Ganglioside

Angewandte

DOI: 10.1002/ange.201004116

Rhesus-Rotaviren erkennen Glykane des GM3-Gangliosids™*
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Rotaviren sind die Ursache schwerer Magen- und Darment-
ziindungen, sowohl bei Menschen als auch bei Tieren. Mit
weltweit mehr als 650000 Todesfdllen pro Jahr stellen Kinder
die groBte Risikogruppe dar."! Fiir die Entwicklung neuer
Impfstoffe sowie Arzneimittel mit Breitbandwirkung ist es
unerldsslich, Informationen iiber die Wechselwirkung der
Viren mit den Glykanen auf der Oberfldache der Wirtzelle zu
erhalten. Vor diesem Hintergrund haben wir kiirzlich die
erste NMR-basierte Strukturanalyse zur Wechselwirkung und
Glykankartierung von GD1a- (1) und GM1-Gangliosiden (2)
mit dem rotaviralen Oberflichenlektin VP8* beschrieben,
das rekombinant aus zwei unterschiedlichen Rotavirusstim-
men produziert wurde.!

Wir konnten eindeutig zeigen, dass die Sialinsdure- und
Galactoseeinheiten am nichtreduzierenden Ende der Gly-
kanstruktur essenziell fiir die Zellerkennung der Rotaviren
sind. Hier versuchen wir, unsere bisherige Arbeit zur Kar-
tierung von Rotavirus-Glykan-Wechselwirkungen und zur
allgemeinen Glykobiologie von Rotaviren zu komplettie-
ren.] Wir berichten iiber die Wechselwirkung intakter, in-
fektioser Rotaviruspartikel mit einem weiteren, (gleicher-
maBen) wichtigen Rotavirusrezeptor, dem GM3-Gangliosid.
Weiterhin beabsichtigen wir die Fragen zu beantworten, ob
eine hohere Proteinvalenz (mehrere VP8*-Kopien) sowie
eine Aktivierung mit Trypsin einen Einfluss auf die Virus-
Glykan-Erkennung haben.®” Ferner beschreiben wir Sétti-
gungstransfer-Differenz(STD)-NMR-Experimente, die ge-
meinsam mit zellbasierten Experimenten neue strukturelle
und funktionelle Erkenntnisse tiber die Erkennung der Gly-
kanstruktur des GM3-Gangliosids (3, a-GM3, NeuSAca-
(2,3)Galp(1,4)Glc) durch Rhesus-Rotaviruspartikel liefern.

Die STD-NMR-Spektroskopie!®” ist eine sehr effiziente
Methode zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
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Viren und ihren Liganden, da die starke Linienverbreiterung
der Viruspartikel eine Sittigung ermoglicht, ohne die NMR-
Signale des Liganden zu beeinflussen. Bis jetzt wurden nur
wenige STD-NMR-spektroskopische Studien mit intakten
Viruspartikeln verdffentlicht. Interessante Beispiele sind
NMR-Studien vom humanen Schnupfenvirus,'” virusihnli-
chen Partikeln, die das H5-Héamagglutinin der Vogelgrippe-
viren enthalten,""! sowie von virusdhnlichen Partikeln der
hamorrhagischen Krankheit der Kaninchen.'? Ein besonde-
rer Vorteil der Verwendung von intakten Viruspartikeln fiir
Bindungsstudien liegt darin, dass der Einfluss der dufleren
Virushiille bei der Zellerkennung nicht vernachléssigt wird.
Daher stellt diese Methode eine aus biologischer Sicht at-
traktive Alternative dar, um Virus-Wirtzell-Wechselwirkun-
gen zu analysieren.

Abbildung 1a und b zeigen das '"H-NMR-Spektrum von a-
GM3 (3) sowie das entsprechende STD-NMR-Spektrum von
3 im Komplex mit Rotaviren, die nicht mit Trypsin behandelt
worden sind. Das STD-NMR-Spektrum von 3 in Komplex mit
trypsinaktivierten Rotaviren ist in Abbildung 1c dargestellt.
Eine genaue Betrachtung dieser Spektren zeigt, dass die
Rotaviruspartikel die Verbindung 3 binden. Starke STD-
NMR-Signale der N-Acetylgruppe (NHAc, 6 =1.95 ppm)
konnen sowohl fiir Komplexe mit trypsinbehandelten als auch
fir solche mit nichtaktivierten Viren beobachtet werden.
Zusitzlich sind STD-NMR-Signale fiir die axialen (H3,,) und
dquatorialen Protonen (H3,,) der Sialinsdure zu erkennen.
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Abbildung 1. a) 'H-NMR-Spektrum des a-GM3-Gangliosids (3),

b) STD-NMR-Spektrum von 3 im Komplex mit RRV-Partikeln und

c) STD-NMR-Spektrum von 3 im Komplex mit RRV-Partikeln, die
vorher mit Trypsin behandelt wurden. Alle NMR-Spektren wurden bei
einer Feldstirke von 600 MHz und einer Temperatur von 288 K aufge-
nommen. Tris = Tris(hydroxymethyl)aminomethan. d) Verbindung 3
(Stabmodell) in der Bindungstasche des RRV-VP8*-Proteins in einer
Konformation, bei welcher der Abstand zwischen dem H3-Proton der
Galactose und H3,, der Sialinsdure 4.4 A betragt.

Ein detaillierter Vergleich der STD-NMR-Spektren aus Ab-
bildung 1b und c zeigt, dass die Trypsinaktivierung der Vi-
ruspartikel das Bindungsepitop von 3 nicht verdndert. Diese
wichtige Beobachtung ist ein klarer Hinweis darauf, dass eine
Aktivierung der RRV-Partikel mit Trypsin fiir die Ligan-
denbindung (Adhision) nicht essenziell ist, und stiitzt daher
die Hypothese, dass eine Virusaktivierung durch Proteasen
eine groBe Rolle beim Zelleintritt der Rotaviren spielt. In-
teressanterweise konnte auch ein STD-NMR-Signal von
mittlerer Stirke fiir das H3-Proton der Galactoseeinheit (6 =
3.85 ppm) detektiert werden. Diese Beobachtung bestétigt
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die Ergebnisse unserer kiirzlich veroffentlichten Studie, bei
der komplexere Glykanstrukturen verwendet wurden,™ ist
jedoch nicht mit der Annahme vereinbar, dass die Aglykon-
einheit keine Rolle bei der Bindung von sialinsdurehaltigen
Glykanen an das RRV-VP8*-Protein spielt.!"”

In einer anderen Studie berichteten wir, dass die Sialin-
sdureeinheit des verwandten Thiasialosids 4 (NeuSAca(2,6)-
S-Galp1Me) im Komplex mit rekombinantem RRV-VP8%*-
Protein hauptsichlich an der Bindung beteiligt ist, wobei die
Galactoseeinheit von 4 iiberwiegend dem Losungsmittel zu-
gewandt ist.’! Die unterschiedlichen Wechselwirkungen der
Galactoseeinheiten von 3 und 4 konnen damit erklirt werden,
dass das Glykan 4 a(2,6)-glykosidisch verkniipft ist, wahrend
das Glykan 3 eine a(2,3)-glykosidische Bindung aufweist. Der
zusitzlich vorhandene w-Torsionswinkel der a(2,6)-glykos-
idischen Bindung trigt auerdem zur groferen Flexibilitat
des Glykans bei. Diese ist verantwortlich fiir die Bildung
eines Bindungsepitops, in dem das Protein stark mit der Si-
alinsdure wechselwirken kann, aber nur spirlich mit der
Galactoseeinheit.”!

Verglichen mit dem rekombinant hergestellten VP8*-
Protein mit einem Molekulargewicht von nur etwa 18 kDa
stellt das ca. 100 nm groBe Viruspartikel (ca. 74 MDa) ein
supramolekulares Konstrukt betridchtlicher GroBe dar. Der
Einfluss dieses Groenunterschieds auf den Séttigungstrans-
fer sollte nicht auB3er Acht gelassen werden, da die Korrela-
tionszeit groferer Viruspartikel automatisch in effizienterer
Spindiffusion und folglich auch in einem stidrkeren Satti-
gungstransfer resultiert. Um Aussagen iiber die Konformati-
on von 3 im gebundenen Zustand zu treffen, wurden zusétz-
lich NOE- und trNOE-NMR-Spektren aufgenommen. Die
Effizienz dieser Vorgehensweise wurde bereits fiir das
humane Schnupfenvirus HRV2 beschrieben.!'”! Wir haben die
biologisch aktive Konformation des Sia-Gal-Fragments von 3
sowohl im Komplex mit Rotaviren als auch mit rekombi-
nantem VP8*-Protein bestimmt (siche die Hintergrundin-
formationen). Die Verbindung 3 wurde zusitzlich mithilfe
von Molekiilberechnungen in die Struktur des VP8-Proteins®
eingepasst (siche die Hintergrundinformationen).”! Diese
Rechnungen zeigen eindeutig, dass sich sowohl die H3-Pro-
tonen (H3,, und H3,,) und die Methylprotonen der N-Ace-
tylgruppe an CS der Sialinsdure als auch das H3-Proton der
Galactoseeinheit in unmittelbarer Ndhe zum Protein befin-
den miissen. Diese Beobachtung stimmt sehr gut mit der
STD-NMR-Analyse iiberein.

Wir konnten kiirzlich zeigen, dass verwandte CRW-8-
Rotaviren nur GDla, aber nicht das Gangliosid GM1 er-
kennen. Aus diesen Ergebnissen haben wir gefolgert, dass die
Sialinséureeinheit am nichtreduzierenden Ende des a-
GD1a(1)-Gangliosids fiir die Bindung der CRW-8-Rotaviren
an die Wirtzelle zwingend erforderlich ist. Es lésst sich daher
spekulieren, dass die interne Sialinsdureeinheit von 1 in einer
zweiten Bindungstasche koordiniert werden muss.? In dieser
Arbeit konnten wir zudem zeigen, dass das Bindungsepitop
des Sia-Gal-Fragments auf beiden Zuckerstrukturen der
Ganglioside 1 und 3 identisch ist. Wir stellen daher folgende
Hypothese auf: Das Sia-Gal-Fragment des a-GM3-Ganglio-
sids (3) wechselwirkt ausschlieBlich mit der Sialinsdure-Bin-
dungstasche der hochsten Affinitit und imitiert damit das
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Sia-Gal-Fragment am nichtreduzierenden Ende des a-GD1a-
Gangliosids (1).

Unter Beriicksichtigung dieser und anderer veroffent-
lichter Daten!®*!*!% schlagen wir weiterhin vor, dass die Li-
ganden mit groBer Bindungsaffinitét, insbesondere die Gan-
glioside GM3, GM1 und GDl1a, sehr wahrscheinlich multi-
valente a(2,3)-Sialinsdure-Glykokonjugate sind, obwohl eine
Reihe von Sialinsduren mit unterschiedlichen glykosidischen
Verkniipfungen vom VP8*-Protein der Rotaviren erkannt
werden. Diese Hypothese stimmt hervorragend mit der Tat-
sache iiberein, dass sich hochkomplexe Ganglioside auf der
Oberfliche von Darmzellen befinden.™ Um die NMR-Daten
zu bestitigen, wurden zusitzlich RRV-Infektionstiter™® in
Gegenwart des Anti-GM3-Antikérpers GMR6!'” bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass dieser GM3-Antikorper si-
gnifikant die Infektion durch Rhesus-Rotaviren mit durch-
schnittlich (30 £ 5) % bei einer Konzentration von 20 pgmL ™!
(p <0.0001) und (37+3)% bei einer Konzentration von
40 pgmL™" (p <0.0001) inhibiert. Dieses Ergebnis lasst
darauf schlieBen, dass Rotaviren und GMR6-Antikorper si-
multan um Rezeptoren konkurrieren, die einer GM3-Struk-
tur dhneln (Abbildung 2a). Interessanterweise wurde eben-
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Abbildung 2. a) Inhibition der RRV-Rotavirus-Infektion durch die
Zugabe des Anti-GM3-Antikérpers (Ab) GMR6. b) Dieser Antikérper
zeigte aber weder Wirkung in Gegenwart des GM1-Liganden noch bei
der Zugabe von Choleratoxin B (CTB). Als weitere Negativkontrolle
wurde der Infektionstiter auch in Gegenwart von 1.0 pgmL™" hitzeinak-
tiviertem CTB bestimmt (CTB 1.0 (inakt.)). Fehlerbalken veranschauli-
chen die Standardabweichung.

falls gefunden, dass das Choleratoxin B (CTB) bei einer
Konzentration von 0.1 oder 1.0 pgmL™" (0.3<p <0.5; Ab-
bildung 2b) die Zellinfektion durch Rhesus-Rotviren nicht
signifikant inhibiert. Daraus folgt, dass Rhesus-Rotaviren
keine GM1-dhnlichen Rezeptoren zur Zellbindung und -in-
vasion benoétigen. Auch dieses Resultat ist in sehr guter
Ubereinstimmung mit unserer kiirzlich veroffentlichten
Studie, die gezeigt hat, dass verwandte CRW-8 Rotaviren eine
Sialinsdureeinheit an dem nichtreduzierenden Ende des
GD1a-Gangliosids fiir eine effektive Infektion und Zellin-
vasion benétigen.?

Um den Einfluss der Galactoseeinheit von 3 zu untersu-
chen, wurde das Bindungsepitop von Methyl-a-D-N-Acetyl-
neuraminsidure (Neu5Aca2Me, 5) im Komplex mit RRV-
Partikeln untersucht. Abbildung 3a zeigt das 'H-NMR-
Spektrum von 5§ im Komplex mit Viruspartikeln, die zuvor mit
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Abbildung 3. a) "H-NMR- und b) STD-NMR-Spektrum von 5 im Kom-
plex mit trypsinbehandelten RRV-Partikel bei einer Feldstarke von

600 MHz und einer Temperatur von 288 K. c) Die Réntgen-Struktur-
analyse von 5, komplexiert mit RRV-VP8*-Protein, zeigt den Einfluss
der Methylprotonen der N-Acetamidgruppe sowie die dem Lésungs-
mittel zugewandte Methylgruppe des Aglykonrests. d—i) Ausschnitte
von '"H-NMR- und STD-NMR-Spektren im Bereich der chemischen Ver-
schiebung der H3,,-Protonen: trypsinaktivierte RRV-Partikel komple-
xiert mit 3 (d und e), 5 (f und g) und einer 0.8:1.0-Mischung von 3
und 5 (h und i).

Trypsin behandelt wurden, das entsprechende STD-NMR-
Spektrum ist in Abbildung 3b zu sehen. Interessanterweise
zeigen die Spektren, dass das Bindungsepitop von 5 dem
Epitop éhnelt, das fiir einen Komplex von RRV-VP8* mit §
bestimmt wurde.”! Das stirkste Signal fiir beide Komplexe
konnte fiir die Methylprotonen der N-Acetylgruppe (NHAc,
0=1.85 ppm) beobachtet werden. Die Signale der Methyl-
protonen am Aglykon (OMe, 6 =3.15 ppm) weisen dagegen
nur eine schwache Intensitdt auf, was auf eine geringe Be-
teiligung an der Bindung zum Protein schlieBen lisst. Die
Ergebnisse zeigen, dass intakte Rhesus-Rotaviruspartikel und
rekombinant hergestelltes RRV-VP8*-Protein die Sialinséure
5 in einer identischen Art und Weise binden. Diese wichtige
Erkenntnis stiitzt die Theorie, dass der erste Kontakt zwi-
schen Virus und Wirtzelle durch eine Wechselwirkung von
VP8* und Sialinsdure stattfinden muss. Eine Reihe von
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Rontgen-Strukturanalysen fiir 5§ im Komplex mit RRV-VP8*-
Protein ist bereits verdffentlicht worden;™!'®! Abbildung 3¢
zeigt das Ergebnis einer dieser Studien.P! Starke hydrophobe
Wechselwirkungen der N-Acetylgruppe mit Tyr189 sind zu
erkennen, die zu starken STD-NMR-Effekten fiihren
konnen. Die Struktur zeigt weiterhin eindeutig, dass die
Methylprotonen des Aglykonrests von 5 komplett dem Lo-
sungsmittel zugewandt sind und keinen direkten Kontakt mit
dem Protein aufweisen. Dies liefert eine direkte Erkldrung
dafiir, dass keine STD-NMR-Signale fiir diese Protonen-
gruppe zu detektieren waren.

Wir haben auch STD-NMR-Verdriangungsexperimente
durchgefiihrt, in denen 3 zu einem Komplex aus trypsinakti-
viertem RRV und 5 gegeben wurde. 'H- und STD-NMR-
Spektren wurden aufgenommen (Abbildung 3 h bzw. 3i). Das
STD-NMR-Spektrum des RRV-3-5-Komplexes (Abbil-
dung 3i) weist darauf hin, dass 3 das Monosaccharid 5 nicht
komplett aus der Bindungstasche der RRV-Partikel ver-
driangen kann. Diese geringfiigige Verdridngung kann mit der
zusitzlichen Galactoseeinheit von 3 erklirt werden, die einen
Einfluss auf die Bindung mit der Sialinsdure-Bindungstasche
haben muss. Zum Vergleich sind auch die 'H- und STD-
NMR-Spektren des RRV-3-Komplexes dargestellt (Abbil-
dung 3 f und g). Die oben beschriebene Interpretation der
Daten ist in sehr guter Ubereinstimmung mit einer bereits
veroffentlichten Studie,'™™ in der mit NMR-spektroskopi-
schen Methoden K ;-Werte bestimmt wurden. Dort konnte
eindeutig gezeigt werden, dass Verbindung 3 mit einer gro-
Beren Affinitdt bindet als Verbindung 5.

Zusammenfassend kann noch gesagt werden, dass neben
der Sialinsdureeinheit von 3, die mafgeblich an der Bindung
des Gangliosids beteiligt ist, auch die Galactoseeinheit zu
einem gewissen Anteil zur Proteinwechselwirkung beitrégt.
ErwartungsgemiB ist die Glucoseeinheit am reduzierenden
Ende des Gangliosids 3 an keinerlei Wechselwirkungen mit
dem Protein beteiligt. NOE/trNOE-NMR-Spektren, die
aufgenommen wurden, um die biologisch aktive Konforma-
tion des Sia-Gal-Fragments von 3 zu bestimmen, zeigen in
Verbindung mit Molekiilberechnungen, dass die gebundene
Konformation nicht diejenige ist, die hauptséchlich in Losung
vorliegt. Basierend auf den STD-NMR-Ergebnissen stellen
wir die Hypothese auf, dass das Sia-Gal-Fragment des a-
GM3-Gangliosids die Sia-Gal-Disaccharid-Einheit am nicht-
reduzierenden Ende des GD1a-Gangliosids imitiert, da wir
kiirzlich zeigen konnten, dass GD1a der Bindungsrezeptor
der verwandten CRW-8-Rotaviren ist.’! Zusitzlich konnten
wir nachweisen, dass mit Trypsin vorbehandelte Viruspartikel
die Verbindung 3 komplett identisch binden wie nicht mit
Trypsin behandelte Viruspartikel.

Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass die Aktivierung der
Rotaviruspartikel mit Trypsin nicht essenziell fiir die Gly-
kanbindung auf der Zelloberflidche ist (Adhésion). Unsere
Daten sprechen daher klar fiir die allgemein akzeptierte
Hypothese, dass ausschlieflich der Zelleintritt von Rotaviren
und nicht die Zelladhision durch Trypsin aktiviert wird.[”1*!

STD-NMR-Studien an 5 im Komplex mit intakten Rhesus-
Rotaviruspartikeln lieferten auBerdem Hinweise darauf, dass
das Bindungsepitop fiir 5 in diesem Komplex identisch ist mit
demjenigen an rekombinant exprimiertem VP8*-Protein.”!
Dieses Ergebnis kann als direkter Beweis dafiir angesehen
werden, dass der anfdngliche Kontakt zwischen einem Rota-
viruspartikel und der Wirtzelle im Wesentlichen auf einer
Bindung von Sialinsduren an das virale VP8*-Protein beruht.

Eingegangen am 6. Juli 2010,
verdnderte Fassung am 22. September 2010
Online veroffentlicht am 14. Januar 2011

Stichworter: Ganglioside - Rotaviren - Sialinsdure -
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