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Kurzbericht

In unserem Teilprojekt des ,reCOVer“-BMBF-Projektes haben wir uns vorwiegend mit der Frage
beschaftigt, welche der aktiven funktionellen Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(fGPCR-AAKs) von BCO07 gebunden werden und an welcher Region der Autoantikérper das Aptamer
bindet? Die groRte Schwierigkeit besteht dabei darin, dass (i) fGPCR-AAKs nur einen Bruchteil der
gesamten IgG-Fraktion im Serum ausmachen, (ii) die GPCR-AAKs sehr heterogen und von Mensch zu
Mensch unterschiedlich sind und (iii) bisher weltweit noch keine fGPCR-AAKs aus Serum isoliert
werden konnten bzw. keinerlei Daten dariiber vorliegen. Somit ist es nicht moglich wie bei
Wechselwirkungsuntersuchungen (blich, zwei reine Stoffe, ein Protein und ein Aptamer in
Kombination, isoliert zu untersuchen. Alle Untersuchungen finden in einer hochkomplexen Matrix
(Blutserum bzw. IgG-Fallung) statt, wodurch sich unterschiedliche Effekte (iberlagern kénnen. Dieser
Tatsache Rechnung tragend sind wir verschiedene Kompromisse eingegangen.

Mittels eines kommerziell erhiltlichen, affinitdtsgereinigten anti-human-ETA-Antikorpers, spezifisch
fiir die 2. extrazelluldre Schleife des Rezeptors und humanem Probenmaterial konnten wir die Bindung
von BCOO7 an F(ab‘)2-Fragmenten der Autoantikorper in der Gelelektrophorese nachweisen.
Mischungen der gespaltenen Fraktionen wurden mit Hilfe von mit BCOO7 vorbeschichteten ELISA-
Platten untersucht. Die Spaltprodukte konnten so um die Bindung an BCO07 konkurrieren. Mittels Anti-
F(ab“)2- und Anti-Fc spezifischer Sekundéarantikérper wurde die Bindung analysiert. Dabei waren die
Ergebnisse beim monoklonalen Antikorper (stirkere Bindung der F(ab‘)-Fraktion an BC007)
eindeutiger als beim humanen Probenmaterial.

Unterschiedliche GPCR-AAK konnen durch den Rattenkardiomyozytentest und entsprechende
Blocking-Protokolle nachgewiesen werden. Moglich ist auch die Anwendung von speziellen ELISA fir
je einen Typ GPCR-AAK. Wir haben beide Methoden an gleichen Proben angewendet, verglichen und
teils erhebliche Unterschiede festgestellt. Die ELISA liefern deutlich positivere Ergebnisse, d.h. AAK
werden in vielen Fallen nachgewiesen, in denen der Kardiomyozytenassay negative Ergebnisse liefert.
Wir fuhren dies darauf zuriick, dass es funktional aktive und funktional inaktive AAK gibt, was bereits
durch unterschiedliche raumliche Faltung der Proteine verursacht werden kann. Insofern ist der
Kardiomyozytenassay als Nachweis fiir funktionell aktive AAK in seiner Aussagekraft zu bevorzugen.
An BCO07 bindende Proteine haben wir durch eine Kombination von Gelelektrophorese/nanoHPLC-
ESI-MSMS mit einem eigens dafiir modifizierten Cy3-BC007 detektiert. Der Vergleich von Gelen, die
mit Coomassie bzw. Cy3-BC0O07 gefarbt wurden, zeigte deutliche Unterschiede in den gefarbten
Banden. Die Methode ist somit geeignet den Kreis der bindenden Proteine einzuschranken, allerdings

verbergen sich unter jeder Bande auf den Gelen mehrere Proteine. Der Abgleich der MS-Daten mit
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Proteindatenbanken fiihrt zu einer groflen Zahl an Proteinsequenzen, die sehr niitzliche Informationen
zu wahrscheinlichen Bindungsdoméanen liefern. So konnten wir ermitteln, dass Arginin-reiche
Sequenzen in allen Proteinen enthalten sind, die wir als potenzielle Bindungsstellen fiir BCOO7 halten.
Ausgehend von den Arginin-reichen Proteinsequenzen haben wir Peptide untersucht, die diese
Aminosauresequenzen enthalten und in jedem Fall nachgewiesen, dass die Peptide in der Lage waren
die Faltung von BCO07 aus der Random-Coil- in die Quadruplexstruktur zu induzieren. Das
Aminosduremuster Arg-Xxx/Yyy-Arg geht dabei als bevorzugte Sequenz aus der Analyse der
Primarsequenzen von Immunglobulinen (Gamma-1, schwere Kette; Gamma-3, schwere Kette; Kappa,
leichte Kette) hervor.

Die extrem geringe Konzentration der Autoantikdrper in humanem Serum hat es von vornherein
unwahrscheinlich gemacht, Unterschiede in den Serum-NMR-Spektren von Long-Covid- und
Referenzproben zu finden. Trotzdem wurde NMR-spektroskopisch untersucht, ob Long-Covid-Marker,
jedweder Substanzklassen in den Proben nachweisbar sind. Diese konnten erwartungsgemal weder
in H- noch in 3!P-Spektren gefunden werden.

Im Zentrum aller Untersuchungen stand das Aptamer BC007, welches kiinftig als Wirkstoff gegen Long
Covid eingesetzt werden soll, aber auch im Bereich der Analytik von GPCR-Autoantikdrpern
Verwendung finden kann. So haben wir mit BCO07 modifizierte Sepharose-Sdulen genutzt, um
Antikorper aus Blutserum zu isolieren und so die Konzentration der AAK in den Proben fiir ELISA zu

erhdhen.
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Teil ll
Eingehende Darstellung

Wir haben uns in unserem Teilprojekt des ,reCOVer“-BMBF-Projektes mit der Frage beschiftigt,
welche Autoantikoérper von BCO07 gebunden werden und an welcher Region der Autoantikdrper das
Aptamer bindet?

Wir sind aufgrund von langjahrigen und zahlreichen Untersuchungen davon ausgegangen, dass BCO07
ein potentieller Breitbandspektrum-Neutralisierer von funktionell aktiven Autoantikdrpern gegen G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (fGPCR-AAKs) ist und daher in Long Covid Heilversuchen des
Projektpartners Dr. Hohberger (UK Erlangen) zu teils erheblichen Verbesserungen des
Gesundheitszustandes der Patienten gefiihrt hat [1]. In der Vergangenheit konnte von Wissen-
schaftlern der Firma Berlin Cures das Autoantikérper-neutralisierende Potenzial und die damit
einhergehende therapeutische Wirkung von BC007 bei fGPCR-AAK-positiven herzkranken Hunden und
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie bereits gezeigt werden [2]. fGPCR-AAKs sind
bekanntermalen essentielle pathogene Faktoren bei Kardiomyopathien, bei denen der B1-
Adrenozeptor das Ziel ist [3]. Auch im Zusammenhang mit Long Covid spielen fGPCR-AAKs eine
wichtige Rolle [4].

Wenn Adrenozeptoren Ziel eines Angriffs durch Autoantikérper werden, sind verschiedene Organe wie
das Herz und das GefidlRsystem betroffen [2]. Die Entfernung solcher Autoantikérper durch Immun-
adsorption bei Patienten mit Herzinsuffizienz hat bereits einen signifikanten therapeutischen Nutzen
gezeigt [5, 6]. Trotz grofRer therapeutischer Erfolge ist die Immunadsorption allerdings keine Option
far die routinemaRige therapeutische Anwendung. Die In-vivo-Anwendung des Wirkstoffes BC007,
dem Neutralisierer solcher fGPCR-AAKs, kénnte jedoch eine Alternative sein [7,8]. Eine europaweite
klinische Studie dazu ist im Juli 2023 angelaufen.

Obwohl viel Gber die mechanistische Funktionsweise von BCO07 bekannt ist, bleiben entscheidende
Fragen offen. Tatsachlich ist die Bindung von BCO07 an Autoantikdrpern nicht ausreichend geklart und
bleibt Gegenstand laufender Untersuchungen. Wir zeigen hier u.a., dass BCO07 unterschiedliche GPCR-
Autoantikorper, die sehr haufig im Serum von Long Covid Patienten gefunden werden im ELISA bindet
und fGPCR aus Long Covid Seren im Kardiomyozytentest (KM-Test, Auftragsvergabe an Berlin Cures
GmbH) neutralisiert.

Als Methode zum Nachweis der Bindung kommt zusatzlich die Gelelektrophorese in Kombination mit
einem im Rahmen dieses BMBF-Projektes hergestellten BCOO7-Fluoreszenzmarker (Cy3-BC007, 3‘-Cy3-

GGTTGGTGTGGTTGG) zum Einsatz (beantragte Verbrauchsmaterialien — Fluoreszenzfarbstoffe Fisher



Scientific), welches die Bindung von BCO07 an Autoantikérpern bzw. Proteinen im Allgemeinen
verfolgbar macht.

Da GPCR-Autoantikdrper nur in sehr geringen Konzentrationen im Blut vorhanden sind, wurden
weitere  kommerziell  verfligbare  Antikbrper  (beantragte  Verbrauchsmaterialien -
Vergleichsantikorper) wie der affinitatsgereinigte anti-human-Endothelin-Rezeptor-Antikorper
(spezifisch fur die 2. extrazelluldare Domane, ETA-AB, Acris Antibodies GmbH, Deutschland), anti-ADRB1
Antikorper (Everest Biotech, UK), der Angiotensin Il 1A Rezeptor-Antikdrper (Bioss Antibodies, USA)
und der anti-muscarinerge Acetylcholin Rezeptor-2-Antikorper (Abcam, UK) in die Untersuchungen
einbezogen. Fir den Nachweis von unterschiedlichen GPCR-Autoantikorpern wie 31-, B2-adrenerge
Rezeptor-Antikérper und muscarinerge Cholin-M2 Rezeptor-Antikérper wurden ELISA-Testkits der
CellTrend GmbH (beantragte Verbrauchsmaterialien — Celltrend ELISA) verwendet.

Zusatzlich wurden Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten (beantragte Verbrauchsmaterialien
Streptavidin coated plates von Thermo Fisher Scientific) mit biotinyliertem BC0O07 modifiziert, um die

Moglichkeit des Einsatzes von BCOO7 in der Analytik der GPCR-Autoantikorper zu evaluieren.
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Standard 1 Chari-LC Standard 1 Chari-LC
2,5U/ml BH376_01 BH376_02 97+100+107 2,5 U/ml BH376_01 BH376_02 | 97+100+107
Standard 2 Chari-LC Standard2 5 Chari-LC
5U/ml BH378 01 BH378 02 | 97+100+107 U/ml BH378 01 BH378 02 | 97+100+107
Standard 3 Standard 3
10 U/ml BH380_01 BH380_02 Chari-LC 97 10 U/ml BH380_01 BH380_02 | Chari-LC 97
Standard 4 Standard 4
20 U/mi BH384 01 BH384 02 Chari-LC 97 20 U/ml BH384 01 BH384 02 | Chari-LC 97
Standard 5 Standard 5 40
40 U/ml BH386_01 BH386_02 | Chari-LC 100§ U/ml BH386_01 BH386_02 | Chari-LC 100
Negativ- l)I Negativ-
Kontrolle BH391_01 BH391_02 | Chari-LC 10 Kontrolle BH391_01 BH391_02 |Chari-LC 100
Positiv- Positiv-
Kontrolle FRO51_01 FRO51_01 Chari-LC 107 Kontrolle FRO51_01 FRO51_01 |Chari-LC 107
Verdiin.-
puffer FRO29 01 FRO29 01 | Chari-LC 1078 Verdiin.-Puffer| FR029 01 FRO29 01 | Chari-LC 107 D |1 g
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Strips der Celltrend-Platte

Strips der BCOO7-Platte

Celltrend B2-ELISA  BC007-ELISA



Probe Vorinkubation Delta Chronotropie AAK- Celltrend
beats/min Befund
Atropin 25 positiv
BH378 Atropin, A779 6 keine keine B2, M2, B1(?)
Atropin, A779 3 keine
Atropin 45 positiv B2 B2, M2, B1
BH380 Atropin, A779 19 positiv
Atropin, A779 18 positiv
Atropin 11 positiv keine B2, M2, B1(?)
BH381 Atropin, A779 7 keine
Atropin, A779 4 keine
Atropin 27 positiv B2 neg. fir B2, M2,
B1
BH386 Atropin, A779 34 positiv
Atropin, A779 21 positiv
Atropin 38 positiv
BH391 Atropin, A779 16 positiv positiv, B2, M2, B1(?)
nicht
blockbar
Atropin, A779 4 keine
Atropin -20 negativ
FR29 Atropin, A779 29 positiv positiv, B2, B1(?)
nicht
blockbar
Atropin, A779 16 positiv
Atropin 18 positiv
FR51 Atropin, A779 8 keine positiv, neg. fir B2, M2,
nicht B1
blockbar
Atropin, A779 19 positiv
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Vertraulich - Ende

NMR-spektroskopische Untersuchungen an Long-Covid-Patientenseren

Alle Serumproben aus Erlangen wurden sowohl hinsichtlich des AAK-Status mittels ELISA und zum Teil
mittels Bioassay untersucht. Darliber hinaus wurden auch NMR-Spektren unterschiedlicher
Atomkerne der Seren gemessen. Neben H- sind dies 3C- und 3!P-NMR Spektren. *H- und 3!P-NMR
Spektren liegen von allen Serumproben vor. Offensichtliche Unterschiede zwischen Long-Covid Seren
und den Referenzproben existieren nicht. Die Abbildungen 3a und 3b zeigen die starke Ahnlichkeit des
Erscheinungsbildes der NMR-Spektren. Es sind alle Signale in allen Spektren vorhanden, lediglich die
Intensitat der Signale differiert von Spektrum zu Spektrum. Unabhangig von der Substanzklasse der
Antikorper Uberrascht, dass obwohl die Patienten ganz unterschiedlicher Medikamentengabe
unterliegen, die Medikamente bzw. Abbauprodukte nicht in den Spektren nachweisbar sind. Aus
unserer Erfahrung wissen wir, dass sich dieser Befund nur Uber die geringe Konzentration von
Medikamenten im Blutserum erkldaren lasst, wohingegen sich in zeitgleich genommenen und NMR-
spektroskopisch gemessenen Urinproben oft Wirkstoffe bzw. deren Abbauprodukte nachweisen
lassen.

Bisher unterscheiden sich die Spektren der Long-Covid-Proben nicht von den *H-NMR-Spektren von
Referenzproben. In allen Spektren sind typische Serumbestandteile wie Lipide, Gruppen von
Lipoproteinen, Lactat, Signale der Aminosduren Leucin, Alanin, Valin, Prolin, Glutamin und
Glutaminsaure, Citrat, Kreatin sowie Glukose und viele mehr identifizierbar. Bei den gezeigten
Aufnahmen handelt es sich um Spektren, die mit der CPMG-Methode aufgenommen wurden, mit
deren Hilfe sehr groRe Proteine weitestgehend unterdriickt werden. Insofern kénnen mit dieser
Methode auch theoretisch keine Antikorper detektiert werden, wovon man aber aufgrund der sehr
geringen Konzentrationen bei gleichzeitig sehr hohem Molgewicht, verbunden mit einer
entsprechenden Signalanzahl (rund 10.000 Protonensignale) ohnehin nicht ausgehen kann. Der

Nachweis einzelner Antikorperspezies mittels NMR in Blutserum ist auch deshalb ausgeschlossen, da
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die sehr hohe Molekiilmasse der Proteine die Relaxationszeiten der Proteinprotonen stark beeinflusst

und zu sehr groRRen Linienbreiten (Signalberge) fiihrt.
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Abb. 3a: Ausschnitt aus 600 MHz *H-NMR Spektren von 3 Long-Covid Seren und einem Referenzserum bei 298K
in 10% D20. Messsequenz nach Carr-Purcel-Maiboom-Gill zur Messung von Blutproben.

Die Proben sind zudem schlicht zu komplex (Proteingemische), so dass wir uns auf niedermolekulare
Verbindungen konzentrieren mussen. Es gibt viele Beispiele bei denen mittels NMR niedermolekulare
Indikatoren fiir Krankheiten gefunden wurden. Als Beispiel sei das Vorhandensein von Cholin in
Vollblut von Patienten mit akutem Koronarsyndrom genannt. Diese Untersuchungen wurden bereits
vor Jahren in unserer Gruppe durchgefiihrt [10]. Ahnliche Beispiele waren die Motivation fiir unsere
NMR-Messungen an Long-Covid Seren. Mittels Non-Target-Screening und Hauptkomponentenanalyse
(PCA, Principal Component Analysis) kdnnten, wenn vorhanden, Long-Covid relevante, unbekannte
Metaboliten detektiert und identifiziert werden (Abb. 3b). N6tig ist daflir, dass alle Proben auf gleiche
Weise genommen, bearbeitet, prapariert, gemessen und ausgewertet wurden. Praparation, Messung
und Auswertung lagen in unserer Hand und wurden nach definierten Protokollen durchgefiihrt. Die

Auswertungen dauern an.
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Abb. 3b: Ausschnitt aus 600 MHz *H-NMR Spektren von 10 Long-Covid Seren und 10 Referenzseren bei 298K in
10% D-0.

Cy3-modifiziertes BCO07 als Farbindikator in der Gelelektrophorese

BCO07 mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu verbinden, sollte uns erméglichen, einen Uberblick iiber die
Bindung von BCO07 an Bestandteilen des Blutserums zu gewinnen. Dazu wurden Gele mit gleichen
Proben hergestellt und anschliefend mit dem Coomassie Standardfarbeverfahren und mit Cy3-BC007
gefarbt. Abbildung 4 zeigt ein Beispiel fur ein Long-Covid Serum, ein Eluat aus der Immunapherese
eines Long-Covid Patienten und einzelne kommerziell verfligbare Antikérper. Wie Ublich lauft ein
Standardproteingemisch zu Vergleichszwecken mit. Die starksten Banden gehdren in beiden Fallen
zum Albumin und zu den schweren und leichten Ketten der IgGs. Interessanter Weise fehlen im Falle
der Cy3-BC007 Farbung die Banden des Standardproteingemisches, was darauf hindeutet, dass BCO07
nicht prinzipiell an jedes Protein bindet, sondern konkrete Merkmale fiir die Wechselwirkung
vorhanden sein missen und auch sehr unterschiedliche Bindungsstarken auftreten. Aufféllig sind des
Weiteren, die starken Banden zum Eluat, wahrend die Banden zu den Einzelantikérpern und zu der
Erlanger Serumprobe nur schwach sind. Erwartungsgemald werden im Eluat IgGs aufkonzentriert. Die

Gele zeigen uns, dass Seren einzelner Patienten fiir diese Vorgehensweise weniger geeignet sind,
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sondern eine Aufkonzentrierung der Antikérper durchgefiihrt werden sollte. Auch dafiir eignet sich

BC0OO07 in hervorragender Weise, wie sich im bisherigen Verlauf des Projektes bereits zeigt.
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Abb. 4: SDS-Page mit 10% Acrylamid von Serum, Eluat und Einzelantikérpern. Die Banden wurden zum Vergleich
mit Coomassie und einem BC007-modifizierten Fluoreszenzfarbstoff angefarbt. Die Charakterisierung

der starksten Banden erfolgte mittels Nano-HPLC-ESI-MSMS.

Um bewerten zu kénnen, ob die starken Banden in der Cy3-BC007 Farbung von der Wechselwirkung
mit Antikérpern stammen, wurden die Banden mittels Nano-HPLC-ESI-MSMS untersucht. Neben
Serumalbumin und dem Vitamin D bindenden Protein, wurden Wechselwirkungen des Cy3-BC007-
Farbstoffs mit leichten und schweren Ketten von IgG detektiert. Die HPLC liefert auch Aussagen zu den
Aminosauresequenzen der gefundenen Proteinfragmente, liber welche auch die Zuordnung zu den
Proteinen erfolgt. Aus den entsprechenden Datenbanken bekommen wir so auch wertvolle
Informationen zu den moglichen Bindungsstellen von BCO07.

Tabelle 3 zeigt die Peptidfragmente (rot hervorgehoben), die mittels MSMS in den untersuchten
Banden der Gelchromatografie gefunden wurden und mit deren Hilfe, entsprechende Proteine
zugeordnet werden konnten. Die vollstandigen Aminosduresequenzen der Proteine, sowie soweit

vorhandene Informationen Uber die dreidimensionale Struktur der Proteine in den Datenbanken

lassen uns mogliche Bindungsstellen fir BCOO7 identifizieren.
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Tab. 3: Auswahl von in ESI-MSMS gefundene Peptidsequenzen und davon abgeleitete Proteine der starksten
Banden in der Gelelektrophorese von Seren und Eluat

Mascot — Vitamin-D-bindendes Protein

MKRVLVLLLA VAFGHALERG RDYEKNKVCK EFSHLGKEDF TSLSLVLYSR

51 KFPSGTFEQV SQLVKEVVSL TEACCAEGAD PDCYDTRTSA LSAKSCESNS
101 PFPVHPGTAE CCTKEGLERK LCMAALKHQP QEFPTYVEPT NDEICEAFRK
151 DPKEYANQFM WEYSTNYGQA PLSLLVSYTK SYLSMVGSCC TSASPTVCFL
201 KERLQLKHLS LLTTLSNRVC SQYAAYGEKK SRLSNLIKLA QKVPTADLED
251 VLPLAEDITN ILSKCCESAS EDCMAKELPE HTVKLCDNLS TKNSKFEDCC
301 QEKTAMDVFEV CTYFMPAAQL PELPDVELPT NKDVCDPGNT KVMDKYTFEL
351 SRRTHLPEVF LSKVLEPTLK SLGECCDVED STTCFNAKGP LLKKELSSFI
401 DKGQELCADY SENTFTEYKK KLAERLKAKL PDATPTELAK LVNKHSDFAS
451 NCCSINSPPL YCDSEIDAEL KNIL

Mascot — Anti-Trypsin Inhibitor

1 MPSSVSWGIL LLAGLCCLVP VSLAEDPQGD AAQKTDTSHH DQDHPTFNKI
51 TPNLAEFAFS LYRQLAHQSN STNIFFSPVS IATAFAMLSL GTKADTHDEI
101 LEGLNENLTE IPEAQIHEGF QELLRTLNQP DSQLQLTTGN GLFLSEGLKL
151 VDKFLEDVKK LYHSEAFTVN FGDTEEAKKQ INDYVEKGTQ GKIVDLVKEL
201 DRDTVFALVN YIFFKGKWER PFEVKDTEEE DFHVDQVTTV KVPMMKRLGM
251 FNIQHCKKLS SWVLLMKYLG NATAIFFLPD EGKLQHLENE LTHDIITKFL
301 ENEDRRSASL HLPKLSITGT YDLKSVLGQL GITKVFSNGA DLSGVTEEAP
351 LKLSKAVHKA VLTIDEKGTE AAGAMFLEAI PMSIPPEVKF NKPFVFLMIE
401 QONTKSPLFMG KVVNPTQK

Mascot — Immunoglobulin domain-containing-like protein

1 MDLLHKNMKH LWFFLLLVAA PRWVLSQVQL QESGPGLVKP SETLSLTCVV
51 SGGSISSSNW WSWVRQPPGK GLEWIGEIYH SGSPNYNPSL KSRVTISVDK
101 SKNQFSLKLS SVTAADTAVY YCARDTVRGG ECEPRHKPPC QEAEGADAGA
151 AQDQQGARGP QSMRPGQEQG QGGRGFLICS VVSLLASTSA VPRAPLSLLF
201 VVLLPHILTA GKKEGRNFSV YH

In den starksten Banden findet man erwartungsgemaR Proteine, die zu den Immunglobulinen zahlen.
Die davon abgeleiteten Aminosaduresequenzen liefern den bisher tiefsten Einblick in die Bindung des
Autoantikorper-Neutralisierers. Mit jedem neuen, analysierten Serum verfestigt sich das Bild
hinsichtlich der Bindungsstelle von BC0O07. Die bisherige Auswahl der Seren erfolgte nach Auswertung
der Signalintensitat in den ELISA sowie der bestimmten Autoantikdrper im Bioassay. Wie der Abbildung
4 zu entnehmen ist, ist das Aufkonzentrieren der IgGs fur die Gelelektrophorese/HPLS-ESI-MSMS

deutlich vorteilhafter als die Originalseren zu nutzen. Im Folgenden wird dieser Schritt vorgestellt.

Mit GPCR-Autoantikérpern angereichertes Probenmaterial

Die GPCR-Autoantikorperanreicherung aus Probenmaterial von Long-Covid-Patienten erfolgte durch
Modifikation von NHS-aktivierter Sepharose 4 Fast Flow (Cytiva Sweden AB, Schweden) mit
Aminohexyl-BC007 in Anlehnung an Wallukat et al. [11], nachdem zuvor alle Proben NMR-

spektroskopisch vermessen wurden (Abb. 3b).
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Die Anreicherung erfolgte aus Long-Covid-Serum, Eluat aus einer Immunapheresebehandlung und
Long-Covid-Immunglobulinfraktionen, die durch Ausfédllen mit Ammoniumsulfat gewonnen wurden.
Hier sind zwei Ziele zu unterscheiden. Einerseits soll die prinzipielle Frage beantwortet werden, ob
BC0OO07 ein universeller AAK-Neutralisierer ist und welche Bedingung mit dieser Eigenschaft verbunden
ist. Flir diese Aufgabe kénnen und wurden Seren unterschiedlicher Herkunft vereint, um hohere IgG-
Konzentrationen zu erreichen. Andererseits ist es das Ziel dieser Untersuchung Zusammenhange
zwischen Long-Covid Symptomen und den detektierten AAK herauszuarbeiten. Hierflir wurden die
Einzelseren herangezogen. Dabei handelte es sich um Proben von Patienten mit Long-Covid-
Symptomen und Referenzproben ohne Long-Covid Diagnose. Weitere Long-Covid-Proben wurden
Uber Berlin Cures und die Charité bezogen. Experimentelle Daten zum Anreicherungsprozess mit
Biotin-modifizierten Sadulen sind beispielhaft in Tabelle 4 dargestellt.

Die Anreicherung von Autoantikdrpern von Long-Covid-Patienten mittels Affinitatschromatografie an
BC007-beschichteten Saulen erfolgte durch uns erstmalig, so dass keine Vergleiche zu Daten anderer
Gruppen bzw. Literaturdaten fir die Auswertung herangezogen werden konnten. Ein Vergleich bietet
sich zu der Arbeit von Wenzel et al. [12] an, die das Aptamer 110-K3 fiir die Modifikation ihrer Saule
genutzt haben und dabei hauptsachlich auf die Anreicherung von P1-Adrenoceptor (ADRB1)-
Autoantikorper abzielten.

Die Menge an IgG, die von der BCO0O7-beschichteten Saule zuriickgehalten wird, ist groRRer als die
»Ausbeute” bei der Sdule mit dem Aptamer 110-K3. Beim Vergleich kann es aber nur um die Plausibiltat
der Methode gehen, denn die Blutproben stammen von unterschiedlichen Krankheitsbildern und das
Aptamer 110-K3 wurde aulRerdem spezifisch fiir B1-Adrenozeptoren selektiert. BCO07 hingegen gilt als
Breitbandspektrumneutralisierer von GPCR-Autoantikorpern, weshalb man erwarten durfte, dass
mehr Immunglobuline gebunden werden als bei 110-K3. Genau diesen Effekt konnten wir beobachten.
Diese Proben eignen sich fiur alle folgenden Untersuchungen (Gele, ESI-MSMS) besser als die

herkémmlichen Serumproben.
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Tab. 4: Antikdrperanreicherung an BCO07-Sepharose-Saulen aus Eluat einer Immunapherese und Serum

1gG/Serum-Auftrag BC007-Sdule

Probenbezeichnung
[ug] bzw. [ul]

IgG Ausbeute [pg] | 1gG Ausbeute [%]

3-4 BH (S)- BH380, 384
5-6 BH (S) — BH386, 391

7-11 BH — BH392, 325, 333, 334, 335

12-16 BH — BH340, 365, 367, 371, 373

17-27 FR — FRO51, 029, 038, 039, 040,

041, 043, 045, 049, 050
Der Proteingehalt einzelner Elutionsfraktionen wurde nach der Dialyse bei 280 nm mit dem Kivettenprogramm
eines Nanodrop 2000c (Peqlab) gemessen.

Bestimmung der BCO07-Bindungsstelle an unterschiedlichen Autoantikérpern

Antikorper besitzen Molekiilmassen von rund 150.000 Da, das entspricht ungefdhr 1500 Aminoséduren.
Die Bindungsstelle fiir BCOO7 kann nun entweder durch eine Reihe aufeinanderfolgender Aminosduren
definiert sein oder durch Aminosaduren, die durch die raumliche Faltung der Proteine das
Bindungsepitop bilden. Es ist daher sinnvoll, die mogliche Bindung einzugrenzen.

Um zu analysieren, welcher Teil der GPCR-Autoantikdrper immobilisiertes BCOO7 bindet, also der
F(ab‘)2- oder Fc-Teil, wurden unabhangig von den Long-Covid Proben, die zu Beginn des Projektes noch
nicht zur Verfigung standen und dariiber hinaus auch der geringen Konzentration von GPCR-
Antikorpern in Patientenproben Rechnung tragend, verschiedene kommerziell-verflgbare
Autoantikorper und eine mit Autoantikorpern angereicherte menschliche Probe verwendet und in ihre

jeweiligen F(ab')2- und Fc-Fraktionen gespalten.

Bindung von IgG-Fragmenten an immobilisiertes BCOO7

Mischungen der gespaltenen Fraktionen wurden mit Hilfe der oben bereits beschriebenen BC007-
beschichteten ELISA-Platten untersucht. Die Spaltprodukte konnten so um die Bindung an BC007
konkurrieren. Mittels anti-F(ab')2-spezifischer und anti-Fc-spezifischer Sekundarantikérper konnte die
Bindung analysiert werden. Die F(ab’)2/Fab-Fraktion eines gespaltenen anti-Human-Antikorpers

bindet eindeutig an BCO07.

17



Bei den Humanproben wurden jedoch beide Fraktionen gebunden, wobei die F(ab’)2-Fraktionen eine
hohere Affinitdat zu BCO07 aufweisen als die Fc-Fraktionen. Fir die Fc-Bindung ist verbliebenes
ungespaltenes Material verantwortlich. Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Bindung
von BCOO7 am F(ab‘)2-Teil der Autoantikorper stattfindet. Wir sind von diesem Ergebnis insofern
Uberrascht, da die Bindung am Fc-Teil eher zu einem universellen Antikérperneutralisierer passen

wirde.

Einfluss der Deglykosylierung auf die Bindung von mit GPCR-Autoantikorper angereichertem
Probenmaterial an immobilisiertes BC 007

Ein Teil der mit Autoantikérpern auf der BCO07-Saule angereicherten Long-Covid Proben wurde unter
Verwendung von PNGase F (BioLabs New England) deglykosyliert, um zu untersuchen, ob die
Wechselwirkungen von BCO07 mit dem Glykananteil der Antikdrper zu tun haben oder durch
Interaktion mit dem Proteinteil verursacht werden. Wichtig ist bei diesem Schritt, dass die Proteine
nicht denaturiert werden, da anderenfalls die GPCR-Autoantikérperbestimmung nicht mehr
funktioniert. Der Erhalt der biologischen Aktivitat lasst sich mit Hilfe des Rattenkardiomyozytentests
nachweisen, indem entsprechende Proben gemall des Herstellerprotokolls behandelt werden und
parallel die Kontrollproben ohne das Enzym PNGase F.

Der Einfluss von Glykanen auf die GPCR-Autoantikdrperbindung an immobilisiertem BCO07 wurde
durch die Deglykosylierung von GPCR-Autoantikérper getestet (Abbildung 8). Um die Funktionalitat
des B1-Autoantikorpers aufrechtzuerhalten, wurde die PNGase F-Behandlung bei Raumtemperatur
statt der vorgeschlagenen Denaturierungstemperatur von 50 °C durchgefiihrt und die Inkubtionszeit
stark verlangert. Die vollstandige Deglykosylierung kann unter diesen Bedingungen allerdings nicht
garantiert werden. Dennoch verringerte dieses Deglykosylierungsverfahren die Bindung des B1-
Autoantikorper-angereicherten Probenmaterials an immobilisiertem BC007.

Unter den Bedingungen fir die vollstandige Deglykosylierung band sogar die native Kontrollprobe fast
nicht mehr an BCO07, ebenso wenig wie die deglykosylierte Probe. Eine unspezifische Bindung an
unbeschichtetem BCO07-Kunststoffmaterial trat nach dieser Behandlung ebenfalls nicht auf. Die
unspezifische Bindung an unbeschichteten, aktivierten Wells war im Vergleich zu den spezifischen

Bindungsergebnissen gering.

Vertraulich
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Vertraulich - Ende

Schlussbhemerkungen

Im Folgenden werden die Herausforderungen des Projektes diskutiert. Es zeigte sich, dass sich GPCR-
Autoantikorpern trotz zahlreicher Versuche nicht ohne weiteres hochgereinigt aus dem Serum von
Long Covid Patienten gewinnen lassen. Ganz generell gestaltet sich der Zugriff auf GPCR-
Autoantikorpern schwierig. Dieser Mangel erschwert die Untersuchungen zur Wechselwirkung und
Aviditat von BC007 gegeniber diesen Autoantikérpern. Insbesondere wenn man wie wir die
Wechselwirkungen auf atomarer Ebene beschreiben mdchte, wie es durch Rontgenstrukturanalyse
oder NMR-Spektroskopie moglich ware.

Bereits Du et al. berichteten dariber, dass sie versuchten, spezifische B1-Autoantikdrper von Patienten
mit Herzinsuffizienz zu reinigen, aber die Konzentration von B1-Autoantikdrpern war so niedrig, dass
es unmoglich war, in vitro-Experimente durchzufihren [13]. Sie bedienten sich daher der Hybridom-
Technik, d.h. der Fusionierung von antikdrperproduzierende B-Zellen mit Myelomzellen, die dann
monoklonale Antikérper produzieren. Diese Technik stand uns allerdings nicht zur Verfligung. Letztlich
gelang es ihnen durch die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern gegen die zweite extrazellulare
Schleife des P1-Adrenorezeptors, den Einfluss von P1-Autoantikorpern auf T-Lymphozyten zu
untersuchen [13]. Strukturelle Aussagen wurden hingegen nicht getroffen. Es wird somit klar, dass im
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Projekt zwischen der Bestimmung von Autoantikérpern in Seren einzelner Patienten mit Long-Covid
Symptomen fir die Diagnostik einerseits und dem Aufkonzentrieren von Autoantikdrpern aus
vereinten Seren mehrerer Long-Covid Patienten fiir die Charakterisierung der Wechselwirkung von
BC007 mit GPCR-Autoantikdrpern andererseits unterschieden werden musste. Als weitere Quelle fur
GPCR-Autoantikorper dienten Eluate von Long-Covid Patienten, die sich einer Immunapherese
unterzogen haben. Solche Proben konnten wir Gber die Berlin Cures GmbH beziehen.

Es ist bekannt, dass die in Tieren hergestellten, kommerziell verfligbaren Autoantikdrper Unterschiede
zu den verwandten humanen Autoantikorpern zeigen [6]. Aufgrund dieser bekannten Unterschiede
zwischen in Tieren erzeugten und natiirlich vorkommenden Autoantikdrpern [7] und auch wegen der
niedrigen AAK-Konzentration beim Menschen [13] war es sinnvoll und notwendig die
Wechselwirkungen zwischen BCO07 und funktionellen GPCR-Autoantikorpern durch Kombination aus
indirekten Messungen und den Einsatz von mit Autoantikérper-angereichertem Probenmaterial zu
charakterisieren.

Neben der geringen Konzentration der Autoantikdrper ist die Heterogenitdt des humanen
Autoantikorpermaterials problematisch. In der friihen Immunantwort zielt eine Vielzahl von IgG-
Antikdrpern mit geringer Aviditat auf eine Vielzahl unterschiedlicher Epitope eines Zielmolekils ab.
Erst die anschlieRende klonale Selektion erhdht die Aviditat der Antikdrper, die eine begrenzte Anzahl
von Epitopen zeigen [14]. Da man nicht viel tiber den Krankheitszustand einzelner Patienten in Bezug
auf den Immunstatus weil3, kann eine hohe Varianz des Autoantikorpermaterials sogar innerhalb von
Individuen auftreten, wenn die Proben in verschiedenen Krankheitsstadien entnommen wurden.

Die Reinigung von AAKs gegen ein Epitop, wie es von Hagemann et al. fir das B-Amyloid-Peptid
berichtet wurde, kann mit polyklonalen menschlichen Autoantikérpern durch Chromatofokussierung
erreicht werden [15]. Mittels 2D-Geltrennung wurde eine erstaunlich hohe Diversitdt spezifischer
Autoantikorper sichtbar, ein Befund, der sich mit unseren 2D-Gelanalysen von Long Covid Seren deckt.
Die Autoantikdrper-Reinigung, die eine Vielzahl von praparativen Schritten umfasst, birgt das Risiko,
die native Konformation zumindest von Teilen der Molekile zu verlieren. Dieses Phanomen wurde
intensiv an therapeutischen Antikérpern untersucht [16]. Dabei kénnen Molekiile entstehen, die
modifizierte Strukturen tragen und dadurch analytische Messungen stéren bzw. verfalschen kdnnen.
Um die biologische Wirksamkeit unserer Proben zu kontrollieren, haben wir den Einfluss auf die
Schlagfrequenz im Kardiomyozytenassay vor und nach den Reinigungsschritten getestet (Vergabe von
Auftragen —Kardiomyozytenassay).

Auf der anderen Seite sind monoklonale Antikoérper, falls verfligbar, ein gutes Werkzeug, um die
Aviditat zu untersuchen. Dies wurde ebenfalls in der Arbeit von Du et al. gezeigt, die die Aviditat der
Bindung der B1-Autoantikérper an den PB1-Adrenozeptor untersuchten [13]. Dabei wurden

Unterschiede in der Aviditdt zwischen den PB1-Autoantikorpern humanen Ursprungs und den in
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Mausen generierten monoklonalen B1-Autoantikorper festgestellt. Die durchschnittliche Affinitat des
humanen Ursprungsmaterials, das wiederum aus einem grofRen Pool verschiedener Einzelantikdrper
bestand, war im Vergleich zu den monoklonalen Maus-anti-B1-Autoantikdrper um den Faktor 30
geringer [13]. Ob dies der Grund fir Unterschiede in den ELISA-Ergebnissen bei der Analyse von GPCR-
AAK tierischer oder menschlicher Herkunft ist, ist bisher nicht klar, wird aber fir sehr wahrscheinlich
gehalten [7].

Heterogene IgG-Fraktionen aus Patientenmaterial, wie die polyklonalen Amyloid-Autoantikorper [15]
und solche aus unseren Experimenten (B1-AAK-Aktivitat in verschiedenen Eluatfraktionen), kdnnten
daher hochgereinigten bzw. monoklonalen AAK {iberlegen sein, auch wenn sie nur indirekte
Aviditatsmessungen zulassen. Diese rohen Fraktionen sind naher an der Realitat als das monoklonale
Werkzeug. Es besteht jedoch die Gefahr, dass Autoantikdrpermolekiile mit hoher Affinitdt, die in
einem komplexen Pool von Bindern mit niedriger Affinitdt verborgen sind, nicht erkannt werden
kénnen. Obwohl mit geringerer Affinitat bindet BCO07 auch AAK-freie 1gGs. Kommerziell erhiltliche
IgG-Subtypen binden an ELISA-Platten, die mit immobilisiertem BCO07 beschichtet wurden. Diese
Phanomene kénnen spezifische Ergebnisse verfalschen.

Dennoch wurde die Bindung von gespaltenen Autoantikdrperproben an immobilisiertem BC0O07
getestet. Fluoreszenzmarkiertes Cy3-BC007 zeigt in der Gelelektrophorese eine hohere Affinitat zu den
schweren Ketten der AAKs als zu den leichten Ketten. Dies trifft auch auf F(ab’)2-Fragmente von anti-
Human-Antikérpern fir immobilisiertes BCO07 im Vergleich zu entsprechenden Fc-Fragmenten zu. Es
wurde bereits gezeigt, dass BCO07 bei der Messung von in Fab- und Fc-Fragmenten gespaltenen
funktionalen GPCR-AAK und anschlieBend mit Anti-Fab-Antikorper-vermittelten rekonstituierten
Antikorpern das Fab-Fragment starker reagiert. Wir haben gespaltene Teile verschiedener funktionaler
GPCR-AAK getestet, um festzustellen, welcher Teil am starksten an immobilisiertes BCO07 bindet. Ein
polyklonaler Antikérper, der in Kaninchen gegen die zweite Schleife des humanen ETA-Rezeptors
gezilichtet wurde und der im Bioassay eine hohe Aktivitdt und im 2D-Gel-eine maRige Proteinvielfalt
zeigte, wurde mit gereinigten humanen GPCR-AAK-Proben verglichen. Dabei zeigte sich, dass der
F(ab')2/Fab-Teil an BCOO7 bindet.

Da BC0O7 nicht ein spezifisches Molekiil, sondern mehrere IgG-Molekiile eingefangen hat, wurde eine
schrittweise Elution des eingefangenen IgG von der BCO07-Saule durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte
bestimmt werden, welche Elutionsfraktion funktionell aktive B1-AAKs enthielt. Diese Experimente
wurden analog zu Shimidzu et al. durchgefiihrt [12]. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden auf AAK-
Aktivitat getestet. Hier zeigte sich, dass bei den Eluatfraktionen mit 0,5 M KSCN die Aktivitat
wiedergewonnen wurde, die groBtenteils durch den spezifischen B-Rezeptorblocker Bisoprolol

(Tabelle 2) blockiert worden sein kdnnte.
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Diese Experimente belegen die Inhomogenitat der funktionellen GPCR-AAK-Proben in Bezug auf die
B1-AAK in der Probe. Die Untersuchungen wurden durch analog fiir $2-AAK an Long-Covid Proben
durchgefiihrte Experimente bestatigt. Weiterhin weist menschliches IgG-Material ein ausgepragtes
Glykosylierungsmuster auf, welches ebenfalls nicht auRer Acht gelassen werden darf. Es wurde sogar
berichtet, dass Autoantikorper ein Glykosylierungsmuster zeigen, das sich von den (brigen IgGs
unterscheidet, wie es bei anti-citrullinierten Protein-Antikérpern von Patienten mit rheumatoider
Arthritis der Fall war [17]. Die Glykane sind zumindest teilweise an der Bindung von mit GPCR-AAK
angereicherten Proben an BCO07 beteiligt, wie aus unserem Bindungsexperiment ersichtlich ist, das
deglykosyliertes mit nativem Probenmaterial vergleicht (Abb. 4). Die Deglykosylierung verringerte die
Bindung von B1-AAK-Probenmaterial an BCOO7. Monoklonale Antikdrper zeigen andere Glykanprofile
als menschliches Material [18, 19]. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass unterschiedliche
Glykanprofile unterschiedliche Bindungsverhalten fordern. Zusammengenommen stiitzen
insbesondere die Bindungsexperimente mit gespaltenem IgG/funktionalen AK die Hypothese, dass
BC0O07 eine GPCR-AAK-neutralisierende Wirkung hat.

Wir haben alle im Projektantrag beschriebenen Aufgaben mit Ausnahme der Untersuchungen von
Patientenproben nach BCO07-Behandlung durchgefiihrt. Leider konnte die klinische Studie mit BCO07
beim Erlanger Kooperationspartner nicht wie erwartet innerhalb des Bewilligungszeitraumes starten,
so dass bis zum Ende der Projektlaufzeit keine Proben von mit BCOO7 behandelten Long Covid
Patienten vorlagen. Fiir die ndhere Zukunft konzentrieren wir uns auf die Entwicklung eines ELISA-Tests
fir Long Covid, der auf den berichteten Ergebnissen des reCOVer-BMBF Projektes beruht (vertrauliche
Informationen in diesem Bericht). Die Finanzierung daflir steht, so dass wir im Laufe des nachsten
Jahres, dann auch mit Proben von mit BCOO7 behandelten Long Covid Patienten der im Juli 2023
angelaufenen klinischen Studie, uns voll auf diesen Bereich fokussieren werden. Der Assay soll
kommerziell vermarktet werden, die entsprechende Patentierung verhindert die Veréffentlichung der

Ergebnisse gemal NKBF/NABF.
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