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Influenzavirus-Neuraminidase und eine sekundare Sialinsaure-
Bindungsstelle — Fakt oder Fiktion 2**
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Wir haben 2008 eine fortgeschrittene NMR-spektroskopische
Methode vorgestellt, die die Untersuchung von Wechselwir-
kungen zwischen Zuckermolekiilen wie N-Acetylneuramin-
sdure aus a(2,3)-Sialyllactose mit Hamagglutinin-haltigen
Influenzavirus-dhnlichen Partikeln (HA-IVP) ermoglicht.!!
Der Gebrauch von virusdhnlichen Partikeln hat den Vorteil,
dass die beiden Oberfldchenglycoproteine des Influenzavirus
unabhéngig voneinander in nahezu natiirlicher Umgebung
analysiert werden konnen. Zudem sind virusdhnliche Partikel
nicht infektios und missen daher auch nicht in biologischen
Sicherheitslabors gehandhabt werden. Wir und andere
konnten zeigen, dass Sittigungstransfer-Differenz(STD)-
NMR-Spektroskopie®?! eine ideale Methode ist, um die
Wechselwirkung zwischen Viren und ihren Liganden zu
analysieren. Die starke Linienverbreiterung der Viruspartikel
ermoglicht eine Sittigung, ohne die NMR-Signale des Li-
ganden zu beeinflussen.

In der hier vorgestellten Arbeit haben wir eine umfas-
sende STD-NMR-spektroskopische Studie mit Influenzavi-
rus-dhnlichen  Neuraminidase(Sialidase)-Partikeln  (NA-
IVPs) durchgefithrt, um die sekundire (Sialolectin-)Bin-
dungsstelle fiir N-Acetylneuraminsidure (Neu5Ac, 1) im Zu-
sammenhang mit der Neuraminidase des pandemischen In-
fluenzavirus des Jahres 2009 (Schweinegrippe) zu erforschen.
Weiterhin nutzen wir die Gelegenheit, im Rahmen dieser
Studie die Biologie der Neuraminidasen vom fritheren hu-
manen saisonalen HIN1- und dem aviaren H5N1-Virus-
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stamm zu vergleichen. Die biologische Bedeutung der mit der
Influenzavirus-Neuraminidase  verbundenen sekundéren
Lectin-Bindungsstelle konnte bis heute nicht vollstédndig ge-
kliart werden. Es wurde unter anderem postuliert, dass diese
sekundidre Bindungsstelle die katalytische Aktivitdt der
Neuraminidase verstirken konnte.[*
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Fine Analyse der Aminosduresequenzen hat ergeben,
dass sich die Neuraminidase der meisten humanen H2N2-
Viren, die wihrend der Influenzavirus-Pandemie 1957 isoliert
wurden, infolge von Aminosédure-Austauschprozessen inner-
halb der ,Lectin“~-Hamadsorptions-Bindungsstelle deutlich
vom vermeintlichen Vogelvorldufer unterscheidet.” Die
Rontgenkristallstruktur des Komplexes der Neuramini-
dase N9 des A/tern/Australia/G70C/75-Influenzavirus mit
1 (PDB-Code: IMWE)P! hat gezeigt, dass die sekundire
Bindungsstelle aus einem konservierten Aminosduremotiv
besteht. Dieses Motiv, das in allen Vogelvirusstimmen
hochkonserviert zu sein scheint, besteht aus drei Serinen und
einem Tryptophan.”! Schweinegrippevirusstimme haben
einige dieser konservierten Aminosiuren verloren und damit
auch theoretisch die Fihigkeit, 1 oder ein a-verkniipftes
Konjugat innerhalb der vermeintlichen sekundidren Bin-
dungsstelle zu binden.! Im Widerspruch dazu wurde kiirzlich
in einer Brownsche-Molekiilbewegungs-Simulation!® von
aviarem N1, humanem pandemischem N2 (1957) und N1
(2009) nachgewiesen, dass die sekundire Sialinsdure-Bin-
dungsstelle in Neuraminidasen von Schweinevirusstimmen
wie zuvor gezeigt nicht konserviert ist, dass aber gewisse
wichtige Struktureigenschaften der sekundéren Sialinsdure-
Bindungsstelle bewahrt worden sind. Zusétzlich wurde in
dieser Arbeit ein 16-fach niedrigerer k,,-Wert fiir die Bindung
der a-Form von 1 an die sekundire Sialinsdure-Bindungs-
stelle des aktuellen Stammes der humanen Schweinegrippe-
Pandemie als an die sekundire Bindungsstelle einer aviaren
Neuraminidase berechnet.
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Unseres Wissens gibt es bisher keinen direkten experi-
mentellen Beleg fiir das Vorhandensein einer sekundiren
Sialinsdure-Bindungsstelle im pandemischen Influenzavirus
des Jahres 2009. Um diese Liicke zu schlieBen, haben wir
Influenza-Neuraminidase tragende, virusdhnliche Partikel
vom hoch pathogenen aviaren H5SN1- (A/Cambodia/JP52a/
2005, av-N1), dem saisonalen humanen HIN1- (A/Gansu/
Chenguan/1129/2007, seas-N1) und dem vom Schwein stam-
menden pandemischen H1N1-Influenzavirus (A/California/
04/2009, pdm-NT1) in einer Reihe von STD-NMR-Titrations-
experimenten miteinander verglichen.

Unsere Daten zeigen eine signifikante Restbindung von
a(2,3)-Sialyllactose (2), nachdem das aktive Zentrum von
aviaren N1-IVPs durch Oseltamivir-Carboxylat (OC, 3) blo-
ckiert wurde. Dieser Befund belegt eindeutig, dass 2 spezi-
fisch an eine sekundire Bindungsstelle bindet, die unabhén-
gig vom aktiven Zentrum existiert. Noch wichtiger ist die
Beobachtung, dass verbleibende STD-NMR-Effekte fiir
a(2,3)-Sialyllactose (2) in Gegenwart von hohen OC-Kon-
zentrationen auch fiir pdm-N1 und seas-N1 detektiert werden
konnen, wenn auch mit eindeutig verringerter Intensitit.
Unsere Befunde zeigen weiterhin, dass OC (3) 2 nicht nur aus
dem aktiven Zentrum von av-N1 verdridngen kann, sondern
auch aus der sekundédren Sialolectin-Bindungsstelle. Dieser
Effekt wurde weder fiir seas-N1 noch fiir pdm-N1 beobachtet.
Unsere Studien liefern damit nicht nur den ersten struktu-
rellen Beleg in wissriger Losung, dass eine sekundire Si-
alinsdure-Bindungsstelle in aviarer Influenzavirus-Neurami-
nidase vorhanden ist, sondern zeigen auch, dass es diese
Bindungsstelle ebenfalls im pandemischen HIN1-Stamm
(2009) und dem fritheren saisonalen HIN1-Influenzavirus-
stamm gibt.

Fiir die Untersuchung der Bindung von a(2,3)-Sialyllac-
tose (2) an die sekundire Bindungsstelle von av-N1-IVPs
wurden STD-NMR-Effekte von 2 bei niedrigen Temperatu-
ren (279 K) und bei pH 8.4 gemessen, um eine Hydrolyse der
Sialinsdure wiahrend der Akquisition zu verhindern (siehe
auch Hintergrundinformationen). 3 wurde zum Komplex av-
N1:2 gegeben, und STD-NMR-Spektren wurden aufgenom-
men. Abbildung 1 zeigt die absoluten STD-NMR-Signale der
Methylprotonen der N-Acetamidogruppe von 2 bei steigen-
den Konzentrationen von 3. Auffallend ist, dass die Intensitit
des STD-NMR-Signals von 2 bei einer 2/3-Konzentration von
200nM:4nM um 50% abgenommen hat. Dies entspricht
genau der minimalen Konzentration von 3 (4 nm), die not-
wendig ist, um die Enzymaktivitdt komplett zu inhibieren.
Dieser Befund zeigt, dass 3 der vorherrschende Bindungs-
partner ist und 2 vollstindig aus dem aktiven Zentrum des
Enzyms verdringen kann. Dennoch ist die Bindung von 2 bei
diesen Konzentrationen von 3 weiterhin deutlich erkennbar,
und dies kann nur bedeuten, dass 2 an eine andere Bin-
dungsstelle binden muss.

Dies ist der erste strukturelle Nachweis in wéssriger
Losung, dass eine sekundére Bindungsstelle in aviaren H5N1-
Virusstimmen vorhanden ist, in hervorragender Uberein-
stimmung mit einer zuvor verdffentlichten Rontgenkristall-
struktur® und einer Molekiilsimulationsstudie.! Eine weite-
re Erhohung der Konzentration von 3 fiithrt nur noch zu einer
geringen Abnahme des STD-NMR-Signals von 2.
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Abbildung 1. Absolute STD-NMR-Signale der Methylprotonen der
N-Acetamidogruppe von 2 fiir den (H5)N1:2:3-Komplex. Die Konzen-
tration von 2 wurde bei 200 nm konstant gehalten, wihrend die Kon-
zentration von 3 stufenweise von 0 auf 400 nm erhéht wurde. Die
Spektrometerfrequenz fiir Protonen ('H) betrug 600.13 MHz und die
Temperatur 279 K.

Diese Beobachtung stiitzt weiter die Annahme, dass das
beobachtete STD-NMR-Signal von 2 eine direkte Folge der
Wechselwirkung mit der sekundiren Bindungsstelle und nicht
mit jener des aktiven Zentrums ist. Die genaue biologische
Rolle dieser sekundédren Bindungsstelle bleibt weiterhin
unklar. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Mutation innerhalb der aktiven Sialinsdure-Bindungsstelle
von H2N2(A/Singapur/1/57)-Neuraminidase (Ser370Leu) zu
einer 30-prozentigen Abnahme der Sialinsdureabspaltung
von multivalenten Sialoglycanen wie Fetuin und humanen
Atemwegsmucinen fiihrt."! Die Autoren folgerten, dass das
Vorhandensein einer weiteren Sialolectin-Bindungsstelle eine
effizientere Sialinsdureabspaltung ermoglicht und damit auch
eine erhohte Virustransmission zur Folge hat. Dieser Effekt
konnte nicht fiir monovalente Sialoglycane wie a(2,3)-Si-
alyllactose (2) beobachtet werden. Interessanterweise wird
die Bindung von 2 bei hoheren Konzentrationen von 3 (200-
400 nM) nicht vollstandig aufgehoben (Abbildung 1); ledig-
lich eine geringe Abnahme der STD-NMR-Signalintensitét
von 2 (50-35%; Abbildung2a, blauer Graph) konnte bei
diesen hohen Konzentrationen beobachtet werden. Dies ldsst
sich dadurch erklédren, dass 3 moglicherweise Bindungsaffi-
nitdt zur sekundéren Sialinsdure-Bindungsstelle aufweist und
so 2 daraus teilweise verdrdngen kann. Dies stimmt hervor-
ragend mit einer Molekiilsimulationsstudie iiberein,’® die
darauf schliefen ldsst, dass 3 von der sekundédren Bindungs-
stelle erkannt wird. Es wurde spekuliert, dass es sich bei
dieser unerwarteten Bindung um einen moglichen Wirk-
stoffresistenz-Mechanismus handelt.”) Das Modell spricht
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Abbildung 2. a) Die absoluten STD-NMR-Signale der Methylprotonen
der N-Acetamidogruppe von 2 (in %) sind gegen eine steigende Kon-
zentration von 3 aufgetragen. b) Absolute STD-NMR-Signale der Me-
thylprotonen der N-Acetamidogruppe von 2 fiir aviare (H5)N1- (blau),
humane saisonale (H1)N1- (rot) und humane pandemische (H1)N1-
IVPs (griin) bei dquimolaren Konzentrationen von 2 und 3 (200 nm). 2
in der Gegenwart von hitzebehandelten (HT)N1-IVPs (5 min bei 70°C)
ist in Violett dargestellt.

dafiir, dass 3 in N1-Enzymen mit der sekundédren Bindungs-
stelle doppelt so oft einen Komplex bildet wie mit dem akti-
ven Zentrum. Dieser Komplex wird sich sogar siebenmal
sooft bilden wie im Fall humaner N2-Enzyme.!!

Im Anschluss an diesen Nachweis einer sekundéren Bin-
dungsstelle in aviaren Neuraminidasen wollten wir untersu-
chen, ob es auch eine sekundidre Bindungsstelle im pande-
mischen humanen HIN1-Stamm (2009; Schweinegrippe) und
im saisonalen humanen HI1NI1-Influenzavirusstamm gibt.
Abbildung 2b zeigt die absoluten STD-NMR-Signale der
Methylprotonen der N-Acetamidogruppe von a(2,3)-Sialyl-
lactose (2) von av-N1-, seas-N1- und pdm-N1-IVPs in den
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N1:2:3-Komplexen bei dquimolaren Konzentrationen von
200 nM (blau, rot bzw. griin). Dieses Experiment zeigt ein-
deutig, dass beide humanen Virusstimme (pdm-N1 und seas-
N1) 2 sogar bei sehr hohen Konzentrationen von 3 binden
konnen, wenn auch mit signifikant geringerer STD-NMR-
Intensitdat. Um STD-NMR-Artefakte auszuschlieBen und um
sicher zu gehen, dass die librigbleibende Bindung authentisch
ist, wurde ein weiteres STD-NMR-Experiment als Kontrolle
durchgefiihrt. Dazu wurden die N1-IVPs fiinf Minuten bei
70°C inkubiert, und nach Zugabe einer 4quimolaren Menge
an 2 wurde ein STD-NMR-Experiment unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt. Das STD-NMR-Signal der N-
Acetamidogruppe von 2 ist in Abbildung 2b in Violett dar-
gestellt und offenbart absolut keine restliche STD-NMR-Si-
gnalintensitit fiir 2 (siche auch Hintergrundinformationen).
Dieses Experiment liefert einen direkten Nachweis, dass die
beobachtete Restbindung von 2 an die humanen seas-N1- und
die pdm-N1-IVPs bei hohen Anteilen von 3 auf die sekundire
Bindungsstelle zuriickzufiihren sein muss.

Abbildung 2 a enthiillt weiterhin, dass die STD-NMR-Si-
gnalintensitdten von 2 im Komplex mit N1 vom humanen
saisonalen und pandemischen N1-Enzym bei sehr hohen
Konzentrationen von 3 nicht weiter abnehmen (Abbil-
dung 2 a, roter bzw. griiner Graph). Dieses steht im Gegensatz
zum Befund fiir die aviare Neuraminidase (Abbildung2a,
blauer Graph). Unsere NMR-spektroskopischen Resultate
zeigen eindeutig, dass OC (3) 2 aus der sekundiren Bin-
dungsstelle in aviaren Influenzavirus-N1-Enzymen verdrin-
gen kann. Allerdings kann dieser Effekt selbst bei sehr hohen
Konzentrationen von 3 nicht fiir den humanen pandemischen
Schweinegrippestamm aus dem Jahr 2009 und den saisonalen
HINI1-Virusstamm festgestellt werden. Dieser Befund lédsst
darauf schliefen, dass die Affinitidt der Bindung von 3 an die
aviare sekundire Sialinsdure-Bindungsstelle hoch ist, aber fiir
Influenzavirusstimme, die vom Schwein oder Menschen ab-
stammen, nur gering oder sogar vollstindig verloren gegan-
gen ist. Dieses Ergebnis ist hervorragend in Einklang mit dem
theoretischen Modell, das einen nahezu 2-fachen Unterschied
im k,,-Wert zwischen der Bindung von 3 an die sekundire
Sialinsdure-Bindungsstelle und an das aktive Zentrum der
Sialidase vorhergesagt hat, wihrend ein fast 7-facher Unter-
schied fiir die humanen Influenzavirus-N2-Enzyme ermittelt
werden konnte.

Wir wollten auch die Wechselwirkung von 3 mit der Si-
alolectin-Bindungsstelle des aviaren N1-Enzyms besser ver-
stehen. Aus diesem Grund fiihrten wir eine Docking-Studie
mithilfe des Programms AutoDock Vina (siche Hinter-
grundinformationen) durch und positionierten 3 in die se-
kundére Sialinsdure-Bindungsstelle der aviaren Neurami-
nidase (PDB-Code: 2HTY). Die Docking-Studie zeigte, dass
3 eine Orientierung annimmt, die der von Neu5Ac (1) in der
Rontgenkristallstruktur der Neuraminidase N9 des A/tern/
Australia/G70C/75-Influenzavirus (PDB-Code: 1 MWE) sehr
dhnlich ist.

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, ist die N-Acetamido-
gruppe von 1 und 3 an starken hydrophoben Wechselwir-
kungen mit Trp403 beteiligt, wihrend die Carboxygruppe von
1 eine Wasserstoffbriicke mit der konservierten Aminosédure
Ser367 eingeht. Auch andere Sialolectine wie das Rotavirus
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Abbildung 3. Sekundire Sialinsdure-Bindungsstelle der Vogelgrippe-In-
fluenza-Neuraminidase (H5N1, PDB-Code: 2HTY) im Komplex mit a-
konfiguriertem Neu5Ac (1) und OC (3). Die Proteinoberfliche wurde
durch elektrostatische Potentiale eingefirbt. Die Struktur des a-konfi-
gurierten Neu5Ac (1) stammt aus der N9-Rontgenkristallstruktur
(PDB-Code: 1 MWE); sie wurde mit der 2HTY-Struktur tiberlagert und
ist in tiirkis eingefirbten Kohlenstoffatomen dargestellt. Zu sehen sind
ebenfalls die von AutoDock Vina berechneten Strukturen von a-konfi-
guriertem Neu5Ac (1) und OC (3). Die gemifl dem Vina-Docking-Ex-
periment an erster Stelle stehende Hauptorientierung von 1 in der
sekundaren Sialinsdure-Bindungsstelle von 2HTY (Energie=

—4.6 kcalmol™") ist durch griin eingefarbte Kohlenstoffatome
hervorgehoben, wihrend die energiedrmste Orientierung von 3 in der
sekundidren 2HTY-Sialinsdure-Bindungsstelle in violett eingefirbten
Kohlenstoffatomen dargestellt ist (E=—4.4 kcalmol™).

VP8*¥l und das Influenzavirus Hamagglutinin bilden eine
Wasserstoffbriicke mit der Carboxygruppe von 1 iiber Serine,
was eine gemeinsame Eigenschaft von Sialinsdure bindenden
Lectinen sein konnte. Diese wichtige Wasserstoffbriicke geht
im Fall einer Bindung mit OC (3) verloren, da die Carboxy-
gruppe von 3 dem Losungsmittel zugewandt ist. Die Docking-
Energien von 1 und 3 sind nur unwesentlich verschieden (E =
—4.6 bzw. —4.4kcalmol™). Dies kann damit begriindet
werden, dass 3 eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen der
Aminogruppe an C4 und Asp400 bildet, die den Verlust der
Wasserstoffbriicke zwischen dem konservierten Ser367 und
der Carboxygruppe von 1 ausgleicht. Ein Docking-Kontroll-
experiment, das 1 in die Sialolectin-Bindungsstelle positio-
niert, wurde ebenfalls durchgefiihrt, und es konnte gezeigt
werden, dass AutoDock Vina féhig ist, die Rontgenkristall-
struktur von 1 genau zu reproduzieren.

Angewan

Wir haben damit den direkten experimentellen Nachweis
erbracht, dass aviare, saisonale humane und pandemische
humane Influenzavirus-N1-Neuraminidasen (2009) eine un-
abhiéngige sekundére Sialinsdaure-Bindungsstelle (Sialolectin-
Bindungsstelle) aufweisen, die a/(2,3)-Sialyllactose (2) bindet.
Die Bindung an die aviare N1 ist dabei sehr viel stirker als die
an die beiden anderen Neuraminidasen. Diese sekundire
Bindungsstelle ist fiir das pandemische humane N1-Influen-
zavirus vorhergesagt worden,”” da einige wichtige Eigen-
schaften der sekundéren Sialinsdure-Bindungsstelle in der Tat
beibehalten sind. Weiterhin haben wir gezeigt, dass Oselta-
mivir-Carboxylat (3) und Neu5Ac (1) an die Sialolectin-Bin-
dungsstelle der aviaren N1-Neuraminidase in einer insgesamt
dhnlichen Orientierung binden. Die hier préasentierten Daten
lassen vermuten, dass die sekundire Bindungsstelle im avi-
aren Influenzavirus-N1-Enzym eine hohere Affinitat fiir
a(2,3)-Sialyllactose (2) aufweist als diejenige in den humanen
Influenzavirus-N1-Neuraminidasen. Dies konnte darauf
schlieBen lassen, dass die sekundédre Bindungsstelle zur Vi-
rulenz beitragt.
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