ von OmM bis198 mM mit einem Farbgradienten von schwarz bis orange. Dabei sind CSPs einiger
Signale von bis A0Hz zu beobachten. Die Proteinkonzentration betrug 149 uM. Der Puffer enthielt 75 mM
Natriumphosphat, 100 mM Natriumchlorid bei einem\Mett von 7,3.
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