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A link between COVID-19 and heme-driven pathophysiology was
recognized early due to SARS-CoV-2-induced autoimmune reactions
leading to hemolysis. The accumulating heme has been shown to
trigger inflammation and thrombosis. Moreover, heme-binding motifs
were identified in the viral spike glycoprotein and protein 7a as well as
in the host protein ACE2. Biophysical and in silico studies confirmed
heme binding to these proteins, emphasizing the potential relevance of

hemolysis in COVID-19.
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B Hamoglobinopathien (z.B. Sichelzell-
krankheit), paroxysmale ndchtliche Hamo-
globinurie, Favismus sowie Transfusions-
reaktionen sind nur einige Beispiele fiir
Ereignisse, die mit intravaskuldarer Hamoly-
se einhergehen konnen. Aus den Erythrozy-
ten in das Blutplasma freigesetztes Himo-
globin wird im Zuge dessen zu Globinen und
Ham abgebaut, sofern die Kapazitit des
Hamoglobin-bindenden Haptoglobins gesat-
tigt ist. Das freigesetzte Him sollte ebenfalls
abgefangen werden, woflir das Protein
Hamopexin verantwortlich ist, dessen Plas-
makonzentration jedoch unter hamolyti-
schen Bedingungen nicht fiir die vollstandi-
ge Beseitigung des liberschiissigen Hams
ausreicht. Auch andere Ham-abfangende
Mechanismen werden bei starker intravas-
kuldrer Hamolyse tiberwéltigt, sodass Ham
im Blutplasma akkumuliert. Dieses labile,
bioverfiighare Ham ist fiir seine proinflamm-
atorischen und gerinnungsfordernden
Eigenschaften seit langem bekannt, wobei
diese Effekte durch die Interaktion mit
Proteinen hervorgerufen werden, deren
Funktion in Folge der Hadmbindung
beeinflusst wird [1-3]. Dies konnte bei-
spielsweise bereits fiir diverse Komplement-
[1] und Gerinnungsproteinen [2, 4] gezeigt
werden.
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Voraussetzung fiir transiente
Ham-Protein-Interaktionen

Auf molekularer Ebene waren die Grund-
lagen der Ham-Protein-Assoziation noch vor
ca. 15 Jahren weitgehend unbekannt. Mithil-
fe chemischer, biochemischer und biophysi-
kalischer Methoden konnten jedoch die
Erkennungsmerkmale auf den Proteinober-
flichen fiir die Himbindung sukzessiv auf-
geklart werden (Abb. 1, [5-7]). Fe(Il/1II)-
Ham bindet dabei iiber eine koordinative
Bindung als axialer Ligand an Proteine. Dies
wird insbesondere tiber Aminosduren mit
Heteroatomen (z. B. Cys, His, Tyr) realisiert
und betrachtlich durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostati-
schen und Van-der-Waals-Wechselwirkun-
gen mit dem Protoporphyrin-IX-Ringsystem
unterstiitzt, wie die Cys-, His- und Tyr-basier-
ten Konsensussequenzen und die entspre-
chenden Strukturuntersuchungen zeigten
(Abb. 1, [5-7]). Eine effiziente Bindung von
Hadm an solche Motive ist charakterisiert
durch Affinitdten im niedrigen mikro- bis
nanomolaren Bereich, wobei CP- sowie
kombinierte H/Y-basierte Sequenzen haufig
die hochste Affinitdt gegeniiber Him auf-
wiesen [5-7]. Diese Erkenntnisse fiihrten
zur Entwicklung einer Webapplikation
(,HeMoQuest“), die uns heute die Vorhersage
von Ham-bindenden/-regulatorischen Moti-
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ven (HBM/HRM) in Proteinen anhand der
Aminosauresequenz und Strukturevaluation
erlaubt (Abb. 1, [5, 8]).

Ham und virale Infektionen: ein
komorbider Zusammenhang

Im Zuge der SARS-CoV-2-verursachten Pan-
demie riickten Untersuchungen zur Interak-
tion von Ham mit Virusbestandteilen wieder
verstarkt in den Fokus. So war beispielswei-
se bereits bekannt, dass Zika-, Chikungunya-
und Dengue-Viren mit Him wechselwirken
konnen [9, 10]. Von solchen Viren verursach-
te Ausbriiche werden immer intensiver
untersucht, wobei auch Begleiterkrankungen
der Patient:innen mehr und mehr beriick-
sichtigt werden, um die Entwicklung der
Infektion und daraus resultierender Folge-
erkrankungen besser einschédtzen zu kon-
nen. In diesem Kontext erschienen erste
Berichte, die das Auftreten von hdmolyti-
schen Ereignissen im Zusammenhang mit
oder als Folge von SARS-CoV-2-Infektionen
beschrieben, iiberaus interessant. Fiir die
Analyse von derartigen Komorbiditaten hat
sich die Anwendung von Wissensgraphen als
bioinformatisches Tool bewdhrt. So wurde
2019 auch fiir die Ham-induzierten Effekte
in hamolytischen Erkrankungen ein solcher
Wissensgraph, ,HemeKG*, erstellt, indem
erstmalig aus der Literatur bekannte Wech-
selwirkungen und Kausalitdten dargestellt
wurden [3]. Hier konnten insbesondere
Riickschliisse auf die durch Him ausgelos-
ten, entziindlichen Reaktionen dargestellt
werden [3]. Auch fiir die durch eine SARS-
CoV-2-Infektion induzierten Effekte wurden
Wissensgraphen erarbeitet, was den direkten
Vergleich der Biomarker von hamolytischen
bzw. Ham-induzierten Krankheitserschei-
nungen und der Pathophysiologie von
COVID-19 ermdglichte [11]. Auf diese Weise
zeigten sich neben den Hamolyse-Biomar-
kern Lactat-Dehydrogenase (LDH) und Bili-
rubin auch Gemeinsamkeiten bei Entziin-
dungs- und Gerinnungsparametern (Abb. 2).
Dies erlaubte einen Riickschluss darauf, dass
Patient:innen mit hdmolytischen Vorerkran-
kungen moglicherweise empfanglicher fir
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A Abb 1: Workflow zur biochemischen und biophysikalischen Analyse der Anforderungen an Himbindemotive (HBMs) in Proteinen: Mithilfe einer kom-
binatorischen Peptidbibliothek werden Hdm-bindende Sequenzen identifiziert (1), die anschlieBend mit spektroskopischen Methoden auf ihre Ham-
bindekapazitat tiberpriift werden (2). Proteine, die solche HBMs enthalten, werden mit biophysikalischen Methoden auf ihre Fahigkeit zur Hdmbindung
evaluiert (3). Die Analyse von mehreren hundert Peptidsequenzen ermdglicht die Klassifizierung der HBMs anhand der Eisenion-koordinierenden Ami-
nosaure (C, H, Y) und benachbarter Reste, die mit dem Protoporphyrinring interagieren (4). Die Fiille an experimentellen Daten erlaubt die Etablierung
eines Suchalgorithmus zur Auffindung von HBMs in Proteinen, dessen Zugénglichkeit iiber die Implementierung der Webapplikation ,,HeMoQuest® [8]
(5) ermdglicht wurde. Der Effekt der Himbindung auf Proteine wird schlieBlich in funktionellen Tests untersucht (6).

einen schweren Verlauf von COVID-19 sein
konnten, und das Auftreten von hdmolyti-
schen Ereignissen im Rahmen von SARS-
CoV-2-Infektionen die Entziindungs- und
prothrombotischen Prozesse weiter anfachen
konnte. Diese Erkenntnisse verdeutlichten
die Bedeutung der Beriicksichtigung von
hamolytischen Vorerkrankungen und/oder
SARS-CoV-2-induzierter Hamolyse im Ver-
lauf von COVID-19.

Virale und Wirtszellproteine als Ham-
Interaktionspartner

Das Auftreten von SARS-CoV-2-induzierter
Hamolyse als Folge von Autoimmunreaktio-
nen brachte auch die Moglichkeit von Ham-
Protein-Interaktion im Kontext von SARS-
CoV-2-Infektionen auf. So wurden mithilfe
von ,HeMoQuest“ die Primdrsequenzen der
an der Virusoberflache exponierten Proteine
und der humane Wirtszellrezeptor ACE2 auf
potenzielle HBMs analysiert, wodurch eine
Auswahl an potenziell Ham-bindenden Pro-

teinen an der Schnittstelle von SARS-CoV-2
und humanen Wirtszellen vorhergesagt wur-
den (Abb. 3A, [11]). Um die Qualitat der
potenziellen HBMs weiter einzuschéatzen,
wurden diese als Protein-abgeleitete Peptide
synthetisiert und ihr Himbindeverhalten
mithilfe von UV/Vis-spektroskopischen
Interaktionsstudien untersucht (Abb. 3A).
Hierbei wurden fiir das virale Spike-Glyko-
protein und das akzessorische Protein 7a
sowie fiir das humane ACE2 je ein hoch affi-
nes HBM und weitere moderat bindende
Motive identifiziert [11]. Die anschlieBende
Analyse der Hambindung auf Proteinebene
erfolgte mittels Oberflichenplasmonen-
resonanz(SPR)-Spektroskopie und molekula-
ren Docking- und Simulationsstudien [12].
Aufgrund mangelnder Verfiigharkeit wurde
die Ektodoméne von Protein 7a zunédchst mit-
tels Festphasenpeptidsynthese und Puffer-
oxidation synthetisiert. Die anschlieBenden
SPR-Studien charakterisierten Protein 7a als
transient Ham-bindendes Protein, was sich

durch schnelle Assoziations- und Dissozia-
tionskonstanten und eine Bindungsaffinitat
im nanomolaren Bereich (K, ~469 nM,
Ky, ~740 nM) zeigte [12]. Das beobachtete
biphasische und heterogene Hambindever-
halten war im Einklang mit dem zuvor iden-
tifizierten hochaffinen HBM (H%%/Y%°) und
einer weiteren, unspezifischen Bindungsstel-
le (Y?), die bei in silico-Studien beobachtet
wurde. Ein vergleichbares Hambindeverhal-
ten wurde auch fiir das virale Spike-Glyko-
protein (K, ~650 nM, K,, ~1,86 uM) und das
humane ACE2 (K,, ~659 nM, K, ~1,54 uM)
beobachtet [12]. Auch hier deckte sich das
beobachtete biphasische Bindungsverhalten
mit den zuvor identifizierten und durch in
silico-Studien bestéatigten HBMs (Abb. 3A).

Fazit und Ausblick

Die physiologische Relevanz von Him im
Zuge von SARS-CoV-2-Infektionen, sei es
durch bereits vorliegende oder viral auto-
immun erzeugte hdamolytische Ereignisse,
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A Abb 2: Strukturierung und semantische Verkniipfung der experimentellen Daten in Wissensgraphen. A, Die Superimposition des Him-Netzwerks
,HemeKG“ mit dem COVID-19-Wissensgraph [11] verdeutlicht gemeinsame Biomarker von hamolytischen Erkrankungen und COVID-19. B, Beide
Pathophysiologien zeigen Uberschneidungen (violett) in diversen Hamolyse-, Entziindungs-, Gerinnungs- und Blut-Biomarkern [11]. Modifiziert nach

[11].
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A Abb 3: Evaluation der Hdmbindung an SARS-CoV-2-Proteine und ACE2. A, Vorhersage von HBMs (1), deren Analyse mit UV /Vis-Spektroskopie (2),
Charakterisierung der Interaktionen mit SPR-Spektroskopie (3) und in silico-Studien (4). B, Die HBMs im Spike-Glykoprotein und ACE2 befinden sich
nicht an der Virus-Wirtszell-Schnittstelle. Angelehnt an [12].
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sollte auf Grundlage der beobachteten,
gemeinsamen Biomarker sowie der potenzi-
ell moglichen Ham-Protein-Wechselwirkun-
gen an der Schnittstelle der Virus-Wirtszell-
Interaktion in Betracht gezogen und bertick-
sichtigt werden. Obwohl die Him-Bindungs-
stellen des viralen Spike-Glykoproteins und
des humanen Rezeptors ACE2 nicht an der
direkten Schnittstelle der beiden Proteine zu
finden sind (Abb. 3B), konnte die Him-Bin-
dung an beide Proteine die virale Aufnahme
in die Wirtszelle beeinflussen, was die friiher
beobachtete Replikationsunterdriickung von
SARS-CoV-2 in Gegenwart von Ham erklaren
konnte. Dariiber hinaus wire es denkbar,
dass das Virus iiber das Spike-Glykoprotein
und Protein 7a Him bindet und auf Immun-
zellen iibertragen kann, was auch fiir aus
Erythrozyten stammende Mikrovesikel
bereits bekannt ist und dort zu einer gestei-
gerten Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 4
fiihrt, was in COVID-19 die Entztindungspro-
zesse steigern konnte (Abb. 4). Jedoch miis-
sen weitere ex vitro-und in vivo-Untersuchun-
gen erfolgen, um die physiologische Rele-
vanz der beobachteten Him-Protein-Inter-
aktionen zu charakterisieren.
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