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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Biologische Membranen und Membranproteine

Biomembranen begrenzen die Zelle nach auBlen. Sie dienen dem Zweck, den Stoff-
transport zu beschrinken und zu spezialisieren.' Zellen eukaryotischer Organismen enthalten
aullerdem intrazellulire Membranen wie z.B. das endoplasmatische Retikulum (ER) und
verschiedene, membranumschlossene Organellen wie Zellkern, Mitochondrien und Vesikel.
Diese Organellen teilen das Zellinnere in verschiedene Kompartimente auf. Der laterale
Diffusionskoeffizient der Membranlipide ist mit ca. 10™® cm*/s relativ hoch; die Biomembran
wird deshalb auch als zweidimensionale Fliissigkeit beschrieben. Biomembranen besitzen die

Tenzenz zur Selbstorganisation und konnen Strukturdefekte oft spontan reparieren.
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Abbildung 1  Amphiphile Molekiile in biologischen Membranen.
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EINLEITUNG

Die Zusammensetzung biologischer Membranen ist strukturbestimmend fiir das jeweilige
Membransystem und charakteristisch fiir die Art des Organismus, sowie fiir den jeweiligen
Zelltyp. Membranen bestehen iiberwiegend aus Phospholipiden (Phosphoglyceriden), also
amphiphilen Lipidmolekiilen. Die Alkoholkomponente der Phospholipide kann durch Cholin
(Abbildung 1A), terminal verkniipftes Glycerin (Abbildung 1B), Ethanolamin, Serin oder
myo-Inositol gebildet sein. Phosphatidylinositol, verkniipft mit einem Oligosaccharid, tritt oft
als Anker fiir Membranproteine auf (Glycosylphosphatidylinositolanker, GPI). Der lipophile
Teil eines Sphingoglycolipides (Abbildung 1C) besteht aus dem langkettigen Aminoalkohol
Sphingosin und einem aminoverkniipften Acylrest. Dieses Grundgeriist aller Sphingolipide
wird als Ceramid bezeichnet. Bei Cerebrosiden wird die Glycokomponente durch ein
Monosaccharid gebildet; Ganglioside weisen bis zu acht linear oder verzweigt verkniipfte
Zuckerreste auf. Sie tragen mindestens ein Molekiil Sialinsdure und stellen charakteristische
Merkmale fiir Zellerkennungsprozesse dar. Bei den Sphingophospholipiden ist die Hydroxy-
gruppe eines Ceramides iiber eine Phosphodiesterbriicke mit einer weiteren polaren
Alkoholkomponente verbunden, wie sie auch in den Phospholipiden (Abbildung 1A und B)
zu finden ist. Diese Sphingomyeline bilden den Hauptbestandteil der isolierenden
Nervenscheiden. Neben den typischen Membranlipiden ist Cholesterin (Abbildung 1D) in den
Zellmembranen aller eukaryotischen Zellen enthalten. Das Sterangeriist lagert sich parallel zu
den Alkylresten in die Doppelschicht. Cholesterin reguliert die Fluiditdt und die Flexibilitét
der Lipiddoppelschicht indem es sowohl die kristalline Packung der Lipide bei niedrigen
Temperaturen als auch eine zu groBBe Beweglichkeit der Alkylketten bei hoheren Tempe-
raturen verhindert. Eine weitere Klasse der Glycolipide, die Cholesteringlycoside nutzen
Cholesterin als Membrananker.

Eine Lipidmembran stellt fiir Jonen wie Na', K', CI", Phosphat oder Cholin ein fast
uniiberwindliches Hindernis dar. Thre Durchléssigkeit fiir polare Molekiile wie Wasser,
Harnstoff, Glucose oder Glycerin ist gering. Neutrale Molekiile mit unpolaren Resten
hingegen durchdringen die Lipiddoppelschicht besser.

Die selektive Permeabilitdt von Biomembranen beruht auf membrangebundenen Kanal-
und Transportproteinen (Pumpen). Wasser kann iiber ein gedffnetes Kanalprotein
(Aquaporin) die Biomembran praktisch ungehindert durchdringen. Weitere wichtige
Funktionen werden von membranstindigen Enzymen und Rezeptoren iibernommen. Diese
fiihren chemische Reaktionen aus, bzw. dienen der molekularen Erkennung. Signalkaskaden
im Zellinneren ermoglichen einen bidirektionalen Informationsaustausch. Der Proteinanteil in
biologischen Membranen betrdgt typischerweise 50 % der Membranmasse. Je nach
Membrantyp betrigt der Wert zwischen 20 und 80 %.

12
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Abbildung 2 Schematische Darstellung verschiedener Membranproteine.

Bei den integralen Membranproteinen tauchen hydrophobe Doménen in die Membran ein
und sorgen fiir eine feste Verankerung des Proteins (sieche Abbildung 2). Transmembran-
proteine besitzen mindestens ein membrandurchspannendes Segment. Periphere Membran-
proteine konnen tiber das flexible Oligoglycan eines GPI-Ankers mit der Membran verbunden
sein und einen groBeren Abstand zur Membranoberfliche einnehmen. Diese und andere
Ankergruppen werden posttranslational angefiigt. Einige periphere Membranproteine sind
lediglich durch elektrostatische Anziehung und Wasserstoffbriickenbindungen mit der
Membran oder einem integralen Membranprotein assoziiert, ohne in die Lipiddoppelschicht
einzudringen. Teilweise dienen aber kovalent gebundene Lipide als zusétzlicher Membran-
anker.

Die Lipidmembran wirkt als zweidimensionales Losungsmittel fiir Membranproteine
(fluid mosaic).”> Die laterale Diffusionsgeschwindigkeit von Proteinen, die in der
Lipiddoppelschicht eingebettet sind, betrdgt etwa ein Zehntel der Beweglichkeit der
Phospholipidmolekiile. Ausnahmen bilden Membranproteine, deren zytoplasmatische
Doméne am Zytoskelett fixiert ist, oder die in einem Verbund (raftf) mit anderen
Membranproteinen organisiert sind. Die spontane Rotation eines Proteinmolekiils von einer
Membranseite zur anderen (transversale Diffusion oder flip-flop) ist extrem selten. Seine
Orientierung in der Membran ist also definiert (vektorielle Anordnung), und die
Membranasymmetrie bleibt liber langere Zeit erhalten. Deshalb kann durch aktiven Stoff-

transport ein transmembranaler Konzentrationsgradient, z. B. ein pH-Gradient oder ein
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EINLEITUNG

elektrisches Membranpotential, aufgebaut werden. Die Glycankomponente in Glycoproteinen
und Glycolipiden ist hoch solvatisiert und voluminds. Sie verringert deshalb die flip-flop-
Wahrscheinlichkeit der Membranbestandteile, stabilisiert die Asymmetrie und spielt bei der

interzelluldren Erkennung eine wichtige Rolle.

1.2. Siebentransmembranproteine

Eine der groflten Superfamilien von Membranrezeptoren sind die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs). Thr gemeinsames Strukturmerkmal sind sieben membrandurch-
spannende a-Helices. Sie werden daher auch als 7-Transmembransegmentrezeptoren (7TMS)
oder 7-Transmembranrezeptoren (7TM) bezeichnet und besitzen 230 bis 400 Aminosduren.
Das an der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors assoziierte, heterotrimere G-Protein leitet
die Information iiber weitere Botenstoffe weiter, die als second messengers bezeichnet
werden. Die Wahrnehmung exogener Reize wie Licht, Pheromone, Geschmacks- und
Geruchsstoffe wird durch die chemosensorischen GPCRs oder ¢sGPCRs vermittelt, einer
Hauptklasse von Rezeptoren. Die chemische Vielfalt der endogenen Liganden ist ebenfalls
sehr grof3 und schlieBt neben Peptiden und Proteinen auch die Substanzklassen Nucleotide,
Lipide, Neurotransmitter und Ionen ein. In diesem Zusammenhang wird auch von
endoGPCRs gesprochen, unter denen sich viele pharmakologisch bedeutende fargets finden.
In Genomanalysen konnen durch Sequenzvergleiche 6 Familien von GPCRs unterschieden
werden, die untereinander keine Sequenzhomologien aufweisen.’ Teilweise wird auch die
Unterteilung in die Klassen A, B, C, D und S/F vorgenommen.* Bisher sind nur etwas mehr
als 100 humane GPCRs genauer untersucht worden, aber durch Strukturvergleiche innerhalb
des humanen Genoms sind allein 350 GPCRs mit Peptidspezifitit identifiziert worden.” Bei
dieser Clusteranalyse des Humangenoms wurde das 7TMS Motiv iiber 1300 mal aufgefunden.
Dies deutet auf einen Anteil der GPCR-Gene von iiber 1 % im gesamten Humangenom hin.
Andere Schitzungen belaufen sich auf bis zu 5 %. Fiir etwa 200 genomisch eindeutig
identifizierte humane GPCRs sind bisher keine Liganden bekannt (orphan GPCRs).

Das aus Archebakterien isolierte Bacteriorhodopsin ist das erste 7-Transmembranhelix-
protein (7TM), bei dem die 3D-Struktur durch hochauflésende Elektronenmikroskopie
bestimmt werden konnte.® Fiir diese Methode muss das Protein als kristallines 2D-Array in

der Membran vorliegen also eine regelmifige Packung in der Membran bilden.
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Abbildung 3  Die dreidimensionale Struktur des Bacteriorhodopsins wurde zuerst von Richard
Henderson et al. durch Einkristallelektronenbeugung und hochauflésende Elektronen-
mikroskopie bestimmt.” Es sind drei orthogonale Ansichten gezeigt. Eingeschlossen im
Helixbiindel ist das Retinalmolekiil zu erkennen.

Allerdings ist Bacteriorhodopsin kein GPCR, da es kein G-Protein aktiviert. Es wirkt als
Protonenpumpe und dient der Photosynthese. Wie das humane Opsin, ein GPCR der
Sehsinneszellen, enthdlt es Retinal als prosthetische Gruppe. Zu manchen GPCRs, besonders
zu einigen anderen Opsinen, besitzt Bacteriorhodopsin eine hohe Sequenzhomologie.
Strukturanalysen einiger GPCR hoherer Lebewesen zeigten eine dhnliche Topologie des
Helixbiindels wie im Bacteriorhodopsin. Es diente daher einige Jahre als Modell fiir GPCRs
und als Templat zur Strukturvorhersage von 7TM Proteinen (homology modelling).
Mittlerweile existieren fiir das GPCR Rhodopsin aus dem Rind auch Rontgen-
strukturanalysen, denen Kristalle von Komplexen des Proteins mit Lipiden zugrunde lagen.®
Ebenfalls fiir die RSA geeignet sind Proteinkomplexe mit einem Detergenz wie
n-Octyltetraoxyethylen (Hydroxyethyloxy-tri(ethyloxy)octan). Das Rinderrhodopsin gehdrt
zur Klasse A der GPCRs, die auch die Rezeptoren fiir Bradikinin, Angiotensin II,
Somatostatin, Opioide, Chemokine und Interleukine beeinhaltet. Das Rinderrhodopsin ist
deshalb als Homologiemodell sehr vielseitig. Die Untersuchungen zur Primérsequenz und der
rdumlichen Struktur der GPCRs liefern viele Impulse fiir das Verstindnis ihrer Funktion aber

auch fiir die Therapie von Krankheiten.

1.3. Aufklarung der 3D-Struktur bei Membranproteinen

AuBler der hochauflésenden Elektronenmikroskopie und der Rontgenstrukturanalyse von
Membranproteinen in Detergenz- oder Lipidkomplexen kénnen auch NMR-Methoden zur
Strukturaufkldrung angewendet werden. Gut aufgeloste NMR-Spektren konnen jedoch nur
von Molekiilen erhalten werden, denen eine rasche Rotation und Umorientierung moglich ist.

Membrankomponenten wie Lipide oder Proteine konnen keine schnellen, isotropen Taumel-
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bewegungen ausfithren, und die richtungsabhingigen Wechselwirkungen wie dipolare
Kopplungen sowie chemische Verschiebung werden nicht gemittelt.

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Signalform ist die Préparation von makro-
skopisch orientierten Proben in denen die Lipiddoppelschichten auf Glaspléttchen einheitlich
ausgerichtet sind. Diese Technik ist besonders effektiv bei seltenen Nukliden wie *'P und *C
mit geringem gyromagnetischen Verhiltnisy, bei denen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
(DD) einen geringeren Einfluss auf die Linienverbreiterung besitzen als die Anisotropie der
chemischen Verschiebung (chemical shift anisotropy, CSA). Festkorper-NMR-Messungen an
Peptiden und Proteinen in lamellaren Lipidphasen dienten der Bestimmung einer
hochaufgelosten Struktur von Gramicidin A und der Riickgratstruktur einzelner
transmembranaler Helices zweier Neurotransmitterrezeptoren.” '° In geordneten Proben
konnen richtungsabhéngige Parameter gemessen und zur Ermittlung der relativen
Orientierung einzelner Transmembrandoménen oder auch von Ligandmolekiilen beziiglich
des Restes des Proteins oder zur Membranebene genutzt werden. Durch Einfithrung von
mindestens zwei Fluoratomen in synthetische Membranpeptide an verschiedenen Positionen
der Sequenz, kann in '""F-NMR-Experimenten die Orientierung oder den Abstand der
markierten Aminiosduren bestimmt werden. "’

Neben der Vermessung statisch orientierter Proben ist magic angle spinning (MAS) eine
weitere Strategie zur Verringerung der Linienbreite und zur Verbesserung der Auflésung.'> '
Schnelle Rotation der Probe im magischen Winkel von 54.74° zum Magnetfeld fiihrt zu einer
Ausmittelung der winkelabhidngigen Terme im Tensor fiir die dipolare Kopplung. Aullerdem
wird eine Verschlechterung der Linienform durch CSA und durch Inhomogenititen der
magnetischen Suszeptibilitit zum grofBen Teil weggemittelt. An mikrokristallinen,
fliissigkristallinen oder auch amorphen Peptidproben koénnen auf diese Weise sehr gut
aufgeloste Festkorperspektren erhalten werden. Bei verschiedenen membrandurchspannenden
Peptiden von 40 bis 60 Aminosduren Linge konnten die Resonanzen iiberwiegend zugeordnet
und tiber Winkel- und Abstandseinschrankungen (constraints) die 3D-Strukturen bestimmt
werden.'*'® Die Peptide sind hierzu '°N- und *C-markiert worden. Die MAS-Technik kann
auch auf orientierte Proben angewendet werden, um beide Methoden miteinander zu
kombinieren (magic angle oriented sample spinning, MAOSS)."” Bei den Arbeiten von
Watts et al. standen Studien an Seitenketten von Membranproteinen, prosthetischen Gruppen
und Liganden, sowie deren dynamischen Eigenschaften im Vordergrund.'® " Teilweise
wurden in diesen Arbeiten spezifisch markierte Liganden benutzt, um strukturelle,
dynamische und elektronische Details des gebundenen Liganden oder der Bindungstasche zu
untersuchen.

Speziell die Effizienz der 'Hhomonuklearen dipolaren Kopplungen kann in
Kreuzpolarisationstransfer-NMR-Experimenten (polarization inversion spin exchange at

magic angle, PISEMA) unter Anwendung von FSLG-Impulssequenzen (frequency-switchend
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Lee-Goldberg) unterdriickt werden.”” Die Linienbreite kleiner Membranproteine in
orientierten, multilamellaren Lipiddoppelschichten konnte dadurch weiter verringert werden.

Kleine Membranproteine mit einer Molmasse von etwa 20 kDa konnen auch mit einem
Detergenz wie Dodecylphosphocholin (DPC), n-Octyl-B-D-glucopyranosid (OG) oder
Dodecyl-B-D-maltopyranosid (DM) solubilisiert und in Form gemischter Mizellen unter
Losungs-NMR-Bedingungen strukturell und funktionell untersucht werden. >

Die Anwendung des TROSY-Verfahrens (transverse relaxation optimized spectroscopy)
auf Tripelresonanzexperimente wie 3D-HSQC-TOCSY bei der Strukturbestimmung erlaubt
die sequenzielle Zuordnung '“N/"*C-markierter Proteine mit einem Molgewicht von iiber
100 kDa.”*?® Das TROSY-Prinzip beruht auf der Selektion bestimmter Uberginge im
I-S-Spinsystem, wobei die transversale Relaxationsgeschwindigkeit besonders fiir die Signale
der "°N-"HM-Einheiten verringert wird. In TROSY-Spektren liefern Makromolekiile mit einer
kurzen Korrelationszeit t¢ und trotz der intensiven dipolaren Wechselwirkungen schmale
Signale. Die Konformation des Proteins OmpA aus der dulleren Membran von E. coli konnte
mit dieser Technik bestimmt werden, nachdem es in DHPC-Mizellen rekonstituiert worden
war.”’

Dipolare Kopplungen iiber eine Bindung ('D), besonders im Riickgrat vollstindig
>N und "*C-markierter Proteine, liefern sehr wertvolle strukturelle Informationen fiir die
Erstellung des 3D-Modells. Zur Ermittlung der Orientierung von 'H-""N-, 'H-"*C-, BC-"C-
oder *C-"’N-Bindungsvektoren aus den jeweiligen dipolaren Kopplungen 'D werden sehr oft
schwach geordnete Proteinproben pripariert. Bei Membranproteinen in Lipidbizellen oder mit
einer groflen Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitit tritt diese Orientierung spontan im
Magnetfeld auf. AuBlerdem kann eine Vorzugsorientierung durch Dispersionen stibchen-
formiger Partikel wie Phagen oder kristalline Zellulose aber auch durch komprimiertes

Polyacrylamidgel induziert werden.” %

1.4. Funktion und Spezifitat von Membranrezeptoren

Ebenso wie ihre Struktur ist die Funktion von Membranproteinen sehr viel schwieriger
zu untersuchen als es bei 16slichen Proteinen der Fall ist. Die unkalkulierbaren Aggregations-
eigenschaften von Membranproteinen rufen Probleme bei ihrer Gewinnung, Handhabung bei
der Rekonstitution und im Affinitdtsassay hervor. Vergleichsweise wenig Informationen sind
iiber Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen verfiigbar, die an der Membranoberfliche
geschehen, obwohl viele Membranrezeptoren medizinische Bedeutung besitzen. Je nach den
zugrundegelegten Daten wirken 30 — 50 % aller pharmazeutischen Wirkstoffe auf GPCRs.**
Chemokinrezeptoren sind beispielsweise fiir die Zell-Zell-Kommunikation und fiir die
Immunantwort bei Entziindungen und Infektionen wichtig. Lymphozyten werden durch

Vermittlung von Chemokinen in das betroffene Gewebe dirgiert (recruiting). Die beiden
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Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR4 haben grofle Bedeutung bei der Untersuchung der
HIV-Infektion erlangt. Der erste Schritt im Infektionsmechanismus ist die Virusanheftung an
humane Lymphozyten. Dazu sind zwei Wechselwirkungen des Virushiillproteins
GP41/GP120 noétig. Der primdre Kontakt wird zum Zellantigen CD4 hergestellt. Die
Infektion der Zelle ist aber nur mdglich, wenn auch der sekundire Kontakt zu einem
Korezeptor auf dem Lymphozyten erfolgt. Alle bisher isolierten HIV-Varianten benutzen die
Korezeptoren CCRS oder CXCR4. Um Inhibitoren zu entwickeln, die den Korezeptor CCRS5
oder CXCR4 blockieren und die Infektion verhindern (HIV Entry-Inhibitoren), wurde 1998
eine  Forschungskooperation zwischen Roche Discovery (UK) und Progenics
Pharmaceuticals Inc. (NY, USA) gegriindet. Ein wichtiges Ziel der Forschung ist es, die
normale Funktion des Chemokinrezeptors nicht zu storen, sondern nur die Bindung an das
GP120 zu inhibieren. Dieses Konzept wird erschwert durch die komplexe Wechselwirkung

des Chemokins mit dem Rezeptor.

R
aVe

Abbildung 4  Modell fiir den Bindungsprozess des Chemokins SDF1 an den Rezeptor CXCR4.
Crump et al. postulieren eine sekundére Bindungstasche (orange hinterlegt) die erst nach
einem primiren Kontakt (hellblauer Kreis) und einer Umorientierung des Helixbiindels
freigelegt wird. Die Konformation des Chemokins wurde durch NMR-Spektroskopie
bestimmt.”!

Dabei heftet sich das Chemokinmolekiil SDF1 in einem mehrstufigen Prozess an eine
primére Bindungsstelle an (docking site) und verlagert sich dann zur eigentlichen Rezeptor-
bindungstasche (triggering site). Dies 10st eine Umorientierung des Helixbiindels und eine
Weiterleitung des Signals zur zytoplasmatischen Seite des Rezeptors aus.

Inhibitionsexperimente an Membranproteinen in vivo oder an Zellkulturen zur Wirksam-
keit von Liganden orientieren sich meist an einer beobachbaren Funktion des Organismus
oder des Stoffwechsels. Diese Funktionsassays sind oft durch andere zelluldre Prozesse
tiberlagert und reprisentieren die tatsdchliche Bindungsaffinitit an den Rezeptor nicht richtig.
Deswegen sind flir Ligandscreening oder SAR-Studien (structure activity relationship) gut
reproduzierbare Bindungsassays an isolierten und standardisierten Membranproteinen

auBlerordentlich wichtig. Die Untersuchung der Ligandwechselwirkungen fiir ein Membran-
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protein in Anwesenheit eines nicht-denaturierenden Detergenzes ist moglich, fiihrt aber zu
verdnderten Bindungsaffinititen und Bindungsspezifititen. Manche Membranproteine sind in
einer prozessierten Form ohne den Membrananteil verfligbar. Diese 16slichen Proteine konnen
allerdings in Affinitdtsassays stark verdnderte Ligandbindungseigenschaften aufweisen. Bei
GPCRs ist diese Technik allerdings prinzipiell nicht moglich, da meist mehrere auf dem
Helixbiindel exponierte Schleifen gemeinsam eine sequenziell diskontinuierliche Bindungs-
doméne bilden und von den Membransegmenten nicht ohne Verlusst der Aktivitdt abtrennbar
sind.

Die biophysikalischen Einfliisse der Membranumgebung auf Ligand und Rezeptor sind
vielfdltig. Parameter wie elektrische Feldstirke, Elektrolytzusammensetzung und die
Gesamtionenstirke sind in unmittelbarer Membranndhe drastisch anders als im isotropen,
extrazelluliren Medium. Fiir Bindungsstudien werden Membranproteine deshalb bevorzugt in
Lipiddoppelschichten eingebettet. Es kommem dafiir Lipidvesikel, scheibenférmigen Bizellen
oder planare Filme in Frage. Diese Modellmembranen kénnen aus Mischungen natiirlicher
oder kiinstlicher Lipide aufgebaut sein. Bei einer hohen Expression des Rezeptors oder mit
einem ausreichend sensitiven und selektiven Test konnen auch native Zellen oder entleerte
Zellen, sogenannte ghosts, untersucht werden.

Das Prinzip der inneren Totalreflektion eines LASER-Strahls an der Grenzfliche zum
Probenpuffer kann in der Mikroskopie (fotal internal reflection fluorescence microscopy,
TIRFM) fiir die Detektion von Bindungsereignissen eingesetzt werden.*> ** Im Volumen der
Eindringtiefe der evaneszierende Welle werden fluoreszenzmarkierte Liganden sichtbar, und
ihre Bindung an Proteine in planaren und vesikuldren Lipiddoppelschichten sowie in der
Membran intakter Zellen nachgewiesen. Durch Kompetition mit markierten Inhibitoren
konnen auch Liganden ohne Fluoreszenzmarkierung untersucht werden. Bei der
Oberflachenplasmonenresonanz  (surface plasmon resonance, SPR) werden kleinste
Anderungen des Brechungsindexes registriert. Das aktive Probenvolumen ist wie bei der
TIRF-Mikroskopie durch die Reichweite einer evaneszierenden Welle gegeben. Diese wird
bei der Totalreflektion eines planar polarisierten Lichtstrahls hervorgerufen. Mit der SPR
konnen die Ligandbindungseigenschaften von Membranproteinen in Liposomen
charakterisiert werden. Dudley H. Williams et al.  entwickelten eine Methode zur
Immobilisierung von intakten Lipidvesikeln auf Sensorchips, die eine alkylkettenmodifizierte
Dextranmatrix tragen.”* Die aus dem Darmepithel von Insekten isolierte Aminopeptidase N
(APN) wurde iiber ithren GPI-Anker in Liposomen eingebettet und auf dem Chip fixiert. Die
Affinitdit und Bindungskinetik von APN beziiglich des insektizid wirksamen, bakteriellen
Endotoxins CrylA(c) konnte mittels SPR bestimmt werden. Bei der Fixierung von
Liposomen an hydrophob modifiziertem Dextran koénnen diese, je nach Lipidzusammen-
setzung der Doppelschicht, geoffnet werden. Konformation und Bindungsaffinitit von

Membranproteinen werden dadurch nicht beeintrachtigt. Werden hingegen Sensorchips

19



EINLEITUNG

eingesetzt, deren Goldfilm direkt durch Selbstorganisation mit einem hydrophoben Alkylthiol
beschichtet worden sind, bilden sich planare Lipidmonoschichten beim Kontakt mit
unilamellaren Vesikeln.”> Das hydrophile Ende der Lipidmolekiile weist dabei zur Losung.
GPI-verankerte Proteine wie APN konnten in diesem System untersucht werden, aber die
Integration von Transmembranproteinen mit volumindsen Dominen beiderseits der
Lipiddoppelschicht ist nicht moglich. Durch zweistufige Modifikation der Goldoberfldche mit
amphiphilen Molekiilen kann eine Lipiddoppelschicht imitiert werden, in die Membranrezep-
toren wie Integrine direkt eingebettet werden konnen.

Eine intakte Immobilisierung von biotinmodifizierten Liposomen fiir SPR-Studien von
Membranproteinen ist ebenfalls an Sensorchips mit kovalent verkniipftem Streptavadin auf
der Dextranmatrix moglich.

37.38 sowie

Enzym Immmunoassays wie ELISA, der scintillation proximity-Assay (SPA)
Radioassays wie RIA* (radio immuno assay) und RRAY (radioreceptor assay) nutzen das
breit angewandte Prinzip der kompetitiven Bindung und lassen sich fiir die Studien an
Membranrezeptoren adaptieren. Diese Tests erfordern aber immer mindestens einen
Liganden, der mit einem Enzym oder einer Floureszenzmarkierung kovalent verkniipft ist,
bzw. erfordern einen radioaktiv markierten Liganden oder Rezeptor.

Viele der in Kapitel 1.3 beschriebenen NMR-Methoden konnen neben den Daten zur
3D-Struktur des Membranrezeptors auch Informationen zu Konformation, Orientierung,
Dynamik und damit auch zum Bindungsepitop des gebundenen Liganden liefern. Der
generelle Vorteil der NMR-Techniken liegt in der geringeren Storung des Rezeptor-Ligand-
Systems. So ist zum Beispiel eine chemische Markierung des Liganden meistens unnoétig.
Weitere NMR-Bindungsassays werden, mit besonderem Augenmerk auf die Eignung zum

Sreening, in Kapitel 1.11 beschrieben.

1.5. Integrine

Die Integrine bilden eine Familie heterodimerer Zelladhésionsrezeptoren. Sie vermitteln
Wechselwirkungen zu Nachbarzellen und zu extrazelluldren Matrixproteinen (EM-Proteine).
Es handelt sich um transmembranale Glycoproteine, die aus einer a- und einer -Untereinheit
bestehen.*"” ** Sowohl fiir die Dimerisierung der beiden Untereinheiten als auch fiir die
Ligandbindungseigenschaft des Komplexes sind zweiwertige Kationen (Ca®", Mg®" oder

Mn?") essenziell.
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Abbildung S Schematische Darstellung des Integrinheterodimers. Die Ligandbindungsstelle liegt in der
Kopfregion und wird durch beide Untereinheiten gebildet. Die gebundenen zweiwertigen
Metallkationen sind fiir die Struktur und die Aktivitit essenziell. Die C-terminalen zyto-
plasmatischen Doménen beider Untereinheiten sind iiber Talin und a-Actinin mit den
Actinfilamenten des Zytoskeletts verbunden.

Die groBlere a-Untereinheit enthélt 1000 bis 1150 Aminosduren und ist aus zwei unter-
schiedlich langen Proteinketten zusammengesetzt, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden
sind. Die Kopfregion im extrazelluliren Teil ist durch vier Ca*-Bindungsstellen von je
12 — 15 Aminosduren Linge gekennzeichnet. Die B-Untereinheit besteht aus 730 bis 800
Aminosiduren und enthilt zwei weitere Ca®-Bindungsmotive. Die Stammregion wird im
Wesentlichen durch vier hochkonservierte, jeweils ca. 40 Aminosduren lange, cysteinreiche
Dominen im extrazelluldren Teil gebildet. Diese werden als EGF-1 bis EGF-4 (epidermal
growth factor) bezeichnet. Beide Untereinheiten haben eine kurze, membrandurchspannende
Region (20 — 30 Aminosduren) und am C-Terminus eine zytoplasmatische Doméne (20 — 50
Aminosiuren).” Diese sind iiber die intrazelluldren Proteine Talin, Vinculin und o-Actinin an

die Aktinfilamente des Zytoskeletts assoziiert.
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Abbildung 6  Bisher identifizierte a- und B(-Untereinheiten der Integrine und deren bekannte
Kombinationen.*

Bisher sind beim Menschen 18 a-Untereinheiten und 8 P-Untereinheiten bekannt, die
sich jeweils in ihrer Primérstruktur unterscheiden. Beide Untereinheiten sind an der Bildung
der Ligandbindungstasche beteiligt und bestimmen Affinitdt und Spezifitdt der Wechsel-
wirkung. Nicht alle moglichen Kombinationen treten auf; es wurden bisher etwa 24 Integrine
beschrieben und untersucht. Sie werden, je nach der enthaltenen B-Untereinheit, in Sub-
familien eingeteilt. Beispielsweise sind Integrine der 3;-Subfamilie auf sehr vielen Zelltypen,
besonders aber auf Leukozyten vorhanden. Die ;-Integrine spielen eine zentrale Rolle bei der
Extravasion von Leukozyten in beschidigtes Gewebe, aber auch bei der Organisation und
Regeneration von Muskel-, Nerven-, Endothel- und Epithelzellen. Dabei binden die
Bi-Integrine an die extrazelluliren Matrixproteine (EM) Laminin und Kollagen. Sie
strukturieren die Zellvermehrung, um einen Zellverband und damit neues Gewebe aufzu-
bauen. Weiterhin vermitteln die Integrine as3;, a1 und a;f; der duBeren Zellschicht beim
Saugetier-Embryo (Trophoblast) dessen Implantation in die Uterusschleimhaut.* Dieser
Prozess wird durch die Adhésion an Laminin eingeleitet und fiihrt spater zur Differenzierung
der Trophoblast-Zellen in plazentales Gewebe.

Die Integrine aypP; und o,fB; bilden die B3-Subfamilie. Das Integrin a3 befindet sich
auf vielen Zelltypen und bindet an Vitronectin und Osteopondin aber auch an viele andere
EM-Proteine. Es beeinflusst die Zellwanderung bei Entwicklungs-, Wachstums- und
Regenerationsvorgédngen. Diese Funktionen sind bei der Embryonalentwicklung und bei der
Wundheilung wichtig. Es ist aulerdem an pathogenen Prozessen des Tumorwachstums
beteiligt. Auch das Integrin oypP; bindet an verschiedene EM-Proteine, bevorzugt aber an
Fibronektin und Fibrinogen. Da das Integrin o33 eine zentrale Rolle in dieser Arbeit spielt,
werden seine Besonderheiten im néchsten Abschnitt (Kapitel 1.6) genauer beschrieben.
Aminosduresequenzen wie das Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) in einer bestimmten

strukturellen Umgebung dienen den Integrinen als Bindungsepitop.*® AuBer der B3-Subfamilie
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binden auch die Integrine a1, asBi, o Pi, oPs, ayvPs, ovBs und ogB; an Proteinsegmente mit
dem RGD-Motiv.

Uber Kontakte zelleigener Proteine mit den zytoplasmatischen Dominen der Integrine
kann die Ligandaffinitit der Rezeptormolekiile aktiviert oder deaktiviert werden
(inside-out-signalling).*> * Die Proteine Talin, a-Actinin und Vinculin ermédglichen
dariiberhinaus die Verkniipfung der Integrinmolekiile mit den Actinfilamenten des
Zytoskeletts und dadurch eine Clusterung der Rezeptoren (sieche Abbildung 7 rechts). Die
Aviditat der Wechselwirkung wird durch Bildung dieser sogenannten Fokalkontakte stark
erhoht; eine effektive Zelladhésion findet erst dadurch statt. Sowohl die VergroBerung des
Clusters durch Einbindung weiterer Integrin-Molekiile als auch der Abbau der Fokalkontakte

451 Die Dissoziation von Fokalkontakten ist

unterliegen einer komplexen Regulation.
wiederum die Basis fiir viele Zellmigrationsprozesse und hat eine grofle Bedeutung fiir die
Entwicklung, die Regeneration und die Pathogenabwehr, aber auch fiir die Auflésung von
Thrombozytenaggregaten. Die Zellform ist ebenfalls abhédngig von der Balance bei der

Bildung von Fokalkontakten.

~Extrazellulare Matrix

[~

Integrin

O A D

i Paxillin
:

Abbildung 7  Vereinfachtes Schema von Regulation und Reizweiterleitung bei Zelladhision und
Zellmigration.51 Die Proteine Talin, a-Actinin (A-A), Vinculin (Vin) und Actopaxin
ermoglichen die Clusterung von Integrinen auf der Zelloberfliche durch Verkniipfung
mit dem Actin-Zytoskelett. Der Aufbau und Abbau dieser Fokalkontakte wird
hauptsichlich iiber Tyrosin- aber auch Serin/Threonin-Phosphorylierung des Adapter-
proteins Paxillin durch die focal adhesion kinase (FAK) und die p2I-activated kinase
(PAK) reguliert.
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Die Vielzahl der beteiligten Adapterproteine und regulatorischen Enzymkaskaden ist in
Abbildung 7 schematisch vereinfacht dargestellt. Das Adapterprotein Paxillin ist regulatorisch
besonders wichtig. Es kann iiber die verbriickend wirkenden Proteine Actopaxin und Vinculin
(Vin) an das Actin-Zytoskelett gebunden sein. Je nach Integrintyp steht Paxillin direkt oder
iiber die focal adhesion kinase (FAK) mit den zytoplasmatischen Doméanen der a- und
B-Untereinheiten des Integrins in Kontakt. Neben der p2l-activated kinase (PAK) wirken
auch andere Tyrosinkinasen und Serin-/ Threoninkinasen auf den Phosphorylierungsgrad und
damit auf die Aktivitit von Paxillin. Diese Regelkreise leiten auflerdem die Information der
Ligandbindung an Integrin-Rezeptoren ins Zellinnere weiter (outside-in-signalling). In den
Integrinuntereinheiten P14, B3, Ps, und 7 wurde eine stark homologe, zytoplasmatische
Domaéne identifiziert, die in einer B-Schleife die Konsensaminosiduresequenz NPLY oder
NPIY enthilt.>® Diese wird durch das in vielen bei der Signaliibertragung und in der Bildung
von  Fokalkontakten  beteiligten  Proteinen  enthaltene sogenannte = PTB-Modul
(phosphotyrosine-binding) erkannt. Neben Talin und ICAP-la (f; integrin cytoplasmic
domain associated protein)’, die bekanntermaBen an die zytoplasmatische Domine der
Integrin B-Untereinheiten binden, sind weitere an der Integrinbindung beteiligte Proteine wie
Dok-1 (docking protein 1, downstream of tyrosine kinase 1) und Numb gefunden worden. Das
Protein Numb wird bei der Zellteilung aktiv und ist an der Zelldifferenzierung beteiligt. Die
Zellstimulation durch andere extrazellulire Signale wie l6sliche Wachtumsfaktoren und
Cytokine ist teilweise verflochten mit den Proteinarrays der Fokalkontakte.

Im Herbst 2001 verdffentlichten J.-P. Xiong ef al. eine Rontgenstrukturanalyse des
extrazelluliren Segmentes des Integrins o3 (PDBID 1jv2).* Das Protein wurde in
Gegenwart von Ca®"-Ionen kristallisiert. Die korrigierte Struktur des heterodimeren Proteins
(Abbildung 8B) enthélt alle extrazelluldren Teile. Allerdings wurde bei beiden Untereinheiten
die Transmembranregion und die zytoplasmatische Region entfernt. Die unkorrigierte
Struktur hat einen Knick im Bereich der flexiblen Linker 1 und 3 innerhalb des Stamms, der
mit dem Fehlen der Membran erklért wird. Wegen der weitreichenden Homologien wird diese

Struktur als Modell fiir alle Integrine angesehen.
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Abbildung 8  (A) Siebenblittriger B-Propeller. (B) Korrigierte Rontgenstruktur des extrazelluliren
Teils des Integrins o,B; (PDB ID 1jv2).>* Der B-Propeller der o,-Untereinheit und die
BA-Domine der B;-Untereinheit bilden gemeinsam die Ligandbindungstasche.

Ein siebenblittriger B-Propeller bildet den N-terminalen Kopf der ay-Untereinheit. Jeder
Fliigel besteht jeweils aus einer Wiederholung von 60 — 70 Aminosduren und bildet ein vier-
strdngiges, antiparalleles 3-Faltblatt (Abbildung 8A). Die sieben Propellerblitter sind pseudo-
symmetrisch um eine Achse angeordnet und bilden eine torusformige Domine. Nur die
a-Untereinheiten al, a2, aL und oM enthalten zwischen dem zweiten und dem dritten
Propellerblatt ein eingefiigtes 180 — 200 Aminosduren langes Segment (inserted domain, ol
oder aA). Es bildet gemeinsam mit dem B-Propeller die Kopfregion dieser Integrine. In allen
tibrigen Integrinen, also auch beim Integrin-oypPB; und -ofs, wird die Funktion der
oA-Domine durch die inserted domain der B-Untereinheit (Bl oder BA) libernommen. Der
B-Propeller assoziiert mit der BA-Domidne zu dem ligandbindenden, eiformigen Kopf des
Rezeptors mit den Ausdehnungen 9 nm x 6 nm x 4.5 nm. Diese Einheit und die Kontaktflache
zwischen den Doménen zeigt starke strukturelle Homologie zu den G-Proteinen. Die Go- und
GB-Kette, ebenfalls ein B-Propeller, interagieren analog.” Diese strukturelle Ahnlichkeit ist
tiberraschend, da G-Proteine der Signaliibermittlung im Zellinneren dienen und im Gegensatz
zu den Integrinen 16slich sind. Die Propellerblitter 4 bis 7 des a,-Molekiils enthalten auf der
Seite, die der PA-Domine gegeniiberliegt, vier l6sungsmittelzugingliche Ca** Bindungs-
stellen. Die Ligandbindungsstelle befindet sich auf der Oberseite der B-Propellers an der
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Kontaktfliche zur BA-Doméne der 3;-Untereinheit. In der BA-Doméne befinden sich zwei
Motive flir metallionenabhéngige Bindungsstellen (metal ion-dependent adhesion site
MIDAS und additional metal ion-dependent adhesion site ADMIDAS). Direkt an der
Ligandbindung beteiligt sind die MIDAS-Region — eine Ca*"-Koordinationsstelle wird durch
den Aspartat-Rest des RGD-Motivs gebildet — sowie Blatt2 und 3 des Propellers. Die
ersten 54 aminoterminalen Aminoséduren der 3-Untereinheit zeigen starke Homologie zu den
Plexinen und Semaphorinen (plexins-semaphorins-integrins, PSI). Die Proteinkette der
BA-Doméne ist in die Sequenz der hybrid domain insertiert und scharnierartig mit dieser
verbunden. Vier EGF-Doménen (EGF-1 bis EGF-4) und eine membrannahe Domine (fail
domain, BTD) bilden den Stamm der B;-Untereinheit. In der ay-Untereinheit tragen die drei
linear angeordneten B-Sandwich-Doméanen Thigh, Calf-1 und Calf-2 den B-Propeller und sind
parallel zum Stamm der B;-Untereinheit angeordnet.

Die Aminosduretriade RGD ist in der Sequenz vieler EM-Proteinen enthalten und
fungiert als zentrales Erkennungsmotiv fiir das Integrin oypP3. In Fibrinogen sind
beispielsweise in der o-Kette die Sequenzen RGDF (Arg95 —Phe98) und RGDS
(Arg572 — Ser575) als Bindungsepitope identifiziert worden.’® AuBerdem wirkt das
C-terminale Fragment HHLGGAKQAGDYV in der y-Kette (His400 — Val411, y-12 Sequenz)
als weitere Erkennungsregion.”” Auch einige Strukturproteine des Bindegewebes wie

Kollagen, Laminin und Osteopondin sind Integrinliganden und enthalten RGD-Sequenzen.
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Abbildung 9  Integrinbindungssequenzen im modular aufgebauten Fibronektin. (A) Schema der Typ I-,
Typ II- und Typ III-Doméinen im Fibronektin (I; —I;,, II; —II,, III; —III;4;) und der
V-Doméne (V). (B) Ausschnitt aus der Rontgenstruktur des Fibronektinfragments
III, — I1I,, (PDB ID 1fnf).®® Die griin gefirbten B-Stringe A, B und E sowie die rot
gefirbten B-Stringe G, F, C und C' bilden jeweils ein antiparalleles p-Faltblatt. Die
beiden Bindungssequenzen PHSRN und RGD sind gelb eingefirbt und sind jeweils in den
Schleifen zwischen Strang C' und E der Domine IIIy bzw. zwischen Strang F und G der
Domine I11,, lokalisiert.

Fibronektin ist ein modular aufgebautes Adhisionsprotein, das in den meisten
Gewebearten des Korper auftritt und durch seine Bivalenz der Verbriickung und Vernetzung
von Zellen dienen kann. Es besteht aus zwei iiber Disulfidbriicken verbundenen Proteinketten,
die bis auf die V-Domine identisch sind und jeweils eine Molmasse von 220 kDa besitzen.
Die etwa 30 linear angeordneten Adhédsionsdomidnen werden in drei homologe Typen
klassifiziert (Abbildung 9A). Die zehnte Typ-III-Domédne (Doméne IIl;p) enthélt das
RGD-Motiv in der Sequenz GRGDSPASSKP (Glyl1492 — Pro1502) die der integrin-

vermittelten Zelladhasion dient.”® Durch Mutationsexperimente wurde in der neunten Doméne
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eine Synergieregion mit der Sequenz PHSRN (Pro1376 — Asn1380) lokalisiert, die zusétzlich
zum RGD-Motiv (Argl493 — Asp1495) vom Integrin oypP3 und vom Integrin asf; erkannt
wird.®” " Die V-Domine ist aus den Segmenten CS1 und CS5 (connecting segment)
aufgebaut und prisentiert die Integrinerkennungssequenzen LDV und REDV. Allerdigs sind
die Dominen IIl,4, V und I;o nicht in allen Spleilvarianten des Fibronektins enthalten. Die
Rontgenstrukturuntersuchung des Fibronektinfragments I1I; — I1I;o (PDB ID 1fnf) zeigt das
RGD-Motiv in einer etwa 10 A von der kompakten Oberflache der Doméne I11;( exponierten,
haarnadeldhnlichen Schleife (Abbildung 9B).”® Die Entfernung der GRGDSP-Schleife von
der Synergieregion PHSRN in der neunten Domine betrigt nur 30 — 40 A und kann durch

Integrinrezeptoren iiberspannt werden.

Arg1493  Gly1494 Asp1495

Abbildung 10 Stereodarstellung (crossed eye) der Domiine I11;, des humanen Fibronektins (Ausschnitt
aus der Rontgenstruktur des Fragments 111, — I1I,o, PDB ID 1fnf).*® (A) Die Aminosiure-
sequenzen RYYR (Argl445 — Argl493) und GRGDSPASSKP (Gly1492 — Pro1502) sind
in der capped stick-Darstellung hervorgehoben. Die Reste von Argl44S5, Tyr1446 und
Arg1448 weisen in die gleiche Richtung wie die Schleife mit dem RGD-Motiv und nehmen
zu diesem einen Abstand von 10 — 20 A ein.

Eine weitere Tetrapeptidsequenz in der Doméne I1I;y des humanen Fibronektins ist an
der Integrinbindung beteiligt. Die Aminosduresequenz RYYR (Argl445 — Argl1448) befindet

sich in der Ubergangsregion zwischen der Schleife B— C und dem N-terminalen Ende des
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B-Stranges C. (siche Abbildung 9 und Abbildung 10). Die Reste der Aminosduren Argl445,
Tyr1446 und Argl1448 weisen in die gleiche Richtung wie die Schleife GRGDSP und nehmen
einen Abstand von 10-20A zum RGD-Motiv ein. Sie konnen also iiber die
RGD-Bindungstasche oder in eine benachbarte Bindungstasche an ein Integrin binden. Auf
die Aminosdure Tyrl1447 trifft dies nicht zu, da ihr aromatischer Ring im Inneren des
B-Sandwiches verborgen ist. Um den Beitrag der Tetrapeptidsequenz RYYR in einem
diskontinuierlichen Epitop zu untersuchen, hat Britta Schulte die Bindungseigenschaften der
beiden linearen Peptide GRGDSPASSKP und RYYRGGGRGDSPASSKP verglichen.®” Der
GG-Linker (Gly5/Gly6) ermoglicht den beiden Teilsequenzen eine Orientierung analog zur
nativen Domine III;,. Fiir die Bindungsstudien wurde humanes Integrin o33 in Liposomen
rekonstituiert®™ ®, mit den Peptiden gemischt und jeweils in STD-NMR-Messungen
untersucht. B. Schulte fand fiir das Peptid RYYRGGGRGDSPASSKP in einem
epitope mapping die stirksten STD-Effekte fiir die Regionen YY und RGD. Bei
RGDSPASSKP wurden nur sehr schwache STD-Effekte beobachtet. Dies ist auf eine
langsame Dissoziationskinetik zuriickzufiihren.

Anhand von Zellen, die das Integrin asp; exprimieren, zeigten Redick et al. in Adha-
sionsassays ebenfalls die Bedeutung der RYYR Sequenz und der PHSRN-Sequenz.®’ Durch
einen sogenannten Alanin-scan wurde fiir Argl445 in RYYR und Argl379 in PHSRN ein
starker Einfluss auf die Zelladhédsion festgestellt. Es war dazu eine kiinstliche Alaninmuta-

genese an verschiedenen Positionen der Fibronektinsequenz durchgefiihrt worden.

1.6. Das Integrin ammnfs

Das Integrin a3 wird auf Megakaryozyten und den von ihnen abstammenden Zellen
wie den Blutplattchen exprimiert. Es wurde frither als Glycoprotein IIb/IIla (GPIIb/IlIa)
oder auch als CD41/CD61 bezeichnet. Die ayp- und B3-Untereinheiten besitzen ein Molekiil-
gewicht von jeweils 125 kDa, bzw. 108 kDa (SDS-PAGE). Mit einer Zahl von etwa 40000 bis
80000 Kopien pro Zelle ist es, neben CD42b (GPIb-V-IX) und kleinen Anteilen an
Integrin af; (CD49b/CD29) und o B; das hiufigste Rezeptormolekiil auf Thrombozyten.*®
% Allerdings sind nur etwa 80 % der Integrin a,Bs-Molekiile zuginglich. Der Rest ist im
offenen kanalikuldren System (surface-connected canalicular system, SCCS) und in den
a-Granula verborgen. Dieser Anteil wird erst nach Aktivierung und Adhésion der Zelle
exponiert. Das Integrin oypP3 gehort, wie auch das Integrin a3, der Bs;-Subfamilie an und
bindet iiber das RGD-Motiv an verschiedene EM-Proteine im Blutplasma wie Fibrinogen,
Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin und den von-Willebrand-Faktor (vWF) mit
unterschiedlicher Affinitit.”" ”' Die Interaktionen der Blutplittchenintegrine spielen eine
wesentliche Rolle bei der primdren und sekundidren Hadmostase. Dabei aggregieren die

Thrombozyten an der verletzten GefiBwand, werden iiber Fibrinogenmolekiile miteinander
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vernetzt und bilden einen Pfropf. Patienten mit einer Punktmutation der [;-Untereinheit
(Arg 214/Trp 214) leiden an einer starken Unterexpression des Integrin oypP; und an einer
Storung der Blutgerinnung.”? Die Krankheit wird als Glanzman's Thrombasthenie bezeichnet.

Fiir die Integrine o3 und oypP; wurde eine Konformationsdnderung nachgewiesen, die
bei Ligandbindung eintritt und vermutlich der Regulation der Bindungsaffinitdt dient.
Monoklonale Antikorper binden spezifisch an sogenannte ligandinduzierte Bindungsstellen

(LIBS) die in Abwesenheit des Integrinliganden nicht erkannt werden.”

Das Integrin
zirkulierender Thrombozyten wird iiber Interaktionen mit dem Zellinneren in einen konforma-
tionellen Zustand geringer Affinitdt versetzt. Erst durch Kontakt mit Proteinen der EM
werden zusitzliche Bindungsstellen auf dem Integrin oypP; freigelegt. Durch Mutations-
experimente und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnte gezeigt werden, dass
Integrin aypP; im inaktiven Zustand in einer geknickten Konformation vorliegt, in der die
Untereinheiten zwar parallel zueinander, aber die extrazelluldren Stammregionen abgewinkelt
vorliegen.” Dabei wurde auch beobachtet, dass mit der Aktivierung und Clusterung der
Integrinrezeptoren die Bildung von Homodimeren und -trimerern korreliert ist. Durch diese
Aktivierung wird die Thrombozytenaggregation eingeleitet.

Neben den nativen RGD-Dominen in Proteinen binden auch kleinere Fragmente,
synthetische Oligopeptide und Cyclopeptide mit dem RGD-Motiv an das Integrin und
inhibieren dadurch die Zellaggregation. Dabei haben die flankierenden Aminosduren und die
Konformation der RGD-Sequenz groBen Einfluss auf die Affinitit und Selektivitit.”>”’

Auf der Suche nach therapeutisch verwendbaren Integrinantagonisten wurde die
Struktur-Wirkungs-Beziehung fiir viele disulfidcyclisierte Peptide und Semipeptide sowie fiir

peptidomimetische Benzodiazepinderivate untersucht.”®

1.7. Thrombozyten und Blutgerinnung

Thrombozyten oder Blutplattchen besitzen eine discoide Form mit einem Durchmesser
von 2—-4pum und einer Dicke von 0.75 pm.** In einem Liter Blut befinden sich
1.50 — 3.0 x 10" Thrombozyten. Sie werden im Knochenmark aus den Megakaryozyten
gebildet, haben keinen Zellkern und zirkulieren ungeféhr sieben Tage im Blut, bis sie durch
das retikuldre System der Leber und der Milz abgebaut werden. Thrombozyten enthalten
charakteristische Organellen, die a-Granula, in denen adhésive Proteine wie Fibrinogen,
Fibronektin, vWF, Thrombospondin und Vitronectin sowie membrangebundenes
Integrin oypP; enthalten sind. Das SCCS dient als Transportroute zwischen dem externen
Medium und den a-Granula. Der Verschluss eines verletzten Blutgefilles verlduft in zwei
Phasen.”” ** In der primiren Himostase wird die Blutung schnell durch einen provisorischen
Thrombozytenpfropf gestillt (siche Abbildung 11). Unter dem Endothel, das die GefaBBwand

auskleidet, liegt die aus Kollagen und anderen EM-Proteinen aufgebaute Basalmembran
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(Subendothel). Durch Verletzungen wird diese freigelegt und Thrombozyten lagern sich unter
Beteiligung des von-Willebrand-Faktors an. Auch das kollagenhaltige Subendothel der
verletzten Haut oder Schleimhaut startet die Thrombozytenaggregation. Die Wechselwirkung
von Kollagen mit dem Integrin a,3; ist besonders wichtig fiir die Aktivierung der

Thrombozyten und fiihrt zu weiterer Abflachung und kaskadenartiger Aggregation der Zellen.

Entleerung der s Integrin >
Olin .
o-Granula uPs

*'., | , OliPs 1,
X R Gl
- R Fibrinogen 4"‘
s %2
Kollagen < 5 4
Endothel ——Thrombozyt

_a2B1

i ' ¢ X A (Y <& R
Endotheldefekt

Abbildung 11 Schematische Darstellung der Thrombozytenaggregation an einem Defekt der
GefiBBwand. Der von-Willebrand-Faktor (vWF) vermittelt die primire Wechselwirkung
des Integrins o,; an die verletzte Gefifiwand. Die Thrombozyten werden durch das
Integrin oy,B; iiber Fibrinogen und Fibronektin verbriickt. Die Ausschiittung der
a-Granula aktiviert weitere Thrombozyten.

Die Thrombozytenaktivierung und -aggregation unterliegt einer komplexen Regelung,
bei der die Integrinmolekiile der bidirektionalen Signaliibertragung dienen und der ADP/ATP-

49, 81, 82

sowie der Ca’'-Haushalt der Zelle beeinflusst werden. Im Verlauf dieser Prozesse

werden die Integrin oypP3-Molekiile in eine hochaffine Konformation versetzt und iiber die

! Die Bindung des

Verankerung am Zytoskelett zu Fokalkontakten gruppiert.””
Integrins aypBs an bivalente Adhésionsmolekiile wie Fibrinogen und Fibronektin vernetzt
schlieBlich die Thrombozyten. Zur Beschleunigung der Aggregation und zur Vergroflerung
des Blutgerinnsel werden Thrombospondin und Fibronektin aus den a-Granula der
Thrombozyten ausgeschiittet. Zur Festigung des Thrombozytenpfropfes wird die sekundére
Héamostase, also das plasmatische Gerinnungssystem aktiviert. Ziel ist die Polymerisation von
Fibrinogen, einem dimeren, tripelhelikalen Protein. Durch die enzymatische Abspaltung des

Fibrinopeptid A und B vom freien Serumfibrinogen entsteht zunédchst lose vernetztes,
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l6sliches Fibrin. Durch weitere Fibrinpolymerisation werden die Thrombozyten in ein
Netzwerk von festen Fibrinfasern eingebunden. Mit einer kontrollierten Gegenreaktion, der
Fibrinolyse, wird die Fibrinbildung gestoppt, oder das Fibringerinnsel nach einer bestimmten
Zeit wieder aufgelost. Mindestens 15 Gerinnungsfaktoren und -enzyme sind in vier
Regelzyklen allein an der plasmatischen Gerinnungskaskade beteiligt. Im Zusammenspiel mit
der Fibrinolyse stellt sich das sogenannte hdmostatische Gleichgewicht ein. Stérungen der
Héamostase konnen zu Blutungen oder zu Thrombosen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall
fiihren. Wird ein Thrombus vom Blutstrom losgerissen, droht Verstopfung distaler Blutgefalle
und eine Lungenembolie.

Bei Storungen der zelluliren Blutgerinnung kann eine Transfusion humaner
Thrombozyten durchgefiihrt werden. Diese therapeutische Anwendung erfolgt in Form eines
Thrombozytenkonzentrates. Dazu werden Vollblutspenden direkt bei der Entnahme mit einer
konzentrierten Losung von Natriumcitrat, Zitronensdure, Natriummonohydrogenphosphat und
Glucose (Dextrose) versetzt (CPD-Ldsung). Die Menge betriagt etwa 14 % des Blutvolumens.
Dadurch wird eine Endkonzentration von etwa 13 mM Gesamtcitrat, 1.75 mM Gesamt-
phosphat und 17.4 mM Glucose erreicht. Die Thrombozyten werden vom Hersteller durch
fraktionierte Zentrifugation abgetrennt. Ein verwendungsfertiges Thrombozytenkonzentrat
enthélt die vereinigten Thrombozyten von fiinf Vollblutspenden in 310 mL bis 320 mL in
CPD-Plasma. Die Zellzahl wird mit mindestens 2.5 x 10'' angegeben. Dies entspricht einem
Gehalt von 7.96 x 10* Thrombozyten pro Milliliter. Ein Thrombozytenkonzentrat wird bei
22 °C in einem sauerstoff- und CO,-durchlissigem Beutel gelagert und darf bis einschlielich
des fiinften Tages nach der Entnahme zur Transfusion angewendet werden. Die
Thrombozyten verlieren nach dieser Zeitspanne zum Teil ihre Gerinnungsaktivitit. Etwa bis
zum fiinften Tag ist mit dem bloBen Auge das sogenannte swirling-Phidnomen zu beobachten.
Die Thrombozyten sind noch vollstindig abgeflacht und rufen durch die bevorzugt parallele
Orientierung eine schlierenartige Lichtstreuung hervor. Am sechsten Tag nach der Blut-
entnahme gilt das Thrombozytenkonzentrat als iiberlagert und kann bei der Blutbank zu

Forschungszwecken abgeholt werden.

1.8. Antikoagulantien

Natiirliche, exogene Antikoagulantien treten in den Sekreten vieler Organismen auf. In
Schlangengiften wurden Integrin oypP3-Antagonisten entdeckt, die aufgrund ihrer starken
Homologie zur Klasse der Disintegrine zusammengefasst wurden.®> ® Uber 40 dieser
cysteinreichen, 50 —80 Aminosduren langen Peptide sind bisher charakterisiert und
sequenziert worden. Teilweise treten Homodimere oder -trimere auf. Schlangenarten, die
Disintegrine sezernieren, sind weltweit verbreitet, darunter finden sich verschiedene Ottern-

und Vipernarten sowie eine grofle Zahl Klapperschlangen. Typisch fiir Disintegrine ist eine
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disulfidstabilisierte Haarnadelschleife, die das Aminosduremotiv. RGDW, RGDN oder
KGDW préasentiert. Typische Sequenzen dieser Schleife sind CRVARGDWNDDTC oder
CRRARGDNPDDRC wobei die beiden Cys-Reste iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind.
Das Integrin a3 bindet an dieses Epitop mit hoher Affinitét; die Bindungskonstante liegt
oft im Bereich Kp = 10® - 10”7 M. Besonders gut untersucht ist das von der Otternart Echis
carinatus produzierte Echistatin (49 AS).* *® Die dreidimensionale Struktur dieses Peptides
wurde mit 2D-NOESY-NMR-Experimenten bestimmt und enthélt zwei starre, antiparallele
Strange, die mit einer sehr flexiblen Schleife der Sequenz CKRARGDDMDDYC verbunden
sind.*” Das KGDW-Motiv im Disintegrin Barbourin (73 AS) aus dem Gift der Klapper-
schlange Sistrurus m. barbouri diente bei der Entwicklung des Wirkstoffes cyclo(S,S)-Mpr-
Har-GDWPC-NH, (Eptifibatide) als Leitstruktur.®® Diese Substanz ist iiber eine
Disulfidbriicke zum 3-Mercaptopropionylrest (Mpr) cyclisiert, enthdlt L-Homoarginin in
einem Har-GDW-Motiv und erlangte unter dem Namen Integrilin (Cor Therapeutics)
klinische Bedeutung. Ebenfalls von Forschungsergebnissen zu den Disintegrinen angeregt,
fiihrten Hayashi, Katada et al. ausgehend von der Sequenz PSRGDW umfangreiche
SAR-Studien durch.* *° Eine besonders gute Inhibition der Thrombozytenaggregation
(ICso=0.4 uM) zeigte dabei PS-Hyp-GDW. Dieses lineare Peptid tridgt einen 4-Hydroxy-
L-prolinrest an der Arg-Position und weist in ELISA-Bindungsstudien eine iiber 5500-fach
hohere Selektivitit fiir das Integrin o33 gegeniiber dem Integrin oy 3 auf.

Andere Organismen wie der Blutegel Macrobdella decora oder die Zecke Dermacentor
variabilis produzieren antithrombotische RGD-Peptide, die allerdings keine Homologie zu
den Disintegrinen besitzen.”" ** Decorsin (39 AS) und Variabilin (47 AS) enthalten jeweils
die Sequenzen PRGDAD bzw. PRGDTP. Die ICsp-Werte beziiglich der Thrombozyten-
aggregation sind im nanomolaren Bereich. Die antithrombotische Wirkung von Calin aus dem
medizinischen Blutegel Hirudo medicinalis beruht auf der Inhibition und Maskierung des
Kollagens der Basalmembran.

Zur Entwicklung moderner Antikoagulantien wurden monoklonale Antikérper, Peptide
und Peptidomimetika als therapeutisch einsetzbare Inhibitoren des Thrombozytenintegrins
getestet. Neben dem humanisierten, monoklonalen Antikérperfragment aus der Maus
Abciximab (ReoPro von Centrocor/Eli/Lilly) sind erste niedermolekulare Wirkstoffe wie das
Cyclopeptid Eptifibatide oder das Peptidomimetikum Tirofiban (Aggrastat von Merck) auf
dem Markt.””> Diese Medikamente koénnen nur parenteral angewendet werden, und
Nebenwirkungen wie Blutungen sind hédufig. Ein Anwendungsgebiet sind die koronaren
Herzerkrankungen. Das extrem hohem Herzinfarktrisiko nach Operationen an den Herzkranz-
gefiaBBen erfordert eine besondere Thromboseprivention. Speziell bei Eingriffen wie Ballon-
dilatation oder Stentimplantation profitieren die Patienten signifikant durch die Behandlung

mit Integrinantagonisten.”

33



EINLEITUNG

1.9. Tumorwachstum und Neoangiogenese

Das Integrin a,f33 ist ein vielversprechendes target bei der Suche nach Wirkstoffen gegen
Krebs. Die Tendenz zur Metastasierung und zum invasiven Wachstum in umgebendes
Gewebe sind Kriterien fiir die Bosartigkeit (Malignitét) eines Tumors. Diese Eigenschaft ist
sehr oft mit einer starken Uberexpression des Integrins o3 korreliert. Dieser Rezeptor dient
der Tumorzelle dazu, in einen Zellverband einzudringen und sich anzusiedeln. Durch eine
selektive Blockade des Integrins kann die Metastasierung gebremst werden.

Ein weiterer Effekt ist die Inhibition der Neoangiogenese. Tumorwachstum erfordert
wegen des erhdhten Néhr- und Sauerstoffbedarfes die Neubildung von Blutgefiaflen. Dabei
sind sowohl die a,f3 Integrinmolekiile auf den Tumorzellen als auch auf den Zellen der
Gefalwand beteiligt und machen dieses Integrin zum idealen Angriffspunkt. Eine Therapie
mit o,p3 Antagonisten kann also den Tumor aushungern und schrumpfen lassen, durch
Kreuzreaktivitit mit dem Integrin oypP; besteht aber die Gefahr von unkontrollierten
Blutungen. Mit dem Ziel, die Selektivitdt fiir das o,p3; Integrin zu erh6hen wurden viele
RGD-Peptide und Peptidomimetika untersucht. H. Kessler ef al. ersetzten bei einem
'rdumlichen Screening' in dem Peptid cyclo(RGDFV) alle Aminosdurepositionen sukzessive
durch die D-Form.”” Diese Verbindungen zeichnen sich neben einer hohen Proteasestabilitit
besonders durch eine starre und sehr charakteristische Konformation aus. In
SAR-Untersuchungen wurden die relative Inhibition der o,p3 Integrin- und der
Integrin ouypP3-vermittelten Zelladhédsion fiir jedes stereoisomere Peptid verglichen. Dabei
zeigte cyclo(RGDfV) eine liber 800-fache Selektivitdt fiir das Integrin a3 und diente als
Leitstruktur fiir die Entwicklung nichtpeptidischer, selektiver Antagonisten fiir das
Integrin ocvﬁg.gg Wegen seiner mikromolaren ICsop-Werte beziiglich des Integrins o33 ist
cyclo(RGDfV) auch fiir Bindungsstudien mit diesem Rezeptor als Referenzsubstanz gut
geeignet. Die dreidimensionale Struktur der einzelnen stereoisomeren Peptide wurde durch
NMR-Spektroskopie und Molekiildynamikrechnungen untersucht. Es stellte sich heraus, dass
alle Molekiile eine stark geknickte y-Schleife enthalten, deren exponierte Aminoséure immer
an der Position i+3 beziiglich der D-Aminosdure liegt. Bei cyclo(RGDfV) bildet genau das
RGD-Motiv die Triade der y-Schleife mit Glycin als zentrale Aminosdure. Der Abstand der
C*-Atome der Aminosduren Arg und Asp ist in dieser Konformation relativ klein. Der
Ansicht der Autoren nach passt das geknickte Peptidriickgrad im Bereich des RGD-Motives
besonders gut in die Bindungstasche des Integrin a,f3. Sie begriinden so die hohe
Selektivitdt. In Zusammenarbeit mit der Firma Merck in Darmstadt wurden verschiedene
Derivate des Molekiils untersucht. Der Austausch von Valin gegen N-Methylvalin fiihrte zu
einer vielversprechenden Substanz (EMD 121974, Merck KGaA), mit der klinische Tests
durchgefiihrt wurden.”” Parallel zu den Studien an linearen und cyclischen RGD-Peptiden

werden auch peptidomimetische Tumorwirkstoffe entwickelt und untersucht.'®
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1.10. Liposomen und Rekonstitution von Membranproteinen

Amphiphile Molekiile, besonders aber Phospholipide tendieren im wassrigen Medium
zur Selbstorganisation. Dabei bilden sich bimolekulare Schichten und geschlossene
Strukturen, die als Lipidvesikel oder Liposomen bezeichnet werden (siche Abbildung 12).'"!
Sie treten in biologischen Systemen auf und koénnen auch kiinstlich hergestellt werden. Man
unterscheidet verschiedene Arten synthetischer Vesikel. Multilamellare Vesikel (MLV)
bestehen aus mehreren konzentrischen Lipiddoppelschichten. Unilamellare Vesikel werden
oberhalb eines Durchmessers von 100 nm als "groB3" klassifiziert (large unilamellar vesicles,
LUV); bei einem geringeren Durchmesser spicht man von small unilamellar vesicles (SUV).
Optimale physikalische Stabilitdit der Liposomen wird bei einem Durchmesser von

80 — 200 nm beobachtet.

Mizelle Lipiddoppelschicht

Liposom (Unilamellares Vesikel)

Lipophile Reste

Polare Kopfgruppen

20 -500 nm

Abbildung 12 Schematische Darstellung verschiedener Aggregationsformen amphiphiler Molekiile im
wissrigen Medium: Mizelle, planare Doppelschicht und unilamellares Vesikel (Liposom).
Es sind jeweils die lipophilen Alkylketten zueinander orientiert und die polaren Kopf-
gruppen weisen in die wiissrige Phase.

Die gemittelte Dichte eines Liposoms enspricht aufgrund des kleinen Masseanteils der
Lipiddoppelschicht etwa der Dichte der eingeschlossenen Losung. Sind die Dichte des intra-
und des extravesikuldren Puffers gleich, sedimentieren die Liposomen praktisch nicht. Fiir die
meisten Untersuchungsmethoden konnen Liposomen deshalb wie eine homogene Ldsung
eingesetzt werden. Eine physikalische Trennung ist allerdings durch Ultrazentrifugation in
einem Saccharosegradienten moglich. Beipielsweise konnen multilamellare Vesikel so
entfernt werden.

Eine kiinstliche Lipidmembran ist fiir lonen und fiir kleine, geladene Molekiile praktisch

undurchldssig. Auch viele Proteine und andere Biopolymere koénnen die wiéssrige Phase des
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Vesikelinneren kaum verlassen. Fiir kleine neutrale Molekiile zeigt sich mit abnehmender
Polaritdt eine nennenswerte Permeabilitdt. Liposomen wurden intensiv untersucht als Modell
flir natiirliche Zellmembranen aber auch als Transportsystem fiir pharmakologische
Wirkstoffe.'”” Besonders die in natiirlichen Zellmembranen auftretenden Phospholipide wie
Diacylphosphatidylcholin (PC, DAPC), Diacylphosphatidylglycerin (PG, DAPG) und
Diacylphosphatidylethanolamin (PE, DAPE) auf Basis der gesittigten und ungesittigten
C14-, C16- und C18-Carbonsduren werden héufig fiir die Liposomenpriparation verwendet.
Dabei muss allerdings die Hydrolyseempfindlichkeit der Phosphodiester und die Oxidations-
empfindlichkeit der ungesittigten Lipide beachtet werden. Die mittlere Dicke einer
Lipiddoppelschicht betrdgt 4 nm (3.7 — 4.6 nm); darin besetzt ein Phospholipidmolekiil eine
Fliche von 0.7 nm” (7 x 10™° m?).'® Je nach GroBe bilden 2 x 10° bis 1 x 10° Lipidmolekiile
die Membran eines Vesikels. Bei einer typischen Molekiilanzahl von 2 x 10° entspricht die
Masse eines Liposoms iiber 130 MDa ohne das enthaltene Wasser. Um die Oberfldchen-
ladung der Lipiddoppelschicht an natiirliche Membransysteme anzugleichen und die Stabilitit
der Liposomen zu erhéhen, werden oft die anionischen Phosphatidylglycerine in einem Anteil
von 5 — 50 mol% eingesetzt. Die Wahrscheinlichkeit von Fusion oder Kollaps der Vesikel
wird durch elektrostatische AbstoBung und durch die Bildung von stark solvatisierten Ionen-
paaren in der Kopfregion der Lipide verringert. Uber die nukleophile Aminogruppe kann
DAPE kovalent modifiziert und die Oberflichenbeschaffenheit des Liposoms beeinflusst
werden. Wird DAPE mit dem Oligosaccharid Sialyl Lewis™ (sLe*) verkniipft und mit einem
Anteil von 3 — 13 mol% in Liposomen integriert, erhdlt man z. B. polyvalente E-Selectin
Liganden.'”
(MW =1 -5 kDa) DAPE eingesetzt, erhoht sich durch sterische Stabilisierung die in vivo

Halbwertzeit der Liposomen deutlich.'®'% Phospholipide bilden in reiner Form aber auch in

Wird in der Vesikelpriaparation 1— 10 mol% polyethylenglycolverkniipftes

fein verteilten, wéassrigen Dispersionen smektische Mesophasen. Wichtig flir die Praparation
und Anwendung von Liposomen ist die Ubergangstemperatur T, der verwendeten Lipide.
Unterhalb T, liegt eine geordnete, feste Gelphase vor, und die Lipidmolekiile bilden ein zwei-
dimensionales, hexagonales Gitter. Oberhalb der Ubergangstemperatur zeigen Lipide eine
fliissigkristalline Struktur. Die Nahordnung wird aufgebrochen, die Lipiddoppelschicht wird
flexibel und kann als zweidimensionale Fliissigkeit angesehen werden. Die in synthetischen
Liposomen hédufig eingesetzten Phospholipide DMPC und DMPG haben beispielsweise
jeweils eine Ubergangstemperatur von T =23 °C.'"” "% Dije Ubergangstemperatur der
Vesikelmembran zeigt, je nach Lipid, eine schwache Abhingigkeit von pH-Wert und
Calciumionengehalt der wissrigen Phase. Zweiwertige lonen (Ca’’, Mg®") erhohen die
Umwandlungstemperatur, hingegen fiihrt die Erhohung des pH-Wertes zu einer Erniedrigung
der Umwandlungstemperatur. Bei einem Cholesterinanteil von 30 —50 mol% in einem
Lipidgemisch verschwindet die sprungartige Phasenumwandlung bei T.. Die Flexibilitdt der

Lipiddoppelschicht nimmt zu, aber die Langzeitstabilitit der Liposomen wird schlechter.'"!
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Fiir die meisten Verfahren zur Préparation von Liposomen werden Lipide in einem
organischen Losungsmittel gelost und durch Einengung im Rotationsverdampfer als diinner
Film auf der GefdBwand abgeschieden. Fein verteilte Lipide konnen auch aus einer Losung in
Cyclohexan durch Gefriertrocknung erhalten werden. Durch Schiitteln oder Ultraschall-
einwirkung bei einer Temperatur iiber T, in Wasser oder Puffer werden die Lipide dann
dispergiert und hydratisiert. Die so hergestellten Liposomen sind iiberwiegend multilamellar
und weisen eine breite Grofenverteilung auf. Durch mehrfache Extrusion durch eine mikro-
pordse Polycarbonatmembran mit einer Porenweite von 100 nm werden LUV mit einer
einheitlichen GroBenverteilung erhalten.''? Sehr effektiv und verbreitet ist die Liposomen-
praparation durch Detergenzabreicherung aus wéssrigen Lipid-Detergenz-Mischungen. Zur
Bildung gemischter Mizellen werden zundchst Lipide in Gegenwart von Detergenzien wie
Natriumcholat, Octylglucosid oder Triton X-100 solubilisiert. Dabei werden fiir das molare
Verhiltnis von Detergenz und Lipid meist Werte im Bereich von 0.5 bis 2 gewéhlt. Bei
Entfernung des Detergenz durch Dialyse, Gelfiltration oder Absorption bilden sich LUV mit
sehr guter Homogenitdt. Charakteristisch fiir verschiedene Detergenzien ist ihre kritische
Mizellenbildungskonzentration (KMK oder CMC). Bei hoher Verdiinnung geht das Deter-
genz in monomolekularer Form in Lésung. Beim Uberschreiten der CMC, die bei ionischen
Tensiden bei 10? M und bei nichtionischen bei 10 M liegt, assoziiert es zu den mizelldren
Molekiilverbédnden. Erhoht man die Konzentration einer wissrigen Losung einer amphiphilen
Verbindung wesentlich iiber ihre CMC hinaus, so entstehen aus den sphérischen Mizellen
zylinderformige Gebilde. Bei noch hoheren Konzentrationen lagern sich diese Zylinder
zusammen und bilden Mesophasen (nematische Phasen, Fliissigkeitskristalle), deren Zustand
zwischen dem von isotropen Fliissigkeiten und dem von festen Kristallen liegt.

Um Proteine in die Lipidmembran zu integrieren, werden Vesikel aus dem gemischten
Solubilisat von Lipiden und gereinigtem Membranprotein hergestellt. Fiir diese Rekonstitu-
tion solubilisierter Membranproteine ist die Detergenz-Abreicherung durch Gelfiltration oder
Absorption besonders geeignet, weil in diesem relativ schnellen Prozess wenig Protein durch
Aggregation verloren geht. Als Adsorbens sind makropordse Styrol-Divinylbenzol-Kopoly-
mere wie Bio-Beads SM-2 von BioRad geeignet. Die héchste Bindungskapazitit wird fiir
Molekiile mit einer Molmasse unter 2 kDa erreicht.

Die Rekonstitution funktionell aktiver Membranproteine aus gereinigten Komponenten
ist eine wichtige Methode zur Untersuchung von Membranprozessen wie Stofftransport, Zell-
adhésion oder Signaliibertragung. Viele Membranproteine, darunter auch GPCRs unterschied-
licher Organismen, sind bisher in Liposomen rekonstituiert worden.’* % '311¥ Dije
Funktionalitit bzw. Aktivitdt dieser Rezeptoren und Enzyme ist durch Adhésionsassays, SPR,
Immunoassays, Bestimmung der Enzymprodukte oder durch Kryoelektronenmikroskopie

(cryo-EM) nachgewiesen worden.
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1.11. NMR-Screeningmethoden

Fiir die Entwicklung von Wirkstoftkandidaten in der phamazeutischen Forschung ist die
rasche Identifikation von Liganden fiir das Zielprotein essenziell. Neben dem reinen
Screening auf Bindungsaffinitit sind auch Aussagen iiber das Bindungsepitop am Liganden
oder am Rezeptor sowie iiber den Mechanismus wichtig, um die Wirkstoffsuche zielgerichtet
durchzufiihren. In den letzten 6 — 7 Jahren sind etliche NMR-basierte Methoden entwickelt
worden, um Bindungsprozesse aufzukliren. ' Das NOE-Screeningverfahren von Meyer,
Peters et. al. beruht auf dem Transfer-NOE.'?'** Kleine Molekiile, die reversibel an einen
makromolekularen Rezeptor binden, erfahren einen Vorzeichenwechsel der NOEs. Diese
Methode gibt nicht nur Auskunft dariiber, ob die Substanz bindungsaktiv ist, sondern sie kann
unter geeigneten Bedingungen sogar die 3D-Struktur des Liganden im gebundenen Zustand

liefern.'?> 124

In Mischungen kann die bindende Komponente direkt durch die
Strukturinformation aus dem NOESY-Spektrum identifiziert werden. Es besteht keine obere
Molekulargewichtsgrenze, sondern die Signifikanz der Methode steigt mit der Proteingréf3e
sogar an.

Die Arbeiten von Fesik ef al. haben in der pharmazeutischen Forschung nennenswerte
Bedeutung erreicht. Die SAR by NMR-Methode basiert auf der Beobachtung von
Unterschieden in der '°N-chemischen Verschiebungen fiir die Proteinresonanzen bei
Anbindung von Liganden.'”> '*® Es werden dafiir '’N-markierte Proteine benétigt. Die
Verschiebungsdifferenzen im "H-""N-HSQC-Spektrum ermdglichen nicht nur die Detektion
von Bindungsaktivitit. Nach Zuordnung der Proteinresonanzen kann auch die Bindungs-
doméne des Rezeptorproteins lokalsiert werden. Ein entscheidender Nachteil dieser Methode
ist, dass nur Proteine oder Proteinfragmente bis zu einer Gréfe von 30 kDa geeignet sind.
Membranstindige Proteine konnen nicht praktikabel untersucht werden. Durch Anwendung
der TROSY-Technik wurde diese Grenze hin zu groBeren Proteinen verschoben.”* '*
Selektive 'C-Markierung der Proteinmethylgruppen erméglicht die Aufnahme von
'H-"*C-HSQC-Spektren mit einer dramatisch verringerten Signaliiberlagerung bei groBen
Proteinen.

Das Water-LOGSY-Experiment (water-ligand observation with gradient spectroscopy)
zur Detektion von Bindungsaffinitit basiert auf dem negativen NOE des auf gebundenen
kleinen Molekiilen adsorbierten Wassers im Gegensatz zum positiven Vorzeichen fiir den
NOE zwischen Wasser und freien kleinen Molekiilen.'”® Bindende und nichtbindende
Molekiile haben somit im NMR-Spektrum unterschiedliche Vorzeichen und kénnen so
unterschieden werden. Water-LOGSY kann prinzipiell auch fiir solubilisierte oder rekonsti-
tuierte Membranproteine eingesetzt werden, erfordert aber eine starke Solvatisierung der
Bindungstasche und des Liganden.

Das reverse NOE pumping Experiment (RNP) hingegen {ibertrdgt Magnetisierung von
bindenden Molekiilen auf den makromolekularen Rezeptor.'* 1*° Es handelt sich hierbei um
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ein Differenzexperiment; bei einem der Experimente wird ein Relaxationsfilter verwendet, so
dass die Proteinmagnetisierung wieder im Gleichgewicht ist und daher Magnetisierung vom
Liganden auf den Rezeptor {iibertragen werden kann. Durch Subtraktion von einem
Referenzexperiment werden die bindenden Komponenten sichtbar.

Neben der Korrelationszeit, der chemischen und der magnetischen Umgebung andert
sich auch das Diffusionsverhalten eines Molekiils bei der Bindung an den Rezeptor. Dieser
Effekt wird in diffusionseditierten NMR-Experimenten unter Anwendung von Gradienten-
impulsen (PFG) ausgenutzt.”*''** Weil das selektierte Signal einen gemittelten Diffusions-
koeffizienten der gebundenen und freien Ligandmolekiils repriasentiert, liefert die Methode
nur fiir kleine Ligandiiberschiisse gegeniiber dem Protein verldssliche Werte. Aullerdem
sollten sich Ligand und Rezeptor im Diffusionsverhalten stark unterscheiden. Diese
Bedingung ist mit Membranproteinen generell leichter zu erfiillen als mit kleinen Proteinen.

Die NMR-Bindungsstudien wurden in dieser Arbeit mit der Sittigungstransferdifferenz-
NMR-Methode durchgefiihrt (STD-NMR). Die Grundlagen und Besonderheiten dieser
Methode werden im nidchsten Abschnitt (Kapitel 1.12) ausfiihrlich beschrieben.

1.12. Sattigungstransferdifferenz-NMR-Spektroskopie

Der Sittigungstransfer zwischen verschiedenen Molekiilen oder molekularen Zustinden
ist zundchst fiir den langsamen chemischen Austausch beschrieben worden.'**'*° Gemessen
an der Differenz der NMR-spektroskopischen Resonanzfrequenzen Aw zweier Zustinde, ist
die Umwandlungsgeschwindigkeit in den untersuchten Systemen gering, und es treten
diskrete Signale fiir zwei Konformationen oder Bindungszustinde des beobachteten Molekiils
auf. Die Autoren konnten iiber die Kreuzrelaxationsrate die Geschwindigkeitskonstante fiir
die Konformationsdnderung bestimmen. AuBerdem wurden durch  Séttigungs-
transferexperimente fiir Protein-Ligand-Wechselwirkungen mit langsamer Kinetik die
Geschwindigkeitskonstanten ko, und k¢ fiir Assoziation und Dissoziation approximiert. Diese
Publikationen beziehen sich auf frithe Arbeiten von Forsén und Hoffman und behandeln nur
den Sittigungstransfer zwischen zwei Zustinden eines Molekiils.'** '*!

Ist hingegen der Austausch des Liganden an der Rezeptorbindungsstelle schnell in
Relation zur NMR-Zeitskala, kann der intermolekulare Sattigungstransfer vom Protein auf
bindende Liganden gezielt zum Sreening von Substanzbibliotheken ausgenutzt werden.'*> '**
Anhand von Gemischen verschiedener Mono- und Oligosaccharide zusammen mit
pflanzlichen Lektinen wie dem Weizenkeimlektin (Wheat germ agglutinin, WGA) oder dem
Ricinuslektin (Ricinus communis agglutinin, RCA,¢) zeigte M. Mayer erstmals die Detektion
der jeweiligen bindungsaktiven Zuckermolekiile durch Séttigungstransferdifferenz-

NMR-Experimente (STD-NMR).'*
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Abbildung 13 STD-NMR-Spektroskopie mit einem léslichen Lektin und einer Substanzbibliothek.
Durch Einstrahlung eines selektiven On-resonance-Hochfrequenzimpulses auf die Pro-
teinresonanzen wird Sittigung iiber intermolekulare Spindiffusion auf den bindenden
Liganden iibertragen. Seine Signale zeigen im On-resonance-Spektrum daher abge-
schwiichte Intensitit. Im Differenzspektrum erscheinen nur die Signale des Liganden.
Ligandprotonen mit direktem Kontakt zum Protein werden stirker gesittigt und zeigen
grofiere STD-Signale als Protonen, die indirekte Séttigung durch Spindiffusion innerhalb
des Liganden vermittelt bekommen. Die Off-resonance-Einstrahlung erfolgt z. B. bei
80 ppm, wo keine Proteinprotonen gesittigt werden.

Die Voraussetzung fiir STD-NMR-Spektroskopie ist die selektive Sattigung des Rezep-
torproteins. Starke dipolare Kopplungen und schnelle T,-Relaxation fithren dazu, dass Prote-
ine im 'H-NMR-Spektrum eine Hiillkurve aus sehr breiten Resonanzen besitzen, deren Aus-
laufer weit auBBerhalb des normalen spektralen Bereichs von 0 — 10 ppm liegen. Einstrahlung
eines selektiven On-resonance-Hochfrequenzimpulses beispielsweise bei — 1 ppm oder bei
12 ppm fiihrt zu einer selektiven Séttigung der Proteinresonanzen (Siehe Abbildung 13 oben).
Dieser Prozess wird stark durch Spindiffusion begiinstigt, die ab einer MolekiilgréBe von
ca. 10 kDa sehr effektiv wird (spindiffusion limit). Die Ursache fiir DD-Wechselwirkungen
und Spindiffusion ist die lange Umorientierungszeit tc der Makromolekiile.

Die selektive Sattigung wird auch durch Anisotropieeffekte in starren Proteindominen

begiinstigt, die extreme chemische Verschiebungen hervorrufen und zu einer weiteren Ver-
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breiterung der Proteinhiillkurve fiihren. Die Signale der niedermolekularen Verbindungen in
der Bibliothek werden nicht gesittigt, sofern sie ein bestimmtes Molekulargewicht nicht
iiberschreiten und keine Spindiffusion aufweisen.

Meist wird zur Sittigung eine Kaskade von Gauss-Impulsen mit einer jeweiligen Dauer
von 50 ms verwendet; dies entspricht einer Halbwertsbreite der Anregung von 30 — 50 Hz.
Die gesamte Lange der Gauss-Kaskade betrdgt 1 —2 s wobei schon nach 50 — 200 ms die
Sattigung durch Spindiffusion iiber alle Proteinresonanzen verteilt worden ist. Die Effektivitdt
der Spindiffusion beruht auf der mehrmaligen Weitergabe von Magnetisierung durch
Kreuzrelaxation {iber ein oder mehrere Protonen hinweg. Die Gleichverteilung der Magneti-
sierung durch Spindiffusion erfolgt umso schneller, je grofer das Protein ist.

Uber intermolekulare Spindiffusion wird nun auch Sittigung auf den gebundenen
Liganden tibertragen und kann im freien Zustand nach der Dissoziation beobachtet werden.
Der Sittigungseffekt zeigt sich im On-resonance-Spektrum in Form von abgeschwéchter
Intensitdt der Ligandresonanzen. Im Off-resonance-Spektrum mit einer Einstrahlung z. B. bei
80 ppm werden keine Proteinprotonen geséttigt und alle Ligandintensititen bleiben
unverdandert. Durch Subtraktion des On-resonance-Spektrums enthilt das Differenzspektrum
nur die Signale des Liganden (Siehe Abbildung 13 unten). Die Off-resonance-Einstrahlung
unterbindet Subtraktionsartefakte durch Temperatureffekte in der NMR-Probe oder in der
Spektrometerelektronik

Ligandprotonen mit direktem Kontakt zum Protein werden stdrker gesittigt und zeigen
groflere STD-Signale als Protonen, die Séttigung durch Spindiffusion innerhalb des Liganden
indirekt vermittelt bekommen.'*"'*” Die Analyse der STD-Intensititen individueller Protonen
ermdglicht die Charakterisierung des Bindungsepitopes beim Liganden und erlaubt die
Lokalisierung pharmakophorer Gruppen bei Leitstrukturen (group epitope mapping, GEM).
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen bestiitigte M. Mayer z. B.
durch STD-NMR-Experimente mit dem Lektin RCA 5, dass die Protonen H2, H3 und H4 des
Liganden Methyl-B-D-galactopyranosid in engem Kontakt zum Lektin stehen und fiir die
Bindung essenziell sind. Das STD-NMR-Verfahren kann auch bei immobilisierten Rezeptor-
proteinen und bei halbfesten NMR-Proben angewendet werden. Als Modell fiir ein
heterogenes Rezeptor-Ligand-System wurde Weizenkeimagglutinin (Wheat germ agglutinin,
WGA) kovalent an porose Glaspartikel (controlled-pore glass, CPG) gekuppelt und unter
HRMAS-Bedingungen mit STD-NMR untersucht.'*® In einer Mischung mit sieben verschie-
denen Mono- und Oligosacchariden zeigt nur das Disaccharid Chitobiose Bindungsaktivitit
im STD-NMR-Spektrum. Die Bindungsspezifitit von WGA zu Chitobiose ist gut untersucht
und dieses Ergebnis steht in vollem Einklang zur Literatur.

Die gute Empfindlichkeit der STD-NMR-Methode beruht generell auf einem Verstir-
kungseffekt durch chemischen Austausch. Wiirde jede Rezeptorbindungsstelle jeweils nur

genau ein Ligandmolekiil séttigen, erhielte man eine hypothetische, vielfach kleinere
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STD-Intensitdt. Bei ausreichend schneller Dissoziation und geniigendem Ligandiiberschuss
konnen jedoch in der Losung vielfach mehr gesittigte Ligandmolekiile vorliegen als
Rezeptorbindungsstellen vorhanden sind. Durch T;-Relaxation klingt die Séttigung des
Liganden in der Losung relativ langsam wieder ab. Die Intensitit des STD-Effekts, der fiir ein
bestimmtes Proton beobachtet wird, hangt deshalb von mehreren Parametern ab. Einige lassen
sich durch die Aufnahmebedingungen bzw. die Probenzusammensetzung beeinflussen,
wéhrend andere sich aus der Kinetik und Thermodynamik der Ligand-Protein-Interaktion und
aus den Relaxationszeiten der beteiligten Protonen ergeben.

Die Assoziation des niedermolekularen Liganden L mit dem groBBen Rezeptorprotein P
kann als bimolekulare Reaktion behandelt werden. Dabei wird eine Bindungstelle je

Rezeptormolekiil zugrundegelegt (one-site binding).

kon
P+L <— PL
koff (1)

In dieser Reaktionsgleichung sind k., und k. die Geschwindigkeitskonstanten fiir
Bildung und Zerfall des Komplexes PL. Das Massenwirkungsgesetz fiir die Dissozia-
tionsreaktion enthdlt die Gleichgewichtskonstante Kp. AuBerdem ist in der folgenden

Gleichung der Bezug zu den kinetischen Grof3en ko, und ko gegeben.

P e
° [PL] Kon (2)

Die Konzentrationen fiir Protein [P], Ligand [L] und Protein-Ligand-Komplex [PL] sind
jeweils Gleichgewichtskonzentrationen. Die Assoziation ist liberwiegend diffusionskontrol-
liert und ihre Geschwindigkeit &, ist deshalb im Bereich von 10°-10°s'M™'. Wenn
allerdings eine konformationelle Umorientierung im Rezeptor oder im Ligand wéhrend der
Assoziation auftritt, wird oft eine drastisch kleinere Assoziationsgeschwindigkeit beobachtet.
Bei sehr kleinen Ligandmolekiilen hingegen ist die Diffusion und damit die Assoziation
deutlich schneller. Fiir unterschiedliche Ligand-Protein-Systeme variiert k,, zwischen
10*s"™™ ™" und 10" s'M ™", und typische Werte fiir die Dissoziationskonstante Kp liegen im
Bereich von 1 nM bis 1 mM. Diese Zahlen konnen in Gleichung (2) eingesetzt werden, und
man erhélt als Abschétzung fiir die Dissoziationsgeschwindigkeit ko Werte zwischen 107 7!
und 10" s™". Fiir den oben erwihnten Verstirkungseffekt und eine effektive Beobachtung von
STD-Effekten muss die Dissoziationsgeschwindigkeit viel grofBer als die Relaxations-

1

geschwindigkeit 1/T; sein, die typischerweise 1—10s™ betridgt. Fiir Liganden mit

Dissoziationskonstanten Kp im niedrigen nanomolaren Bereich ist diese Bedingung eventuell
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nicht mehr erfiillt, geniigender Durchsatz an Ligandmolekiilen (turnover) wird nicht erreicht,
und die Intensitét der STD-Effekte ist kaum noch beobachtbar.

Neben der absoluten STD-Intensitit ist fiir die Auswertung der Messdaten der relative
STD-Effekt im Vergleich zu einem Referenzspektrum wichtig. Er ist definiert als der
Quotient aus der Signalintensitdt im STD-Spektrum und der Intensitit des jeweils korres-
pondierenden Signals im Referenzspektrum. Dieses Experiment wird jeweils mit identischen
Akquisitionsparametern, aber ohne Differenzbildung und ohne Sittigung aufgenommen.
Seine Scanzahl soll fiir eine direkte Vergleichbarkeit der Spektren halb so groB3 wie die
Gesamtzahl der Scans beim STD-Experiment sein und entspricht dann der Zahl der
On-Resonance-Scans.

Zur Quantifizierung des Durchsatzes an Ligandmolekiilen dient der sogenannten
STD-Amplifikationsfaktor.

’0 - lrs.at [L]tola\

STD - Amplification Faktor =

o [Pt (3)
Es sind:
lo = Signalintensitit im NMR-Spektrum ohne Séttigung des Proteins.
lsat = Signalintensitdt im NMR-Spektrum mit Sattigung des Proteins.
lo - lsat = Signalintensitit im STD-NMR-Spektrum (Differenzspektrum).
[LTtotar = Anfangs- oder Gesamtkonzentration an Ligand.
[P]tota| = Anfangs- oder Gesamtkonzentration an Protein.

Der STD-Amplifikationsfaktor ist das Produkt aus dem relativen, prozentualen
STD-Effekt und Ligandiiberschuss [L]ioi/ [Pliotal. Als ein absolutes MaB fiir die STD-Inten-
sitidt ohne eine starke Abhingigkeit vom Ligandiiberschuss und von der Proteinkonzentration
erlaubt er die Auswertung von Titrationen. AuBlerden konnen verschiedene Rezeptor-Ligand-
Systeme hinsichtlich ihrer Sittigungstransfereftizienz verglichen werden.

In dieser Arbeit wurden Dissoziationskonstanten né&herungsweise durch Scatchard-

Analyse ermittelt.'*

Dafiir wird zunédchst der Anteil r an gebundenem Ligand bezogen auf die
Gesamtzahl der Bindungsstellen bendtigt und iiber die Konzentrationen von freiem Protein

und Protein-Ligand-Komplex ausgedriickt.
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[ows  [PL]

r= =
[Plos [PI[PL] @
Es sind:
r = Anteil an gebundenem Ligand im Gleichgewicht bezogen auf die
Gesamtzahl der Bindungsstellen.
[L]bound = Die Konzentration des gebundenen Liganden unter Annahme einer

homogenen Verteilung auf das Gesamtvolumen der Probe.

Gleichung (4) enthdlt die Zusammenhdnge [L]pounda =[PL] und [P]iwm = [PL] + [P].
Durch Einsetzen von Gleichung (2) in Gleichung (4) folgt Gleichung (5), welche die
Belegung der Bindungsstellen am Protein bei steigender Ligandkonzentration beschreibt. Die
graphische Darstellung des Quotienten r in Abhiingigkeit von der Ligandkonzentration [L]
entspricht einer typischen Isotherme fiir eine Assoziationsreaktion und zeigt fiir hohe Ligand-

konzentrationen ein Séttigungsverhalten mit abnehmender Steigung.

. [L]
Ko+[L] (5)

Diese Funktion ist flir eine endliche Anzahl energetisch identischer Bindungsstellen
charakteristisch (One-site binding model). Bei halbmaximaler Belegung der Bindungsstellen
(r=0.5) gilt [L] = Kp. Durch Extrapolation der Sittigungskurve auf eine maximale Assay-
antwort r kann also im Graphen am Schnittpunkt mit r = 0.5 die Dissoziationskonstante Kp,
abgeschitzt werden. Fiir eine simple Bestimmung von Kp kann Gleichung (5) auch nach

Scatchard in die Geradengleichung (6) umgeformt werden.

r 1 r

L * (©)

Im Falle von n Bindungsstellen an einem multimeren oder multivalenten Rezeptorprotein
muss die Zahl 1 durchn ersetzt werden. Die Auftragung des Quotienten r/[L] gegen die
Rezeptorbelegung r fiir verschiedene Konzentrationen liefert einen Scatchard-Graphen. Die
durch lineare Regression ermittelte Steigung der Geraden betréigt — 1/ Kp. Der Nachteil der
Methode ist allerdings eine Vezerrung der Fehlerbreite iiber den Verlauf des Graphen. Fiir die

Analyse einer Titrationsreihe kann jede Messgrole aufgetragen werden, die mit der
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Belegung r linear korreliert ist. Neben Beispielen wie der Strahlungsdosis bei einem Radio-
assay oder der resonance units aus einer SPR-Messung gilt dies ndherungsweise auch flir den
STD-Amplifikationsfaktor beim STD-Experiment. Allerdings steigt dieser durch den Effekt
des turn over auch bei praktisch vollstindiger Rezeptorbelegung noch weiter an, wenn man
den Uberschuss an Ligand erhoht. Das spitere Erreichen eines Plateaus fiihrt bei dieser
Naherung folglich zu Dissoziationskonstanten, die gegeniiber den tatsdchlichen Werten zu
hoch liegen.

Andere Methoden zur Behandlung und Analyse von STD-NMR-Daten beriicksichtigen,
dass die Intensitdt des STD-Effekts das Gleichgewicht von Sattigungsfluss zum Liganden und
Relaxation reprisentiert. Gleichung 7 beschreibt die Verdnderung der Konzentration an noch
nicht gesittigtem Ligand [L]uusee mit der Séttigungszeit tg,; in einem rekursiven Ansatz."°

Dafiir gilt die Randbedingung [L Junsat(0) = [L]cotar.

[I—]unsat(t) N [PL
[L]tolal

[I—]unsat(t + 1) = [I—]unsat(t) = ] - Sat + |]:L]toial = [L]unsat(t)] E (1 = Rel)

(7)

In Gleichung 7 sind folgende Ausdriicke und Grof3en verwendet:

1
[PL]=2 [KD #[LUotw + [Plow = VK& + 2+ Ko+ [Llowa + 2 - Ko+ [Ploa + [L}oa = 2+ [Pl * [Lhiota + [P]éa]

koﬁ
KD =

on

_ RuIn2
Sat=1-e f

Ry -In2

Rel=e  for

Es sind:

[L]unsat (t) = Konzentration an ungesittigtem Ligand zur Séttigungszeit t.
[L]unsat (t+1) = Entsprechend zur inkrementierten Sittigungszeit (t+1).

Rsat = Sattigungsrate.

R1 = Longitudinale Relaxationsrate.
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In diesem Ansatz wird der Aufbau der Sattigung rechnerisch in Zeitintervalle unterteilt,
die der mittleren Aufenthaltsdauer des Liganden in der Bindungstasche (In2/ ko)
entsprechen. Die Menge sittigbarer Liganden ergibt sich als [PL] und hingt somit von Kp
und den Konzentrationen an Ligand und Protein ab. Direkt vor der Sattigung des Proteins
zum Zeitpunkt t,; =0 liegen alle Ligandmolekiile ungesittigt vor. Mit Beginn der
Einstrahlung auf das Protein wird Séttigung auf Liganden {ibertragen, die sich in der
Bindungstasche des Proteins befinden. Die Sattigung strebt mit der Zeitkonstante 1/Rga
threm Maximalwert zu, wobei dies umso schneller geschieht, je stirker die dipolare Kopplung
zwischen Protein- und Ligandprotonen ist. Nach Ablauf eines Zeitintervalls verlassen die
gesdttigten Liganden die Bindungstasche. Diese wird dann wieder mit Ligandmolekiilen
besetzt. Gleichung (7) beriicksichtigt dabei durch den Faktor [L]usai(t)/ [L]iota, dass zum
Zeitpunkt des Sattigungsprozesses schon Ligandmolekiile geséttigt oder parziell gesittigt
vorliegen und nicht mehr so effizient am Séttigungstransfer teilnehmen konnen wie
ungesittigte Molekiile. Durch Erhohung des Ligandiiberschusses gegeniiber dem Protein kann
man die Wahrscheinlichkeit senken, dass ein Ligandmolekiil wihrend einer Séttigungszeit
mehrfach in die Bindungstasche gelangt, und erreicht so die maximale Empfindlichkeit des
STD-NMR-Experiments. Einmal gesittigte Ligandmolekiile streben wieder ihrer
Gleichgewichtsmagnetisierung zu, wenn sie nicht mehr an das Protein gebunden sind. Dieser
Prozess verlduft schneller bei einer groflen Relaxationsrate R; (d. h. kurzem T;). Eine
rekursive Analyse von Gleichung (7) fiithrt zu Gleichung (8), welche die Abhdngigkeit des
STD-Effekts von den kinetischen Groflen der Bindungsreaktion und den

NMR-Relaxationsparametern beschreibt.

fsat * Kot
—[PL]- Sat+ [L}ow - Rel | 7z
_[ [PL]- Sat + [L] ] "2 [pL]- Sat+ [Luu- (Rel - 1)

[I—]lotal

[L]sat = [L]tolal i1 -
- [PL] - Sat + [L]wta\ -(Rel-1)

L 1 ®

Durch Anpassung dieser Gleichung an die STD-Amplifikationsfaktoren, die bei
verschiedenen Ligandkonzentrationen gemessen werden, ldsst sich die Gleichgewichts-
konstante der Komplexbildungsreaktion gewinnen.

Wegen der vielen beteiligten Protein- und Ligandprotonen setzen sich sowohl die
T-Relaxation als auch die Sattigungsrate Ry, aus verschiedenen Kreuzrelaxationspfaden
zusammen."”' Diese Prozesse beeinflussen die Intensitit des STD-Effekts fiir verschiedene
Protonen. Ein Proton mit einer langen T;-Zeit kann mehr Sittigung akkumulieren als eines,
das sehr schnell relaxiert. Dieser Effekt nimmt mit steigender Sittigungszeit zu, so dass ein

epitope mapping anhand von STD-Spektren mit langer Séttigungszeit unter ungiinstigen
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Umstdnden, d. h. sehr unterschiedlichen T;-Zeiten der betrachteten Protonen, nicht die
wahren Abstinde der Ligandprotonen zur Bindungstasche widerspiegelt. Je kiirzer die
Sattigungszeit, desto weniger fallen die Unterschiede der T;-Zeiten ins Gewicht. Ein
zuverlédssigeres Mal3 fiir die Ndhe eines Ligandprotons zur Bindungstasche des Rezeptors ist
daher eine zur NOE-Aufbaurate analoge STD-Aufbaurate. Hierzu werden mehrere
STD-NMR Spektren mit verschiedenen Sattigungszeiten tg, aufgenommen und die erreichten
STD-Effekte gegen ty, aufgetragen. Die extrapolierte Sittigungsrate bei tg,; = 0 entspricht der
initialen Steigung der Kurve. Sie ist frei vom Beitrag der Relaxationsrate und damit das beste
Mal fiir die Ndhe des entsprechenden Ligandprotons zum Protein. Der Erfolg dieses Ansatzes
hiangt jedoch entscheidend davon ab, ob man Spektren ausreichender Qualitdt bei kurzen
Sattigungszeiten erhélt, bei denen nur kleine STD-Effekte auftreten. Unterschiede in der
Sattigung von Ligandprotonen, die sich in gleichem Abstand von der Proteinoberfldche
befinden, konnen sich auBlerdem dadurch ergeben, dass die entsprechenden Bereiche des
Proteins verschieden stark durch Spindiffusion mit dem iibrigen Protein verbunden sind.
Befinden sich in einem Teil der Bindungstasche weniger oder isolierte Proteinprotonen,
erhalten Ligandprotonen, die mit ihnen interagieren, weniger Séttigung als solche, die mit

Bereichen hoher Protonendichte des Proteins wechselwirken.
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2. Problemstellung

Membranstindige Rezeptorproteine bilden die wichtigste Gruppe pharmakologischer
Ziele. Besonders die Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) bietet der
heutigen Medizinalchemie eine grole Dbiologische Vielfalt. Ansatzpunkte fiir
Neuentwicklungen sind z. B. die beiden Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCRS, die als
Korezeptoren bei der HIV-Infektion eine Schliisselrolle spielen.

Die Leitstrukturfindung und die Optimierung von Wirkstoffkandidaten fiir Membran-
proteine ist stark erschwert, weil die dreidimensionale Proteinstruktur oft unbekannt ist.
Deshalb sind Informationen iiber Bindungsmodus und Konformation eines Liganden nicht
tiber Simulationsverfahren wie docking zugénglich. Nur flir sehr wenige Membranproteine
existieren Strukturdaten zu Rezeptor-Ligand-Komplexen. Viele Bindungsassays, auch
heterogene Verfahren wie ELISA und SPR, gehen oft von 16slichen target-Proteinen aus und
konnen nicht ohne weiteres auf Rezeptoren in Lipidmembranen angewandt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Adaption der Séttigungstransferdifferenz-
NMR-Spektroskopie (STD-NMR) an membrandurchspannende Rezeptorproteine. Die
Moglichkeiten der NMR-gestiitzten Leitstruktursuche beziiglich G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren (GPCR) sollen dadurch erweitert werden. Die Methode ist von der Aufklarung
der 3D-Struktur unabhingig.

Die Wahl fiel auf das Integrin o33 als erstes Membranprotein zur Anwendung von
STD-NMR-Spektroskopie. Es steht in nativer Form auf humanen Thrombozyten zur
Verfiigung und ist aber auch gereinigt kommerziell erhiltlich. Das Integrin o33 vermittelt
die Thrombozytenaggregation und dient der Blutgerinnung.

Nach der Priparation von NMR-Proben mit integrinprisentierenden, kiinstlichen
Liposomen sollten verschiedene, peptidische Liganden unterschiedlicher Bindungsaffinitét
und Bindungskinetik auf ihr Bindungsverhalten gegeniiber dem Integrin unter Anwendung
der STD-NMR-Spektroskopie untersucht werden. Dafiir eignen sich viele der bereits gut
untersuchten Peptide mit dem Aminosduremotiv Arg-Gly-Asp (RGD) und deren Analoga.
Dariiberhinaus sollte das bereits bekannte STD-epitope mapping-Verfahren zur Identifikation
der pharmakophoren Gruppen eines Ligandmolekiils auf das liposomenrekonstituierte
Integrin oypP; lbertragen werden. Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit sind die
NMR-Experimente mit nativen, humanen Thrombozyten in deuteriertem Puffer aber auch in
dem urspriinglichen Citratplasma des Zellkonzentrates. Durch STD-NMR-Messungen sollte
die spezifische Bindung von RGD-Peptiden an das in der Thrombozytenmembran exprimierte

Integrin oypP3 nachgewiesen werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Liposomenpraparation

Zugunsten einer besseren Stabilitdt und Standardisierbarkeit wurden keine natiirlichen
Lipidgemische benutzt. Eine Kombination der haufig eingesetzten, synthetischen Phospho-
lipide DMPC und DMPG ist wegen der Umwandlungstemperatur von Tc =23 °C sehr
giinstig. Das anionische Lipid DMPG ruft eine Oberflichenladung der Lipiddoppelschicht
hervor und soll die Stabilitit der Vesikel und der eingebetteten Proteinmolekiile erhohen.

Zur Liposomenpriparation wurde das Verfahren der Detergenzabreicherung angewendet.
Die Absorption der Detergenzmolekiile an pordse Polystyrolmatrices erlaubt die Arbeit mit
kleinen Volumina. Diese Methode macht Reinigungschritte wie Dialyse oder Grofen-
ausschluflchromatographie unnétig und ist daher fiir kleine Proteinmengen in deuterierten

Puffern besonders geeignet.

3.1.1. Der Anteil an DMPG im Lipidgemisch

Bei den Vorversuchen zur Liposomenpriparation wurde ein molares Verhiltnis von
DMPC zu DMPG von 50:50 eingehalten, wie es bei Engel et al. beschrieben wurde.®*
Wiéhrend der Hydratisierung und Solubilisierung des Lipidfilmes mit Puffer unter
Ultraschalleinwirkung trat regelmidfig eine deutliche Trilbbung auf. Nach Adsorption des
Triton X-100 durch Bio-Beads bildeten sich iiber Nacht Flocken und eventuell ein
Niederschlag. Vergleichbare Liposomenpriparationen, die entweder kein Calciumchlorid im
Puffer oder kein DMPG in der Lipidmischung enthielten, zeigten nach der Zugabe der
Bio-Beads lediglich eine leicht opalisierende Triilbung. Der Niederschlages trat auch nach
einer Woche nicht auf. Dies deutet auf die Bildung eines Niederschlages aus DMPG und
Ca’"-Ionen hin. Nach allen drei Varianten der Priparation wurde der Lipidgehalt der
homogenen Liposomensuspension durch 'H-NMR bestimmt. Jeweils 50 pL der wissrigen
Mischung wurden in Methanol-d; gegeben. Aus den NMR-Integralen der Lipidsignale und
eines Stoffmengenstandards konnte eine Lipidwiederfindung bezogen auf die Einwaage
ermittelt werden, die jeweils tiber 90 % lag. Grofe Verluste an Lipiden durch Niederschlag
oder Adsorption auf den GefdBwinden konnten dadurch als generelle Fehlerquelle
ausgeschlossen werden. Um die Lipidzusammensetzung des flockigen Niederschlages zu
klaren, wurde dieser durch Zentrifugation fiir drei Minuten bei 14000 upm sedimentiert. Der
klare Uberstand wurde auf Lipidgesamtgehalt und Lipidzusammensetzung untersucht. Darin
erreichte die Lipidwiederfindung bezogen auf die Einwaage 62 — 77 %. Der molare Anteil an
DMPG im Uberstand betrug etwa 34 % und nicht 50 % wie bei der Einwaage. Auch diese
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Ergebnisse zeigen, dass DMPG teilweise ausfillt. Deshalb wurde bei allen folgenden
Liposomenpréparationen der molare Anteil an DMPG auf 10 % verringert. Zusitzlich wurde
die Solubilisierung unter Kiihlung auf 4 — 6 °C durchgefiihrt. Danach wurde unter weiterer
Kiihlung die Calciumchloridstammldsung bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt.
Die beobachtete leichte Opaleszens der so erhaltenen Liposomensuspension blieb fiir etwa
einen Monat stabil. Auch eine Konzentration der Liposomen durch Zentrifugation im Ultrafil-
trationsrohrchen rief keinen Niederschlag hervor. Eine Flockenbildung setzte erst nach iiber

zwel Monaten ein.

3.1.2. Rekonstitution des Integrins aip; in Liposomen

Die Priparation von Liposomen mit eingebettetem Integrin oypP; erfolgte nach den
modifizierten Vorschriften von Gerritsen et al.* und Miiller ef al.®* aber mit einem molaren
Verhiltnis der Lipide DMPC/DMPG von 90:10. Zuerst wurden 3.39 umol DMPC und
0.348 umol DMPG als diinner Film auf die GefiBwand aufgebracht. Nach der
Rehydratisierung der Lipide in einem deuterierten Tris-Puffer mit 0.9 g/L Triton X-100 in
D,0 wird das Solubilisat mit 1 mg humanem Integrin oypP3 in 500 uL Tris-Puffer mit etwa
2 g/L Triton X-100 vermischt. Die Abnahme des Detergenzgehaltes durch Zugabe eines
Adsorbens (Bio-Beads SM2) fiihrt zur spontanen Bildung von Liposomen und zur Integration
des Membranrezeptors. Der Lipidgehalt der Liposomensuspension betrug etwa 6.4 mM. Die
verschiedenen Autoren fanden einen mittleren Durchmesser der Lipidvesikel von 200 nm
wobei die Proteinwiederfindung nur etwa 50 % betrug. Das restliche Integrin o33 wurde
nicht in die Liposomen eingebettet sondern ging durch Aggregation verloren. Ein Liposom
tragt durchschnittlich 200 Integrinmolekiile, die in der Lipiddoppelschicht statistisch orientiert
sind. Daher ist nur die Hélfte der Rezeptormolekiile fiir Liganden in der freien Losung
zugénglich. Aufgrund dieser Angaben wurde der Anteil der Integrin aup,33-Bindungsstellen in
der Liposomenpriparation auf 25 % der urspriinglich eingesetzten Proteinmenge geschitzt.
Bei einer Masse von 1 mg Integrin oypf33 und einem Molgewicht von 233 kDa (4 nmol)
stehen also maximal 1 nmol Bindungsstellen in der NMR-Probe auf der VesikelauB3enseite zur

Verfligung.

3.2. NMR-Experimente mit Liposomen

Wegen des geringen Dichteunterschiedes zum umgebenden Medium sedimentieren
Liposomen bei 1 x g nicht. Daher kann die Probe bei NMR-Messungen als stabil und homo-
gen behandelt werden. Intra- und extravesikuldr geloste, kleine Molekiile besitzen ihre volle,
isotrope Beweglichkeit und kénnen ungestért NMR-spektroskopisch untersucht werden.

Bei einem typischen Durchmesser von 200 nm besteht ein unilamellares Vesikel aus
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2 x 10° Lipidmolekiilen mit einer Gesamtmasse von iiber 130 MDa ohne das enthaltene
Wasser. Unterhalb von T¢ sind die Lipidmolekiile streng parallel ausgerichtet und besitzen
keine laterale Beweglichkeit. In jedem Fall konnen diskrete Protonensignale der Alkylketten
in der Doppelschicht nicht beobachtet werden. Die Beweglichkeit in der hydrophilen
Kopfgruppe ist hingegen viel grofer. Enthdlt dieser Molekiilteil flexible, gut solvatisierte
Strukturen wie Oligosaccharide oder Polyethylenglycol, so konnen in 'H-NMR-Spektren die
Signale eventuell aufgelost werden.

Die bei den STD-NMR-Experimenten durch einen HF-Impuls erzielte Sattigung wirkt
sowohl auf die Hiillkurve der Lipide als auch auf die Proteinsignale. Besonders die
Transmembransegmente aber auch damit starr verbundene Doménen weisen aufgrund ihrer
sehr groflen scheinbaren Molmasse eine sehr effiziente Spindiffusion auf. Die Anwendung
verschiedener Einstrahlfrequenzen des Séttigungsimpulses wie z. B. 12 ppm, 0 ppm oder
— 2 ppm zeigte nur relativ geringe Unterschiede in der Séttigungsintensitét. Sehr hdufig wurde
— 2 ppm als Einstrahlfrequenz gewéhlt, da hier die unerwiinschte, unselektive Sattigung der

Ligandpeptide besonders gering war.

3.2.1. NMR-Hiillkurve der Liposomen

Um die NMR-Linienform niedermolekularer Verbindungen in einer Liposomensus-
pension zu untersuchen, wurde eine Liposomenpraparation ohne Integrin ouypP3 aus 3.39 umol
DMPC und 0.348 umol DMPG verwendet. Das Lipidverhdltnis DMPC/DMPG ist daher etwa
90:10. Die Vesikel wurden in 580 uL deuteriertem LUV-NMR-Puffer konzentriert, der neben
10 mM Natriumchlorid, 10 mM Tris-d;; und 6 mM Natriumazid noch 1 mM Calciumchlorid
enthielt. Der Lipidgehalt der Liposomensuspension betrug etwa 6.4 mM. Der NMR-Probe
wurden die Peptide RGD und cyclo(RGDfV) bis zu einer Endkonzentration von 72 uM
bzw. 69 uM zugegeben. Mit dieser Blindprobe zur Erprobung der NMR-Parameter wurden
Spektren bei 293 K aufgenommen.

20 15 10 5 0 -5 -10 ppm

Abbildung 14 1D-'"H-NMR-Spektrum von RGD (72 puM) und cyclo(RGDfV) (69 uM) mit Liposomen
ohne Integrin aypP; in LUV-NMR-Puffer bei 293 K und einer Spektrenbreite von 40 ppm.
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Im 1D-"H-NMR-Spektrum in Abbildung 14 sind auBer den Peptidsignalen die
Resonanzen des HDO und vom Tris-Puffer zu sehen. Bei 3.1 ppm befindet sich das Zentrum
einer sehr breiten NMR-Hiillkurve, die durch Liposomen hervorgerufen wird. Trotz einer
Spektrenbreite von 40 ppm zeigt das Spektrum den Full dieses breiten Signals nicht
vollstdndig. Die Halbwertsbreite ldsst sich jedoch grob abschétzen und betrigt tiber 3000 Hz.
Es kann sich um HDO-Resonanzen geordneter oder assoziierter Wassermolekiile handeln.
Mehrschichtig assoziierte Wassermolekiile liegen einerseits auf der Innen- und AuBenseite
unilamellarer Vesikel, aber auch zwischen den Lipiddoppelschichten multilamellarer Vesikel
vor. In HRMAS-NMR-Experimenten haben Z.Zhou etfal. die HDO-Resonanzen von
interlamellarem Wasser in Suspensionen von DOPC- und MeDOPE-Vesikeln in deuteriertem
Phosphatpuffer untersucht. Dabei war die Resonanz des assoziierten Wassers relativ zum
freien Wasser 0.05 ppm bis 0.15 ppm hochfeld- oder tieffeldverschoben, abhédngig vom
verwendeten Lipid.">* Sowohl Betrag als auch Vorzeichen der Ladung an den polarisierten
oder ionisierten Atomen der hydrophilen Kopfgruppe beeinflussen den Charakter der
H-Briickenbindungen fiir die solvatisierenden HDO-Molekiile und damit die
NMR-spektroskopische Verschiebung der beteiligten HDO-Protonen. Die Richtung der
Verschiebung ist obendrein wegen Anderungen der magnetischen Suszeptibilitit an
Grenzflichen schwer vorhersagbar. Trotzdem ist die mit den DMPC/DMPG-Liposomen
beobachtete Shiftdifferenz zwischen dem HDO-Signal bei 4.75 ppm und dem breiten Signal
bei 3.10 ppm (Abbildung 14) untypisch gro3 und macht auch andere Ursachen fiir das breite
Signal moglich. Dieses Signal kann also auch durch Protonen der Phospholipide hervorge-
rufen werden. Dabei kommen die Protonen im Glycerinriickgrat und in der Cholinkompo-
nente in Frage (siehe Abbildung 1A), beispielsweise die, der Phosphatgruppe benachbarten,
Methylenprotonen (-CH,-O-PO,-O-CH-). Auch die Protonen der N-Methylgruppen des
Cholins mit einer chemischen Verschiebung von ca. 3.1 ppm konnen das breite Signal in
Abbildung 14 hervorrufen. Sowohl geordnete Wassermolekiile als auch die polare
Kopfgruppe in lamellar assoziierten Phospholipiden weisen gegeniiber frei gelosten Mole-
kiilen eine stark verminderte molekulare Beweglichkeit auf. Wegen dipolarer Wechsel-
wirkungen und der Feldinhomogenititen an den Phasengrenzflichen sind die jeweiligen
Resonanzen sehr breit. Die Protonen der hydrophoben Alkylketten der Fettsduren relaxieren
in der Lipiddoppelschicht sehr schnell und sind im Spektrum in Abbildung 14 nicht zu
erkennen. Zur Unterdriickung der unerwiinschten, breiten Signale wurden verschiedene

Pulssequenzen und Parameter ausprobiert.
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Abbildung 15 (A) Normales 1D-'H-NMR—Spektrum von RGD (72 pM) und cyclo(RGDfV) (69 pM) mit
Liposomen ohne Integrin ay,P;. Die NMR-Probe und die Parameter sind wie in
Abbildung 14 aber die Spektrenbreite betrigt 10 ppm. Aufler den Peptidsignalen sind die
Resonanzen des HDO, vom Tris-Puffer und von einer Verunreinigung (%) zu sehen.
(B) Wie A aber mit einer selektiven Vorsittigung (65 dB) des HDO-Signals. (C) Wie B
aber zusiitzlich mit T,,-Filter (12 dB, 12 ms) zur Unterdriickung von Protonen mit kurzer
T,-Relaxationszeit angewendet. (D). Wie A aber mit zusitzlicher WATERGATE-
Wasserunterdriickung mit einem 3-9-19 Impuls.

In Abbildung 15A ist zundchst das normale 1D-'H-NMR-Spektrum der Probe wie in
Abbildung 14 gezeigt, die Spektrenbreite betridgt allerdings nur 10 ppm. Wird wéhrend der
Relaxationswartezeit ein Vorsattigungsimpuls mit einer Stirke von 65 dB und einer Dauer
von 2s auf die HDO-Resonanz eingestrahlt, so wird das breite Signal bei 3.1 ppm um
ca. 18 % reduziert (siche Abbildung 15B). Dieser Wert wurde durch Intensitétsvergleich der
Peptidsignale und der Hiillkurve in beiden Spektren erhalten. Diese Beobachtung deutet auf
einen schnellen Austausch der Protonen hin, welche die Hiillkurve hervorrufen.

Der bei der Wasserfrequenz eingestrahlte HF-Impuls verringert iiber Magnetisierungs-
transfer der erzielten Sattigung auch die Intensitdt der Signale unter der Hiillkurve. Dieser
Effekt ist unabhingig davon zu beobachten, ob die breiten Resonanzen auf assoziierten
HDO-Molekiilen oder auf Lipidmolekiilen beruhen. In Abbildung 15C wurde zusétzlich zur
Vorsittigung ein Tp-Filter (Spinlockimpuls 12 dB, 12 ms) zur Unterdriickung von Protonen
mit kurzer T,-Relaxationszeit (T;p-Filter) angewendet (siche Pulsprogramm zgprsl.rm im
Anhang)."”® Dadurch wurde das breite Signal drastisch um etwa 86.6 % verringert. Die

Verwendung eines lidngeren Spinlockimpulses von 20ms oder 40 ms ergab eine
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Unterdriickung des breiten Signals um 92.5 % bzw. um 95.0 % (Spektren nicht gezeigt). Ein
langerer Spinlock als 12 ms ergibt also keine signifikant bessere Unterdriickung.

In Abbildung 15D ist ein Spektrum mit WATERGATE-Wasserunterdriickung mit einen
3-9-19-Impuls gezeigt, in welchem das breite Signal um 97.5 % verringert ist (siche
Pulsprogramm p3919gp im Anhang)."* '*°> Das spektrale Profil des 3-9-19-Impulses zeigt
nach der Fouriertransformation eine Breitbandinversion mit einer On-Resonance-Nullstelle.
Das HDO-Signal erfdhrt also keine Kohérenzinversion. Durch die jeweils invertierte
Empfangerphase werden nur invertierte Kohédrenzen akkumuliert. AuBlerdem ist der 3-9-19-
Impuls durch zwei Feldgradientenimpulse (PFG) gleicher Polaritit und mit je 1 ms Dauer
flankiert. Diese minimieren Phasenfehler, die auf unvollstindiger Inversion beruhen. Von den
mit dem ersten Gradientenimpuls dephasierten Kohédrenzen werden nur diejenigen durch den
zweiten Gradienten refokussiert, die tatsdchlich selektiv invertiert worden sind. Das
HDO-Signal im schmalen On-Resonance-Band wird daher durch die doppelte Dephasierung
ausgeloscht.

Dieses Gradienten-Echo-Schema kann die Unterdriickung des breiten Liposomensignals
hervorrufen, wenn sein 180-Grad-Impuls eine andere Lénge aufweist, als die anderen
Resonanzen im Spektrum. Andererseits konnten die Inversionsimpulse der WATERGATE-
Sequenz, die auf die transversale Magnetisierung wirken, wie ein Spinlock die Dephasierung
des breiten Signals begiinstigen (Tp-Filter) und dieses unterdriicken.

Da der H,O-Gehalt in der NMR-Probe kleiner als 1 % ist, konnen die Gradienten in der
WATERGATE-Impulssequenz auch entfallen, ohne dass groere Probleme bei der
Phasenkorrektur auftreten (siehe Pulsprogramm p3979.rm im Anhang). In den auf diese
Weise aufgenommenen Spektren ist das breite Liposomensignal lediglich auf 64 % verringert
(Spektren nicht gezeigt), weil das Gradientenechoschema nicht mehr zur Unterdriickung
beitrdgt. Eine Verldngerung des zusammengesetzten, selektiven Inversionsimpulses fiihrt
hingegen zu einer besseren Unterdrickung des breiten Liposomensignals. Die
W5-WATERGATE-Sequenz verwendet ein Array aus insgesamt zehn Teilimpulsen zur
selektiven Inversion und weist ein optimiertes Frequenzprofil mit einer geringeren
Halbwertsbreite an der On-Resonance-Nullstelle auf (sieche Pulsprogramm wigp.rm im
Anhang)."”® Das Liposomensignal wird in diesem NMR-Experiment auf 98 % verringert
(Spektren nicht gezeigt). Bezogen auf die Intensitit im 3-9-19-WATERGATE Spektrum ist
dies eine weitere Verbesserung um 20 %. Eine zweifache Anwendung der W5-Sequenz in
einem doppelten Gradientenecho (DPFGSE) erzielt eine Unterdriickung des
Liposomensignals um mehr als 99 %. Diese auch als exciftation sculpting bezeichnete
Impulssequenz  enthédlt zwei selektive Inversionsblocke, die jeweils von zwei
Gradientenimpulsen flankiert werden: G1-S-G1-G2-S-G2 (siehe Pulsprogramm zgwSesgp.rm
im Anhang)."””” Allerdings betrigt die Dauer der W5-WATERGATE-Sequenz zwischen

Anregungsimpuls und FID bei einer Wartezeit von T = 280 us zwischen den Teilimpulsen des
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Impulsarrays etwa 5.1 ms. Bei der W5-DPFGSE-Sequenz betrdgt diese Zeitspanne sogar
10.1 ms. Gegeniiber der 3-9-19-WATERGATE-Sequenz mit einer Dauer von nur 3.9 ms
bedeutet das bei Resonanzen mit beschleunigter T,-Relaxation einen nennenswerten
Intensitatsverlust. Diese Vergleiche zeigen, dass die Unterdriickung des breiten
Liposomensignals am effektivsten durch die 3-9-19-WATERGATE-Sequenz erfolgen sollte,
die einen guten Kompromiss darstellt.

Ob assoziertes Wasser oder Lipidmolekiile die Ursache des breiten Signals darstellen,
konnte nicht gekldrt werden. Es wiren dazu HRMAS-Experimente nétig, um eventuell
vorhandene, schmalere Signale zu analysieren und die Konnektivitdt der jeweiligen Protonen
mit 2D-TOCSY- und 2D-NOESY -Pulssequenzen zu bestimmen.

3.2.2. Cyclo(RGDfV)-Bindung und Titration mit cyclo(RGDfV)

Um die Ligandbindung an rekonstituiertes Integrin a3 in der Liposomenmembran zu
untersuchen, wurden RGD-Peptide mit bekannter Bindungsaktivitit und zwei nichtbindende
Peptide ausgesucht. Unter den RGD-Peptiden nimmt cyclo(RGDfV) wegen der Ring-
spannung und der damit verbundenen, rigiden Konformation eine Sonderstellung ein.
Dartiberhinaus wird die Konformation des RGD-Segments durch das D-Phe deutlich

beeinflusst.
H,N.__NH, H,N.___NH,
HN HN
& co; 5 Co;
0 0 - I -
RGD IC,, > 1000uM RGDS IC,, =55 uM
CH, ©O
H,C~, /‘K ,—< >
3 03 N
,[—
ol Hf“\* Y
CyCIO(RGDfV) IC;, =12 -29 UM .
Kp = 5.05 - 42 uM Hac";-[”“
2 o
i “’N\_)LNH
OH L
i:;,ﬂ\i LWH co; o,
HN" N SR H,C
0 H o 1
AGSE co; TF’L-NH2

Abbildung 16 Strukturformeln der Peptide RGD, RGDS und cyclo(RGDfV) mit Bindungsaffinitit zum
Integrin oy,B; und nichtbindende Peptide AGSE und TPL-NH,.
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Die beiden linearen Peptide RGD und RGDS wurden von Tranqui et al. auf ihr
Bindungsvermogen an aktivierte Thrombozyten untersucht. In einem kompetitiven Assay
dienten die Peptide als Inhibitoren des Radioliganden '*’I-Fibrinogen.”

Fiir cyclo(RGDfV) wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eine Reihe von unter-
schiedlichen Bindungskonstanten erhalten. Aumailley ez al. bestimmten mittels ELISA einen
Wert von ICsp =12 uM durch Inhibition der Bindung von solubilisiertem, biotinyliertem
Integrin a3 an immobilisiertes Fibrinogen.'*® Fiir die Bindung von 16slichem Fibrinogen an
immobilisiertes Integrin aypBs fanden Pfaff eral. fiir cyclo(RGDfV) einen Wert von
ICs0=29 uM (ELISA).”” Dieselben Autoren bestimmten fir cyclo(RGDfV) mittels
TIR-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) eine Dissoziationskonstante von Kp=5.05 uM und
verwendeten dabei Integrin oypP3, das in einer planaren Lipiddoppelschicht rekonstituiert
worden war.”’ Keenan et al. erhielten fiir cyclo(RGDfV) eine durch Inhibition bestimmte
Dissoziationskonstante von Kp =42 pM.'” Dazu wurde in einem Kompetitionsexperiment
durch cyclo(RGDfV) die Bindung eines [‘H]-radiomarkierten, disulfidcyclisierten
RGD-Semipeptides (SK&F 107260, SmithKline Beechham) an liposomenrekonstituiertes
Integrin aypP; inhibiert. Diese Ergebnisse belegen, dass die Dissoziationskonstante von
cyclo(RGDfV) beziiglich des Integrins a3 im niedrigen mikromolekularen Bereich liegt.
Da die jeweiligen Messverfahren zum Teil auf der Immobilisierung des Rezeptorproteins oder
eines Liganden beruhen, sind die stark unterschiedlichen Werte fiir die Bindungskonstante
nicht verwunderlich. Bindungskonstanten verschiedener Liganden sind streng nur fiir ein
biophysikalisches Verfahren untereinander vergleichbar. Werden fiir einen Liganden
Bindungskonstanten iiber zwei unterschiedliche Verfahren bestimmt, konnen Abweichungen
um Faktoren von bis zu 10 voneinander auftreten.

Neben der qualitativen Aussage, ob ein Peptid Bindungsaktivitit an das liposomeneinge-
bettete Integrin ouypPs besitzt, wird in diesem Kapitel auch eine Abschitzung der Dissozia-
tionskonstanten Kp fiir cyclo(RGDfV) vorgenommen. Die in Abbildung 16 gezeigten,
nichtbindenden Peptide AGSE und TPL-NH; dienten bei den STD-NMR-Bindungsassays als
Negativkontrolle.
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Abbildung 17 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum von cyclo(RGDfV) (29 uM) mit Integrin ou,Bs-Lipo-
somen in LUV-NMR-Puffer bei 293 K. Konzentration an Integrinbindungsstellen 5 pM.
Probenvolumen etwa 200 pL (Shigemi Réhrchen) Es sind Tris-Puffer (§) und
Verunreinigungen (%) enthalten. (B) Das STD-NMR Spektrum von cyclo(RGDfV)
(29 uM) mit Integrin ouBs-Liposomen zeigt STD-Effekte der Ligandresonanzen und von
einigen Proteinsignalen (#). On-Resonance-Einstrahlung bei —2 ppm, Off-Resonance-
Einstrahlung bei 160 ppm. (C) Wie B aber die cyclo(RGDfV)-Konzentration betrigt
275 uM. (D) Das STD-NMR Spektrum von cyclo(RGDfV) (260 uM) mit integrinfreien
Liposomen zeigt keine STD-Effekte, die auf unspezifische Bindung an die Lipiddoppel-
schicht hindeuten wiirden. (E) STD-NMR Spektrum von AGSE (260 uM) mit
Integrin oy,B;s-Liposomen. Das nichtbindende Peptid zeigt keine STD-Effekte.

Das 'H-NMR-Referenzspektrum in Abbildung 17A von cyclo(RGDfV) (Konzentation
29 uM) mit Integrin oyPs-Liposomen zeigt die Ligandresonanzen, ein Signal von nicht
vollsténdig deuteriertem Tris-Puffer (§) und einige, niedermolekulare Verunreinigungen ()
aus den Komponenten der Liposomenpriparation. Im STD-NMR Spektrum der gleichen
Probe erscheinen hauptsdchlich die STD-Effekte der Ligandresonanzen, besonders deutlich
sind die Signale von D-Phe H3, He und HE sowie von Val Hy / Hy'. Die Signale der Verun-
reinigungen verschwinden hingegen durch Subtraktion (Abbildung 17B). Einige Protein-
resonanzen (#), beispielsweise bei 0.7 ppm und 1.1 ppm, wurden durch den Spinlock nicht
komplett unterdriickt. Die Konzentration an verfligbaren Integrinbindungsstellen war etwa
5 uM, was einem 6-fachen Ligandiiberschuss entspricht. Wird die Ligandkonzentration auf
275 uM cyclo(RGDfV) und damit auf einen 55-fachen Uberschuss erhdht, nimmt die absolute
Intensitdt der STD-Effekte stark zu. (Abbildung 17C). Das STD-NMR Spektrum von
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cyclo(RGDfV) (260 uM) mit integrinfreien Liposomen zeigt nur STD-Effekte kleiner 1 %.

Anhand dieser, nach dem gleichen Protokoll hergestellten, Liposomen wurde belegt, dass

keine unspezifische Bindung des Liganden an die Lipiddoppelschicht stattfindet. Als eine

weitere Negativkontrolle wurden STD-NMR Spektren mit dem in Liposomen rekonstituierten

Integrin oypP; und AGSE (160 uM) aufgenommen. Dieses nichtbindende Peptid zeigt in
Abbildung 17E keinerlei STD-Effekte und damit keine unspezifische Bindung an das
Integrin. Die gleichen Integrinliposomen in einer NMR-Probe mit dem nichtbindenden
Tripeptid TPL-NH; (480 uM) rufen bei den Protonen H3 und H3' etwa 1 % STD-Effekt hervor
(Spektren nicht gezeigt).

A

B

Interaktive Peakflachenanpassung Integration und slope / bias Korrektur
Rel. STD- Rel. STD-
Effekt [%] Effekt [%]
30 30
25 l 25
20 \ 20
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N Ny | e pphe s
10T == 10 =t —— D-Phe Hg, HL
W% ‘\f\% e Val Hy, Hy
2 5
0 0
0 100 200 300 0 100 200 300
cyclo (RGDfV) cyclo (RGDfV)
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Abbildung 18 Titration von liposomenrekonstituiertem Integrin oy,B; mit cyclo(RGDfV) (Konzentra-

tionen zwischen 29 pM und 275 pM). Der Ligandiiberschuss wurde zwischen 6:1 und
55:1 variiert. On-Resonance-Einstrahlung bei — 2 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei
160 ppm. Fiir die NMR-Spektren und MeBBbedingungen siehe Abbildung 17A — C. (A) Der
prozentuale STD-Effekt wurde berechnet aus dem Skalierungsfaktor bei der manuellen
Anpassung  der  jeweiligen 1D-'H-Signale im  Referenzspektrum an  die
korrespondierenden STD-Signale durch Uberlagerung. (B) Der prozentuale STD-Effekt
wurde aus den Integralen der 1D-'H-Signale und der korrespondierenden STD-Signale
nach manueller slope- und bias-Korrektur berechnet.
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In einer Titrationsreihe wurden 10 weitere cyclo(RGDfV)-Konzentrationen zwischen
29 uM und 275 uM mit den Integrinliposomen in STD-Experimenten vermessen. Die Signale
von D-Phe Ho, He und HE bzw. von Val Hy / Hy' erscheinen in einem besonders wenig iiber-
lagerten Bereich des Spektrums und dienten fiir diese Titrationsexperimente als Reporter-
gruppen. Der relative STD-Effekt ist definiert als der Quotient aus der Signalintensitdt im
STD-Spektrum und der Intensitit des jeweils korrespondierenden Signals im 1D-'H-
WATERGATE-Referenzspektrum. Dieser Quotient wurde jeweils fiir die Signale von
D-Phe Ho, He und HC, sowie von Val Hy / Hy' bei der manuellen Peakfldchenanpassung durch
Uberlagerung von Referenz- und STD-NMR-Spektrum aus dem jeweiligen Skalierungsfaktor
erhalten (Abbildung 18A). Zur Kontrolle wurde jeder STD-Effekt auch durch Division der
Peakintegrale berechnet und ebenfalls als Prozentwert gegen die cyclo(RGDfV)-Konzen-
tration aufgetragen (Abbildung 18B). Fiir die Integration der drei Peaks wurden die Regionen
der chemischen Verschiebungen definiert, gespeichert, und bei allen 12 Konzentrationen
angewendet. Die Integrale wurden iiber die Parameter slope und bias manuell korrigiert, um
Signale der Proteinhiillkurve zu kompensieren. Der Vergleich der beiden Methoden zur
Analyse von STD-Spektren erschien nétig, da die durch manuelle Peakflichenanpassung
erhaltene Titrationskurve (Abbildung 18A) Schwankungen um den idealen Abfall herum
aufweist und damit nicht monoton verlauft. Um {iberlagerte, breite Proteinresonanzen als Ur-
sache dafiir auszuschlieBen, wurde die Methode der lokalen, manuellen Basislinienkorrektur
unter Anpassung der slope- und bias-Parameter als Vergleich herangezogen. Beide Methoden,
die Integralverhéltnisse zu bilden, ergeben einen sehr dhnlichen Verlauf der Titrationskurve
und sind daher gleichermaflen gut zur Auswertung verrauschter Spektren mit unvollstindig
unterdriickten Proteinsignalen geeignet. Trotz des Anstiegs des absoluten STD-Effekts mit
Zunahme der Ligandkonzentration féllt der relative STD-Effekt in einer Titration ab, weil er
bezogen auf die Intensititen im Referenzspektrum angegeben wird. In gutem Einklang mit
dem theoretischen Verlauf einer Titration ist in Abbildung 18 im Konzentrationsbereich bis
100 uM ein steiler exponentieller Abfall der Kurve deutlich, der eine spezifische Bindung an
das Integrin reprdsentiert. Bei hohen Konzentrationen halten sich die individuellen
cyclo(RGDfV)-Molekiile seltener in der Bindungsstelle auf und erhalten im zeitlichen Mittel
weniger Sattigung. Aus dem Kurvenverlauf in diesem Konzentrationsbereich in Abbildung 18
148t sich die Dissoziationskonstante grob abschétzen. Dazu miissen der maximale STD-Effekt
fiir infinitesimal kleine Konzentrationen und der untere STD-Grenzwert fiir sehr hohe
Konzentrationen extrapoliert werden. Die beim Mittelwert abgelesene Konzentration liefert
eine Dissoziationskonstante von Kp = 30 — 70 uM. Abweichend vom erwarteten Verlauf sinkt
der STD-Effekt bei hoher Ligandkonzentration nicht weit genug ab und erreicht kein
deutliches Plateau. Die STD-Effekte der aromatischen Protonen von cyclo(RGDfV) streben
beispielsweise einem unteren Wert von 10 — 12 % entgegen. Dieser weitere, flache Abfall der

Kurve zwischen 100 uM und 275 uM deutet auf eine unspezifische Bindung hin.
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Abbildung 19 Titration von liposomenrekonstituiertem Integrin o;pB; mit cyclo(RGDfV). Die
Konzentration an Integrin o,y,p; betrug 5 uM. Dargestellt ist der STD-Amplifikations-
faktor in Abhingigkeit von der Ligandkonzentration. (A) Die relativen STD-Effekte
wurden durch Uberlagerung und Anpassung der STD- und Referenzsignale berechnet
(wie in Abbildung 18A). (B) Die relativen STD-Effekte wurden aus den Integralen der
STD- und Referenzsignale berechnet (wie in Abbildung 18B).

Der STD-Amplifikationsfaktor ist das Produkt aus dem relativen STD-Effekt und dem
Ligandiiberschuss (Gleichung 3) und stellt ein gutes Kriterium fiir die absolute Séttigungs-
effektivitit dar. Wird er gegen die Ligandkonzentration aufgetragen, &dhnelt der Graph fiir
viele Rezeptor-Ligand-Systeme einer Bindungsisotherme (Gleichung 5, Seite 44). Bei
niedrigen Ligandkonzentrationen im Bereich der Dissoziationskonstanten steigt der Ampli-
fikationsfaktor steil mit der Ligandkonzentration an, aber fiir sehr groe Uberschiisse wird der
Verlauf des Amplifikationsfaktors immer flacher. Dieser Verlauf ist fiir eine Sittigung der
Bindungsstellen typisch.

Die in Abbildung 18 dargestellte Titrationsreihe der relativen STD-Effekte von
cyclo(RGDfV) als Ligand und dem Integrin o3 wurde nochmal in Abbildung 19 mit den
STD-Amplifikationsfaktoren als Abszisse geplottet. Analog zu Abbildung 18 sind wieder
beide Methoden zur Bestimmung der relativen STD-Effekte aus den Peakintegralen in
A und B einander gegeniiberstellt. Die sehr gute Ubereinstimmung der jeweiligen Kurven
zeigt wieder, dass Signale auch bei einer geringen Spektrenqualitit prizise ausgewertet
werden konnen.

In den Graphen in Abbildung 19 ist der abgeflachte Verlauf des STD-Amplifikations-
faktors bei Konzentrationen knapp unter 100 uM fiir die Signale von D-Phe H5, He und HE
bzw. im Bereich 100 — 150 uM fiir die Signale von Val Hy und Val Hy' trotzdem nur schwach
zu erkennen. Dieser Bereich des Graphen mit den ersten drei Messpunkten ist in

Abbildung 20 noch einmal vergroBert dargestellt.
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Abbildung 20 Titration von liposomenrekonstituiertem Integrin a;,P; mit cyclo(RGDfV) wie in
Abbildung 19. Es ist nur der Ausschnitt mit Ligandkonzentrationen unter 100 pM gezeigt.
Die Konzentration an Integrin oy,3; betrug 5 uM. (A) Die relativen STD-Effekte wurden
durch Uberlagerung und Anpassung der Spektren berechnet. (B) Der relative STD-Effekt
wurde aus den Integralen berechnet.

Wenn fiir die aromatischen Protonen von D-Phe in Abbildung 20 eine Sittigungskurve
extrapoliert wird, kann ein maximaler STD-Amplifikationsfaktor von 2.5 — 3.0 abgeschétzt
werden. Dies entspricht einer Dissoziationskonstante von Kp=30-50 uM. Fiir die
Protonen Val Hy und Val Hy' ergibt die gleiche grobe Abschidtzung eine Dissoziations-
konstante von Kp =20 — 60 uM.

Im Bereich iiber 100 uM hingegen tritt offenbar ein unspezifischer Bindungsprozess auf,
der auch bei Konzentrationen nahe 300 uM keine Anzeichen der Sattigung zeigt. Aus den
Daten in Abbildung 19 wurde die Dissoziationskonstante flir cyclo(RGDfV) aullerdem durch

eine Scatchard-Analyse ermittelt.'®

Dieses Verfahren erlaubt eine Linearisierung der
Messpunkte, wenn eine spezifische Bindung vorliegt. Gemall Gleichung 6 (Seite 44) betrigt
die Steigung der Geraden — 1/Kp. Die Schwiche der Methode liegt in einer Uberbetonung
der Messfehler fiir groere Ligandkonzentrationen. Da aber bei diesen Konzentrationen die

Korrelation der Daten relativ gut ist, wurde dieses Problem vernachléssigt.
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Abbildung 21 (A) Titration von liposomenrekonstituiertem Integrin au,B; mit cyclo(RGDfV). Die Kon-
zentration an Integrin au,B; betrug 5 pM. Gezeigt sind die Scatchard-Graphen, in denen
jeweils der Quotient [mM™'] aus dem STD-Amplifikationsfaktor und der Ligandkonzen-
tration gegen den STD-Amplifikationsfaktor aufgetragen wurde. Dabei wurden die Daten
aus Abbildung 19B benutzt. (B) Wie A, aber es wurde ein vergroflerter Ausschnitt
gewihlt, in dem die Messpunkte fiir kleinere Ligandkonzentrationen gezeigt sind. An die
jeweils drei ersten Messpunkte jedes Graphen wurde eine Gerade angepasst und aus der
Steigung die Bindungskonstante Kj, berechnet.

In Abbildung 21A und B zeichnet sich fiir niedrige Ligandkonzentrationen links im
Diagramm eine stirker negative Steigung als flir hohe Konzentrationen ab. Das steilere
Segment des Graphen repridsentiert den spezifischen Bindungsprozess hoherer Affinitit.
Daher wurde an die jeweils ersten drei Messpunkte jedes Graphen eine Gerade angepasst und
aus der Steigung die Bindungskonstante Kp berechnet. Diese Ergebnisse und die jeweiligen
Korrelationskoeffizienten R? sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Werte fiir die Bindungs-
konstante Kpp in Tabelle 1 liegen 15 — 20-fach hoher als die Literaturdaten und als die aus
Abbildung 20 abgeschitzten Werten. Die lineare Korrelation der jeweiligen drei Messpunkte
fiir jede Regressionsgerade in Abbildung 21 ist nur relativ schwach. Dieses Problem ist auch
durch die kleinen Werte des Korrelationsparameters R* in Tabelle 1 reprisentiert. Moglicher-
weise ist eine partielle Degradation der Liposomen eine Ursache fiir den unerwarteten Verlauf
der Bindungskurven. Die Zahl der verfligbaren Bindungsstellen kann entweder durch
Aufbrechen der Vesikel ansteigen oder durch multilamellare Assoziation absinken. Der erste
Fall fithrt zu einem unerwartet geringen Abfall des STD-Effektes bei Erhohung des Ligand-

tiberschusses und stellt eine mogliche Erklarung fiir die beobachteten Bindungskurven dar.
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Tabelle 1 Bindungskonstanten Kp aus den Scatchard-Graphen in Abbildung 21.
Protonen Steigung s [mM'l] Kp [mM] R’
D-Phe Ho -4.90 0.20 0.9166
D-Phe H{ / He -0.85 1.18 0.0841
Val Hy / Hy’ -3.04 0.33 0.5812

Um zu priifen, ob der Bindungsprozess im Konzentrationsbereich iiber 300 uM geséttigt
werden kann und damit moglicherweise spezifisch ist, wurden in einer weiteren Titration
STD-Spektren mit den Integrinliposomen aufgenommen. Die Konzentrationen des Liganden
cyclo(RGDfV) lagen zwischen 0.33 mM und 1.70 mM.

A B
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Abbildung 22 Titration von liposomenrekonstituiertem  Integrin o3 mit  cyclo(RGDfV)
(Konzentrationen zwischen 0.33 mM und 1.70 mM). Die Konzentration an Integrin o3
betrug 5 puM, der Ligandiiberschuss wurde zwischen 66:1 und 340:1 variiert.
On-Resonance-Einstrahlung bei -2 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 160 ppm.
(A) Der prozentuale STD-Effekt wurde berechnet aus den Integralen (wie in Ab-
bildung 18). (B) Der STD-Amplifikationsfaktor ist das Produkt aus dem relativen
STD-Effekt und dem Ligandiiberschuss.

In diesem Konzentrationsbereich zeigt der Verlauf des relativen STD-Effekts fiir die
Signale von D-Phe H5, He und HC bzw. von Val-Hy/Hy' (Abbildung 22A) keinen expo-
nentiellen Abfall auf kleine Werte. Die Kurve verlduft bis 1 mM cyclo(RGDfV) fast waage-
recht mit einem STD-Effekt von etwa 16 % bzw. 9 % und zeigt zwischen 1.0 mM und
1.7 mM einen schwachen Anstieg. Das waagerechte Segment der Kurve kann eine spezifische
Bindungsstelle reprasentieren. Erst bei Konzentrationen weit iiber 2 mM wiére ein Grofteil
der Bindungstellen mit dem Liganden besetzt, und der STD-Effekt wiirde absinken. Der
leichte Anstieg der Kurve bei Konzentrationen iiber 1 mM deutet darauf hin, dass die

Bindungsstellen hinsichtlich ihrer Anzahl nicht beschrinkt sind und daher nicht vollstindig
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besetzt werden konnen. Bei derartigen Bindungsereignissen kann es sich um die unspezifische
Assoziation der Ligandmolekiile an hydrophoben Oberflichen des Rezeptormolekiils oder
aber eine Selbstassoziation des Liganden unter Bildung von Mizellen oder dhnlichen Aggre-
gaten handeln. Der in Abbildung 22B gezeigte Verlauf des STD-Amplifikationsfaktors weist
nicht die Form einer Sittigungskurve nach Gleichung 5 (Seite 44) auf und deutet daher auf
eine unspezifische Bindung hin.

Generell werden viele biophysikalische Methoden zur Detektion gebundener Liganden
durch unspezifische Bindung gestort. Aggregations- und Assoziationsphdnomene treten im
Gegensatz zu einer spezifischen Bindung oberhalb einer bestimmten Schwellenkonzentration
auf. Die Zahl der unspezifisch gebundenen Ligandmolekiile nimmt mit wachsender Konzen-
tration kontinuierlich zu. Dieses Verhalten ist fiir den STD-Amplifikationsfaktor in
Abbildung 22B zu beobachten. Eine Riickextrapolation der Kurve zwischen 1.0 mM und
1.7 mM auf die Konzentrationsachse zeigt einen Achsenabschnitt bzw. eine Schwellenkon-

zentration flir die Assoziation von 200 uM bis 300 uM an.

3.2.3. Inhibitionsexperimente mit cyclo(RGDfV), RGD und RGDS

An dem, in Liposomen eingebetteten, Integrin oypfBs wurden mit den drei Peptiden
cyclo(RGDfV), RGD und RGDS Kompetitionsexperimente durchgefiihrt, um
Bindungsaffinititen vergleichen, bzw. Literaturangaben {ber relative Bindungsstirken
bestitigen zu konnen. Die Rangfolge der Bindungsaffinititen zum Integrin o3 wird mit
cyclo(RGDfV)>RGDS>RGD angegeben. Aus dieser Reihe wurden zundchst RGD und
cyclo(RGDfV) durch gleichzeitige, dquimolare Zugabe der beiden Liganden in ein direktes
Kompetitionsexperiment mit den Integrinliposomen eingesetzt.

Dazu wurden NMR-Spektren eines Gemisches des linearen Peptide RGD in einer
Konzentration von 274 uM mit cyclo(RGDfV) in einer Konzentration von 264 uM
aufgenommen. In dieser NMR-Probe mit Integrin oypPs-Liposomen betrug die
Konzentratiuon der Rezeptorbindungsstellen etwa 2 uM. Beziiglich der verfiigbaren

Bindungsstellen liegen beide Peptidliganden in etwa 130-fachem Uberschuss vor.
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Abbildung 23 (A) lH-NMR-Referenzspektrum von RGD (274 pM) und cyclo(RGDfV) (264 uM) mit
Integrin oyy,B;s-Liposomen zeigt Signale beider Liganden, Tris-Puffer (§) und
Verunreinigungen (*). Der Ausschnitt zeigt die Signale der diastereotopen Asp Hp-
Protonen. (B) Das STD-NMR Spektrum von RGD (274 pM) und cyclo(RGDfV) (264 pM)
mit Integrin aypPB;-Liposomen zeigt nur STD-Effekte des stirker bindenden Cyclopeptids.

Obwohl die beiden RGD-Peptide in etwa dquimolaren Konzentrationen vorliegen, zeigen
die STD-Spektren nur STD-Effekte fiir das stirker bindenden Cyclopeptid. Wenn man fiir
cyclo(RGDfV) eine Dissoziationskonstante von Kp =30 uM annimmt, sind bei diesem
Uberschuss 89.9 % der Rezeptorbindungstellen belegt. Da RGD ein mindestens 34-fach
schwicherer Ligand als cyclo(RGDfV) ist, kann es das Cyclopeptid nicht nennenswert aus
den Bindungsstellen verdringen (sieche Abbildung 16). Fiir RGD stehen daher nur ca. 10 %
der Bindungsstellen, also 100 pmol, zur Verfligung. Bei einer Bindungskonstanten Kp von
mindestens ] mM kann RGD bei den gegebenen Konzentrationen hdchstens an 20 % der
nicht durch cyclo(RGDfV) besetzten Bindungsstellen binden. Dieser Anteil von 2 %
entspricht einer Zahl an gebundenen Ligandmolekiilen von 20 pmol oder 40 nM und ist fiir
eine Detektion im STD-NMR-Spektrum viel zu gering.

Das lineare Peptid RGDS hat laut der Literaturangaben eine geringere Affinitdt zum
Integrin aypPs als cyclo(RGDfV) und nimmt einen mittleren Platz in der Rangfolge mit RGD
ein. In einem Inhibitionsexperiment konnte seine Dissoziationskonstante indirekt durch Quan-

tifizierung des verdridngten Anteils an cyclo(RGDfV) Ligandmolekiilen bestimmt werden.
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Abbildung 24 (A) Ausschnitt aus dem 1H-NMR-Referenzspektrum von RGD (274 uM), cyclo(RGD{fV)
(264 pM) und RGDS (264 pM) mit Integrin oyp,PB;-Liposomen. Es ist die Region der
beiden Asp HB-Resonanzen fiir die drei Liganden gezeigt. (B) Das STD-NMR Spektrum
von RGD (274 uM), cyclo(RGDfV) (264 pM) und RGDS (264 pM) mit Integrin ous-
Liposomen zeigt nur STD-Effekte der stirker bindenden Peptide cyclo(RGDfV) und
RGDS. Um die Inhibitionswerte zu erhalten wurde der prozentuale STD-Effekt der
jeweiligen Asp HB-Signale von cyclo(RGDfV) durch den korrespondierenden Wert aus
dem STD-Experiment vor der Zugabe des Inhibitors RGDS dividiert. (C) Das STD-NMR
Spektrum von RGD (274 pM) und cyclo(RGDfV) (264 uM) vor der Zugabe von des
Inhibitors RGDS (264 pM) zeigt nur STD-Effekte von cyclo(RGDfV).

Zu den Integrin aupfs-Liposomen mit RGD (274 uM) und cyclo(RGDfV) (264 uM)
wurdenRGDS bis zu einer Konzentration von 264 uM hinzugegeben, um die inhibitorische
Wirkung auf cyclo(RGDfV) zu untersuchen. Verglichen mit den relativen STD-Intensitéten
vor der RGDS-Zugabe hatten die STD-Signale der beiden diastereotopen Asp Hp-Protonen
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von cyclo(RGDfV) von 15.0 % auf 12.6 % und von 15.7 % auf 12.8 % abgenommen (siehe
Abbildung 24). Die entsprechenden Inhibitionswerte als Quotient ausgedriickt sind deshalb
0.16 und 0.18. Sie entsprechen der Abnahme an gebundenen Ligand, hervorgerufen durch
Verdrangung durch den Inhibitor RGDS.

[L]ooune nach Zugabe des Inhibitors

Inhibitionswert i = -
[L]oouwns Vor Zugabe des Inhibitors 9)

Durch die geringere Zahl verfiigbarer Bindungsstellen fiir cyclo(RGDfV) erhilt dieser
Ligand eine geringere Sittigung. Fiir die STD-Signale der Protonen D-Phe H6 und
Val Hy/Hy' von cyclo(RGDfV) wurde eine prozentuale Abnahme der relativen STD-Effekte
von 11 % und 19 % gemessen (Spektrum nicht abgebildet). Das entspricht jeweils Inhibitions-
werten von 0.11 und 0.19. Der gemittelte Inhibitionsfaktor aus allen vier Werten betrigt also
0.16 bzw. 16 %. Die Gleichung 10 beschreibt die Gleichgewichtsbindungskonstanten fiir zwei
Liganden, die um einen Rezeptor konkurrieren.'

[1]- (Ko-i-Ko)
! :
i+ ([L]+Ko) (10)
Es sind:
K = Inhibitionskonstante des zugesetzten Inhibitors RGDS.
Kb = Dissoziationskonstante des ersten Liganden cyclo(RGDfV).

[1]=264 uM = Konzentration des Inhibitors RGDS.
[L] = 264 uM = Konzentration des Liganden cyclo(RGDfV).

i = Inhibitionswert als Quotient wie Gleichung (9).

Eine Inhibitionskonstante K; entspricht einer durch Kompetition bestimmten Disso-
ziationskonstante und kann direkt mit anderen Kp-Werten verglichen werden. Wenn eine
Bindungsaffinitit von Kp=5.05 uM fiir cyclo(RGDfV)”” und eine mittlere Abnahme des
STD-Effekts von 16 % verwendet wird, erhdlt man eine Inhibitionskonstante von K; =26 uM
fir RGDS. Wenn dagegen fiir das Cyclopeptid Kp =42 uM'® eingesetzt wird, folgt eine
Inhibitionskonstante von K;= 190 uM fiir RGDS. Trotz dieser groflen Spanne ist in diesem

Inhibitionsexperiment die in Abbildung 16 gezeigte Abstufung der Bindungsaffinitdten von
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cyclo(RGDfV) und RGDS richtig wiedergegeben. Die dort angefiihrten ICsp-Werte deuten
auf eine 1.9 bis 4.6-fach hohere Affinitit von cyclo(RGDfV) hin.

3.2.4. Bindungsepitop des Peptids cyclo(RGDfV)

Protonen in direkter rdumlicher Ndhe zum Rezeptor erfahren eine wesentlich effizientere
Sattigung als Protonen, deren Resonanzen nur indirekt iiber intramolekulare Spindiffusion im
Liganden gesittigt werden, und zeigen daher die stiirksten STD-Effekte. Bei der Ubertragung
durch Spindiffusion stammt die Séttigung von anderen Ligandprotonen, die in Kontakt mit
dem Rezeptor stehen. Durch Vergleich der STD-Intensitdten verschiedener Ligandprotonen
konnen Bindungsepitope im Ligandmolekiil zugeordnet werden.

-
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Abbildung 25 Vergleich der relativen STD-Effekte einzelner Protonen im Liganden cyclo(RGDfV) bei
einer Konzentration von 150 pM bzw. einem Ligandiiberschuss von 30:1 bezogen auf die
Zahl der Bindungsstellen. Die Konzentration der Integrin oypf;-Bindungsstellen betrug
5 uM. Die verschiedenen STD-Intensititen wurden Kklassifiziert in schwach, mittel und
stark. Starke STD-Effekte charakterisieren Bindungsepitope im Liganden, die in der
Bindungstasche durch ihre Nihe zum Rezeptor besonders effektiv gesiittigt werden.

Die Titrationsexperimente aus Abbildung 18 wurden fiir die vier cyclo(RGDfV)-
Konzentrationen 82 uM, 150 uM, 219 uM und 275 uM jeweils hinsichtlich der Verteilung
der STD-Effekte auf die verschiedenen Resonanzen des Molekiils untersucht, um

Bindungsepitope des Liganden zuordnen zu konnen. Die Konzentration der Integrin oup33-
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Bindungsstellen betrug jeweils etwa 5 uM. In Abbildung 25 ist dieses epitope mapping fiir
eine cyclo(RGDfV)-Konzentration von 150 uM graphisch dargestellt. Die individuellen
Protonen von cyclo(RGDfV) zeigen im STD-Spektrum verschiedene relative STD-Intensi-
titen, die in schwache, mittlere und starke Effekte eingeteilt wurden. Fiir die Paare diastereo-
toper Protonen von Gly Ha/Ha' und Asp HB/HP' zeigt jeweils ein Signal einen signifikant
hoheren Effekt, was eine stereochemisch definierte, spezifische Bindung des Liganden an den
Rezeptor beweist. Dies gilt auch fiir die Signalpaare D-Phe HB/Hf' sowie fiir Val Hy/Hy'.
Die Differenz der STD-Effekte der diastereotopen Protonen ist hier zwar geringer, aber sie
tragt fiir alle vier cyclo(RGDfV)-Konzentrationen das gleiche Vorzeichen. Dies ist signifikant
fiir eine stereospezifische Wechselwirkung. Die aromatischen Protonen von D-Phe zeigen die
starksten STD-Effekte, schwichere Effekte finden sich bei den Protonen Arg Ha, Arg Hf3,
Arg Hy, Asp HB/Hp', den B-Protonen von D-Phe und den y-Protonen von Val. Fiir alle diese
Protonen ist dennoch ein starker Kontakt zum Integrinrezeptor charakteristisch. Das
Bindungsepitop ist dadurch auf eine Region des D-Phe, die Arg Ha, HB und Hy Protonen, die

Val Methylgruppen, ein a-Proton von Gly und ein -Proton von Asp eingegrenzt.

Abbildung 26 Stereodarstellung (crossed eye) des cyclo(RGDfV)-Molekiils. Die 3D-Struktur wurde von
Aumailley et al. durch NMR-Spektroskopie und MD-Simulation bestimmt und fiir diese
Abbildung mit dem per STD-NMR-Spektroskopie charakterisiertem Bindungsepitop
kombiniert. Kohlenstoffatome sind in weif, Wasserstoffatome in hellgrau, Stickstoffatome
in griin und Sauerstoffatome in blau gezeigt. Die aromatischen Protonen von D-Phe sind
rot gefirbt und besitzen den intensivsten Kontakt zum Integrin. Sie bilden gemeinsam mit
den orange markierten Protonen mittlerer STD-Intensitit das Bindungsepitop von
cyclo(RGDfV). Die einzelnen Gly Ho- und Asp HB-Protonen sind stereochemisch nicht
zugeordnet worden, daher konnte die Farbmarkierung auch mit der jeweiligen anderen
diastereotopen Position vertauscht werden.

Basierend auf 2D-NMR Experimenten und MD-Simulation wurde von Aumailley ef al.
die dreidimensionale Struktur von cyclo(RGDfV) in DMSO bestimmt."”® In dieser
Konformation weisen die Seitenketten von Arg, Asp und Val ungeféhr rechtwinklig von der

Ringebene des Cyclopeptides in eine Richtung. Die Guanidinogruppe von Arg und die
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B-Carboxygruppe von Asp, besonders aber die Phenylgruppe von D-Phe sind &dquatorial
orientiert. In Abbildung 26 wurde diese 3D-Struktur des cyclo(RGDfV) mit dem durch
STD-NMR-Spektroskopie charakterisierten Bindungsepitop kombiniert. Den intensivsten
Kontakt zum Integrin besitzen die rot gefarbten, aromatischen D-Phe-Protonen. Sie zeigen den
starksten STD-Effekt und charakterisieren gemeinsam mit den orange markierten Protonen
mittlerer STD-Intensitédt das cyclo(RGDfV)-Bindungsepitop. Diese Daten belegen, dass die in
Abbildung 26 gezeigte Oberseite des cyclo(RGDfV)-Molekiils auf der Rezeptoroberflache
aufliegt und dabei intensive hydrophobe Kontakte zu den rot und orange hervorgehobenen
Regionen hergestellt werden. Die in Abbildung 25 aufgefiihrten, mittelstarken STD-Effekte
der Protonen Gly Ha, Gly Ha', Asp H, und Asp HB' konnten den jeweiligen diastereotopen
Protonen nicht absolut zugeordnet werden. Die in Abbildung 25 orange gefirbten Protonen
Pro-R Gly Ho. und Pro-S Asp HB konnen also mit den jeweils diastereotopen Protonen
ausgetauscht werden.

Die Verteilung der STD-Effekte innerhalb der Protonen der Arg-Alkylkette deutet auf
ein Zentrum der hydrophoben Wechselwirkungen nahe dem Peptidriickgrat hin. Die in der
Literatur oft postulierte ionische Bindung des Integrin o33 an die Arg-Guanidinogruppe von
RGD-Peptiden liel sich durch die STD-Experimente nicht bestdtigen. Die STD-Intensitét
nimmt vom Arg Ho zum Arg HO hin stark ab, obwohl das Arg H6 der Guanidinogruppe am
engsten benachbart ist. Dies steht mit den Untersuchungen von Hayashi et al. in Einklang, der
verschiedene Mutationen des linearen Peptides PSRGDW an der Position Arg mit dem
Stammpeptid verglichen hat’® Die Peptide, bei denen die Aminosiure Arginin durch
L-Norleucin (Nle), L-Cyclohexylglycin (Chg), L-Norvalin (Nva), L-tert-Leucin (Tle) oder
L-4-Hydroxyprolin (Hyp) substituiert worden war, zeigten sowohl stirkere Inhibition der
Bindung des Integrin oypP3 an immobilisiertes Fibrinogen als auch eine stirkere Inhibition
der Thrombozytenaggregation. Diese Ergebnisse von Hayashi ef al. sprechen fiir eine geringe
Beteiligung einer ionischen Wechselwirkung mit Arg. Der schwache STD-Effekt der
Arg HB-Protonen schliefit eine Salzbriicke zur Guanidinogruppe aber nicht vollig aus, da in
diesem Fall der Abstand zu beteiligten Proteinprotonen gréfer als bei einem hydrophoben
Kontakt ist. Beispielsweise beobachtete C. Deschermeier fiir den ionischen Kontakt einer
spezifischen 3-Kinase mit dem Substrat Inositol-1,4,5-trisphosphat eine geringe Effizienz des
Sattigungstransfers.'® Fiir Kombination von sowohl ionischen als auch unpolaren Anteilen
der Bindung an die Arg-Seitenkette spricht die Beobachtung von Miyashita et al.. Die
Autoren setzen 8-Guanidinooctansdure als Mimetikum in RGDW fiir das Peptidsegment RG
ein und erreichten so eine vielfach hohere inhibitorische Wirkung. '*'

Der intensivste STD-Effekt des cyclo(RGDfV) wird beim D-Phe beobachtet. Dies zeigt
eine starke hydrophobe Interaktion an, die auch in der Literatur oft betont wird. Unter-
suchungen der Struktur-Wirkungs-Beziehung durch Tranquiefal. und Foster et al. fiir

verschiedene lineare Peptide der Struktur RGD-X zeigten eine 2- bis 6-fach hohere
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inhibitorische Aktivitdt, wenn die dem Asp benachbarte Aminosdure X aromatisch oder
hydrophob ist.” °. Im Vergleich wurden die mit Cys, Gln und Ser substituierten Peptide
synthetisiert und jeweils die Inhibition der Thrombozytenadhédsion an Fibrinogen bestimmt.
Der Einfluss der Aminosdure X auf die Affinitit wies dabei die Rangfolge
Phe>Val>Cys>GIn>Ser auf. In einer analogen Struktur-Wirkungs-Studie von Barker et al.
wurden verschiedene Peptide der Sequenz GRGD-X beziiglich ihrer Inhibitorwirkung auf die
Thrombozytenaggregation miteinander verglichen.'®® Dabei wurde fiir Affinititen der Peptide
mit der  jeweiligen Aminosaure an der  Position X die Rangfolge
Phe>Val>Ser~Tyr~Leu>Asp bestimmt. Wurde allerdings die Inhibition der Fibrinogen-
bindung an Integrin oypP3; durch die verschiedenen Peptide verglichen, ergab sich ein etwas
anderes Bild: Val>Phe>Ser>Tyr~Asp>Leu. In einer weiteren SAR-Studie wurden
verschiedene cyclische Peptide der Struktur cyclo(S,S)-CKGD-X-PC-NH; hinsichtlich ihrer
Inhibitorwirkung auf die Thrombozytenaggregation miteinander verglichen.*® Die Rangfolge
der Inhibitorwirkung fiir die Mutationen wird mit Nal>Trp>Mty>Phe>Val>Ile>Leu
angegeben. Die aromatischen Reste 3-(2-Naphthyl)-L-alanin (Nal), Trp, O-Methyl-L-tyrosin
(Mty) und Phe steigern die Affinitdt auf das 1.6- bis 12-fache, verglichen mit den
aliphatischen Resten Val, Ile und Leu. Dies weist auf eine starke n-Wechselwirkung zwischen
dem Liganden und einer Aminosaure des Integrinrezeptors hin.

In dem Har-GDW-Motiv des cyclischen Peptides Eptifibatide (Integrilin,
Cor Therapeutics) sind zwei hydrophobe Bindungsepitope kombiniert. Bei der Entwicklung
von Eptifibatide diente die in den Disintegrinen aus Schlangengiften auftretende
KGDW-Sequenz als Grundlage.®® Dieses Motiv ist wegen der lingeren Lys-Alkylkette fiir
eine hydrophobe Interaktion besser geeignet und enthélt den carboxyterminalen, aromatischen
Rest in Form einer Indolylgruppe des Tryptophan. Das Homoarginin in Eptifibatide bietet
iiber die terminale Guanidinogruppe zusétzlich eine Moglichkeit zur elektrostatischen
Wechselwirkung, welche die Affinitdt zum Integrin verstarkt.

Grundsétzlich muss bei diesen SAR-Studien beriicksichtigt werden, dass auch die
Substitution einer einzigen Aminosdure die Konformation des Liganden oder den Bindungs-
modus, also die Orientierung in der Bindungstasche, stark verdndern kann.

163 des extrazelluliren Teils

Im April 2002 wurde von Xiong et al. eine Rontgenstruktur
des Integrin ayPs im Komplex mit cyclo(RGDf-{N-Methyl-L-Val}) und Mn*"-Ionen
veroffentlicht. Der Ligand wird auch als cyclo(RGDf-N(Me)V-), P5”° oder EMD 121974

(Merck KGaA) bezeichnet.
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Abbildung 27 Roéntgenstruktur des extrazelluliren Teils des Integrin ayf; im Komplex mit
cyclo(RGDf-N(Me)V-) (PDB ID 115g). Abb. aus der Puplikation von Xiong et al. ' Der
Ligand ist in der capped stick-Darstellung gezeigt. Die Oberfléiche der ay-Untereinheit und
der B;-Untereinheit des Integrins ist jeweils blau, bzw. rot gefirbt. Die Mn**-Ionen in den
Metallbindungsstellen MIDAS und ADMIDAS sind jeweils tiirkis und violett eingeférbt.

Dieses Bild von der Rezeptor-Ligand-Bindung fiir das Integrin ayfs; kann unter der
Annahme einer vergleichbaren Konformation der [s;-Untereinheit und einer &hnlichen
Orientierung des cyclischen RGD-Peptides mit dem iiber STD-NMR bestimmten
Bindungsepitop von cyclo(RGDfV) verglichen werden. Die intensiven STD-Effekte der
aromatischen D-Phe-Protonen deuten auf einen intensiven Kontakt zu aromatischen Protonen
des Integrins o3 hin, der sich auch in der Rontgenstruktur deutlich abzeichnet.

Die Zentren der aromatischen Ringe von Tyr122 der B-Untereinheit des Integrin o3
und des D-Phe des Liganden sind etwa 6 A voneinander entfernt und kdnnen eine schwache
n-Wechselwirkung aufbauen. Die relative Anordnung der Phenylringe ist in Abbildung 28
gezeigt.
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B=Fihig Tyr122

N-methyl-Val

Abbildung 28 Stereodarstellung (crossed eye) der Rontgenstruktur des Integrin oy; mit dem Liganden
cyclo(RGDf-N(Me)V-) in der Bindungstasche aus Abbildung 27. (PDB ID 115g) 8 Vom
Integrin ist nur Tyr122 der B;-Untereinheit gezeigt, Der Abstand betriigt etwa 6 A.

Besonders wertvoll ist das STD-epitope mapping bei Rezeptorproteinen, fiir die
ligand docking nicht moglich ist. Fiir ein direktes modelling muss neben der Struktur des
reinen Proteins auch die Orientierung und die Konformation des gebundenen Liganden
bekannt sein. Aber nur sehr selten steht bei Membranrezeptoren die 3D-Struktur des
Komplexes mit dem Liganden zur Verfligung und zur Bestimmung des Pharmakophors

miissen dann andere Verfahren wie STD-NMR-Spektroskopie angewandt werden.

3.2.5. Titration mit cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-S-Ac-yRGDC

In einer simultanen Titration mit drei Peptiden sollte die Bindungsaffinitit der Liganden
an Integrin oypPs; in Liposomenmembranen untersucht werden. Dabei wurde fiir jede
Messung ein Ligandgemisch eingesetzt. Die jeweiligen Konzentrationen der Einzelsubstanzen
waren gleich. Fiir den ndchsten Messpunkt werden der NMR-Probe jeweils gleiche Mengen
der Peptide zugesetzt. Zuséitzlich zu cyclo(RGDfV) wurden die Peptide PS-Hyp-GDW und
cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) verwendet (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Strukturformeln der Peptide PS-Hyp-GDW (ICs,=0.4uM) und cyclo-S-Ac-yRGDC
(ICso = 0.15uM).* '? Letzteres liegt in der oxidierten Form als Sulfoxid vor.
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Das lineare Hexapeptid PS-Hyp-GDW wurde zuerst von J. Katada, Y. Hayashi et al.
synthetisiert und untersucht.*’ Es unterdriickt die Aggregation humaner Thrombozyten
(ICso=0.4uM) und wirkt als Antagonist des Integrin oypfs. AuBerdem inhibiert es die
Bindung des fluoresceinmarkierten RGD-Peptides FITC-WSRGDW an aktivierte
Thrombozyten. Die Autoren postulieren, dass PS-Hyp-GDW die gleiche Bindungsstelle
besetzt, an der das Integrin o33 auch andere RGD-Peptide bindet. Wenn das Hyp-GD-Motiv
dabei den gleichen Bindungsmodus wie andere RGD-Motive einnimmt, kann der Hyp-Rest
nicht die ionische Wechselwirkung mit dem Rezeptor eingehen, die fiir Arg in der Literatur
angenommen wird. Katada und Hayashi zeigten allerdings in einer MMC-Molekiilsimulation,
dass PSRGDW auch eine Konformation einnehmen kann, in der die N-terminale Iminogruppe
des Prolin-Restes einen &dhnlichen Abstand zur Asp-Carboyxgruppe einnimmt wie die
Guanidinogruppe in Arg. Die protonierte Iminogruppe ersetzt in der Integrinbindungstasche
dann die Guanidinogruppe des RGD-Motivs. Fiir diese These der Autoren spricht auch der
Verlust der inhibitorischen Aktivitit, wenn die N-terminale Iminogruppe acetyliert vorliegt.

Das Sulfoxid des cyclisches Peptid cyclo-S-Ac-yRGDC wurde von Barker et al.
beschrieben.'® Dabei wurde das lineare Peptid yRGDC N-terminal mit Bromessigsiure
verkniipft und dann durch intramolekulare nukleophile Substitution des Bromatoms durch das
Schwefelatom der Cys-Thiolgruppe zum Thioether cyclisiert. AnschlieBend wurde mit
Wasserstoffperoxidlosung zum stabileren Sulfoxid oxidiert. Beziiglich der Inhibition der
Thrombozytenaggregation wurde fiir das Sulfoxid von cyclo-S-Ac-yRGDC eine Aktivitdt von
ICsp = 0.15uM bestimmt.
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Abbildung 30 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum von cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) (Konzentration jeweils 129 pM) mit Integrin ou;,B;-Liposomen in
LUV-NMR-Puffer bei 293 K. Es zeigt die Signale der Liganden und des Tris-Puffers (§).
Die Konzentration an Integrin oypB; betrug 2pM und der Ligandiiberschuss
betrug 62:1. (B) Das STD-NMR Spektrum bei einer On-Resonance-Einstrahlfrequenz
von 16 ppm und einer Off-Resonance-Einstrahlfrequenz von 80 ppm zeigt besonders
deutlich und ohne Uberlagerung die Signale p-Phe H3, Val Hy/Hy' (von cyclo(RGDfV)),
Trp He3, Trp HC2 (von PS-Hyp-GDW) und D-Tyr H81/2 (von cyclo-S-Ac-yRGDC,
Sulfoxid). Diese Signale wurden fiir die Titationskurve ausgewertet.

Um die Bindungskurve fiir die ausgewidhlten Liganden aufnehmen zu kdnnen, miissten
Konzentrationen deutlich unter 100 uM vermessen werden; fiir cyclo-S-Ac-yRGDC
(Sulfoxid) sogar Konzentrationen unter 400 nM. Die nétige Experimentdauer fiir
STD-Spektren iiberschreitet dann 24 Stunden und wére ohne Cryoprobenkopf im Rahmen der
begrenzten Lebensdauer der Liposomen nicht sinnvoll. Daher wurde bei viel hoheren
Ligandkonzentrationen gemessen, fiir die eine fast oder vollstindig geséttigte, waagerechte
Bindungskurve erwartet wurde. Die Liganden cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) wurden simultan zu den Liposomen titriert und lagen dadurch in
Konzentrationen von 129 uM, 256 uM, 505 uM und 1.01 mM vor. Dies entsprach Ligand-
tiberschiissen von 60:1 bis 480:1. Die NMR-Spektren des ersten Titrationspunktes sind in
Abbildung 30 gezeigt. Die Signale D-Phe HS, Val Hy/Hy' (von cyclo(RGDfV)), Trp He3,
Trp HC2 (von PS-Hyp-GDW) und D-Tyr H61/Hd2 (von cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid)) sind
ohne Uberlagerung im STD-Spektrum sichtbar. Diese Signale wurden fiir die Titationskurven

ausgewertet.
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Abbildung 31 Titration der Integrin oy,B;-Liposomen mit cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid). Die NMR-Experimente wurden wie in Abbildung 30 durch-
gefiihrt. Die Ligandiiberschussfaktoren betrugen jeweils 60, 120, 240 und 480. Im Plot
sind von cyclo(RGDfV) die Signale D-Phe H3, Val Hy/Hy' gezeigt, von PS-Hyp-GDW die
Signale Trp He3, TrpH{2 und von cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) das Signal
D-Tyr H51/H82.

Die Signale pD-Phe H6, Val Hy/Hy' von cyclo(RGDfV) zeigen ein sehr dhnliches Profil,
nur das Niveau des STD-Effektes ist unterschiedlich. Im Bereich von 130 uM bis 250 uM
fallen die STD-Effekte leicht ab, bleiben im Bereich zwischen 250 uM bis 500 uM etwa
konstant und steigen iliber 500 uM steil an. Im Vergleich dazu zeigen die Protonen
D-Tyr H61/H82 von cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) einen sehr #hnlichen Verlauf im
STD-Plot. Der Anstieg im Bereich iiber 500 uM ist allerdings noch etwas steiler. Der Anstieg
der STD-Effekte fiir das Signal Trp He3 von PS-Hyp-GDW setzt im Bereich zwischen
250 uM bis 500 uM ein, fiir das Proton Trp HC2 sogar ab 129 uM. Der erwartete monotone
Abfall aller relativen STD-Effekte ist nur fiir Konzentrationen bis etwa 250 uM beobachtbar,
fiir das Proton Trp HC2 in dem untersuchten Konzentrationsbereich gar nicht. Bis etwa
500 uM bleiben die STD-Effekte der Liganden konstant und steigen bei hdheren
Konzentrationen dann steil an. Dies ist liberraschend, da bei einer begrenzten Anzahl der
Bindungsstellen der gebundene Anteil der Ligandmolekiile immer kleiner wird. Mit
steigender Konzentration wird der Anteil der Molekiile, die iiber den Rezeptor gesittigt
werden, kleiner und der relative STD-Effekt sinkt deshalb ab. Bei der Titration der Integrin-
liposomen nur mit cyclo(RGDfV) konnte ein konstanter STD-Effekt immerhin bis in den
Konzentrationsbereich von 1.0 — 1.5 mM hinein beobachtet werden, dariiber stiegen die
STD-Effekte leicht an (sieche Abbildung 22, Seite 63). Bei der simultanan Titration von
cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) hingegen setzte eine
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unspezifische Bindung aller drei Liganden bereits im Bereich zwischen 250 uM und 500 uM
ein. Die Tendenz zur unspezifischen Assoziation des cyclo(RGDfV) wurde durch die
Anwesenheit von PS-Hyp-GDW und cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) deutlich verstirkt. Dabei
muss allerdings beachtet werden, dass bei dieser simultanen Titration die jeweilige
Gesamtkonzentration der drei Liganden dreifach héher war und die Ligandmolekiile auch
untereinander in Form gemischter Aggregate in Wechselwirkung treten konnten. Der friihere
und steilere Anstieg des STD-Plots fiir die Resonanzen von PS-Hyp-GDW im Vergleich zu
cyclo(RGDfV) ist ein Hinweis auf die deutlich ausgepréigtere Assoziationsneigung dieses
Peptides. Der Ligand cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) nimmt hinsichtlich seiner Tendenz zur

unspezifischen Bindung eine mittlere Position ein.
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Abbildung 32 Titration der Integrin oy,B;-Liposomen mit cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid). Die relativen STD-Effekte aus Abbildung 31 wurden in
STD-Amplifikationsfaktoren umgerechnet und gegen die Konzentration aufgetragen.

Zu den STD-Werten aus Abbildung 31 wurden die STD-Amplifikationsfaktoren
berechnet und in Abbildung 32 gegen die Ligandkonzentration aufgetragen. Es wurden
allerdings keine Séttigungskurven erhalten, die sich bei hoheren Konzentrationen einem
Grenzwert anndhern, oder deren Steigung abnimmt. Die Graphen der STD-Amplifikations-
faktoren in Abbildung 32 zeigen bis 500 uM einen etwa konstanten Anstieg. Uber 500 pM

nimmt die Steigung zu.
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Abbildung 33 Vergroflerter Ausschnitt von Abbildung 32. Titration der Integrin oy,B;-Liposomen mit
cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid). Es sind die STD-Ampli-
fikationsfaktoren gegen die Konzentration aufgetragen.

Der initiale Anstieg im Bereich kleinerer Ligandkonzentrationen ist bei einem stirkeren
Liganden steiler, da die Bindungskurve friiher den maximalen STD-Amplifikationsfaktor
erreicht. Dieser Bereich der Graphen mit Konzentrationen von 0-300uM ist in
Abbildung 33 vergroBert dargestellt, ldsst aber keinen Vergleich der Peptide hinsichtlich ihrer
Inhibitorstirke zu. Die Steigungen sind nicht signifikant unterschiedlich, lediglich die Kurve
fiir das Signal von D-Phe Ho verlduft deutlich steiler aufgrund der groBeren relativen
STD-Effekte. Da laut der Literaturdaten die Dissoziationskonstanten der drei Peptide unter
50 uM liegen, fiir PS-Hyp-GDW und cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) sogar unter 1 puM,
lassen nur Titrationsmesspunkte in diesen Konzentrationsbereichen auf die Ligandaffinitét
schlieen. Eine Analyse der Steigungen und der Kriimmungen fiir die Bindungskurven lief3e
dann den Vergleich der Dissoziationskonstanten fiir die jeweiligen Peptide zu. Die spezifische
Séttigung der Bindungsstellen ist beim ersten Messpunkt in Abbildung 33 (129 uM)

anscheinend schon abgeschlossen.
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Abbildung 34 (A) Titration der Integrin oypPs-Liposomen mit cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid). Die in Abbildung 32 dargestellten STD-Amplifikationsfaktoren
wurden als Scatchard-Plot dargestellt. Der Quotient von STD-Amplifikationsfaktor und
Ligandkonzentration wurde dazu jeweils gegen den STD-Amplifikationsfaktor aufge-
tragen. (B) Vergroflerter Ausschnitt von A.

Um einen Eindruck vom Ubergang der spezifischen Sittigung in eine unspezifische
Bindung zu erhalten, wurden die Kurven in Abbildung 32 und Abbildung 33 noch einer
Scatchard-Analyse unterzogen. In Abbildung 34 sind die STD-Amplifikationsfaktoren der
drei Peptide zur Abschidtzung der Bindungskonstanten als Scatchard-Graph dargestellt. Der
Quotient von STD-Amplifikationsfaktor und Ligandkonzentration wurde dazu jeweils gegen
den STD-Amplifikationsfaktor aufgetragen. Die Scatchard-Graphen in Abbildung 34A zeigen
nicht den typischen, linear abfallenden Verlauf. AuBler fiir das Signal Trp HC2 zeigen jeweils
die ersten zwei Wertepaare eine negative Steigung, mit der die Bindungskonstante Kp

abgeschitzt werden kann.

Tabelle 2 Titration der Integrin oypP;-Liposomen mit cyclo(RGDfV), PS-Hyp-GDW und cyclo-
S-Ac-yRGDC (Sulfoxid). Mit den ersten zwei Wertepaaren wurde fiir jeden Scatchard-
Graphen aus Abbildung 34 die Steigung und die Bindungskonstante K berechnet.

Peptid Protonen Kp [mM]
cyclo(RGDfV) D-Phe HO 5.2
cyclo(RGDfV) Val Hy 0.9
cyclo(RGDfV) Val Hy' 1.1
PS-Hyp-GDW Trp He3 2.4
PS-Hyp-GDW Trp HC2 -1.8
cyclo-S-Ac-yRGDC (Sulfoxid) D-Tyr HO1/Ho2 4.8
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Der Kp-Wert fiir das Signal Trp HC2 ist negativ aufgrund des steigenden STD-Effektes
bei Erhohung der Konzentration. Die Kp-Werte fiir die anderen Signale bewegen sich etwa im
Bereich zwischen 1 mM und 5 mM. Der Vergleich der Kp-Werte fiir die einzelnen Peptide
ergibt keine signifikanten Unterschiede. Die Rangfolge der Ligandstirke aus den Literatur-
daten (sieche Abbildung 16 und Abbildung 29) wird mit den berechneten Kp-Werten in
Tabelle 2 nicht wiedergegeben. Diese Ergebnisse zeigen, dass die spezifische Séattigung der
Rezeptorbindungsstellen fiir alle drei Peptide bei der niedrigsten gemessenen Konzentration
130 mM bereits erreicht ist. Das Wiederansteigen der jeweiligen Scatchard-Graphen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 250 uM und 500 uM beruht auf einer unspezifischen, nicht-

séttigbaren Bindung.

3.3. NMR-Experimente mit humanen Thrombozyten

3.3.1. Die Stabilitat linearer und cyclischer Peptide

Fir die NMR-Messungen mit intakten humanen Thrombozyten wurden
Thrombozytenkonzentrate benutzt, die fiir Transfusionszwecke nicht mehr geeignet waren.
Die Thrombozyten miissen zuerst durch mehrmaliges Sedimentieren durch Zentrifugation und
anschlieendes Resuspendieren in deuteriertem TBS-Puffer gewaschen werden. Dabei werden
Blutplasmabestandteile sowie die bei der Prozessierung zugesetzte Substanzen wie
Citratpuffer und Glucose entfernt. Die préparierten NMR-Proben enthalten 2.7 — 6.0 x 10°
Thrombozyten. Dies entspricht einer jeweiligen Menge von 0.22 — 0.50 nmol Integrin o 3s.
Dem NMR-Puffer ist zur irreversiblen Inhibition von Cystein- und Serinproteasen 1 mM
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-Hydrochlorid (AEBSF-HCIl) zugesetzt worden.
Losliche Proteasen werden sowohl beim Umpuffern als auch bei den NMR-Messungen durch
Lyse der Zellen freigesetzt. Metalloproteasen und membrangebundene Aminopeptidasen
hingegen werden durch AEBSF-HCI nicht deaktiviert und kénnen zur Proteolyse von
Ligandpeptiden oder zum Abbau der Integrinmolekiile fiihren.

Bei NMR-Experimenten mit dem linearen Peptid RGD als Liganden zeigte sich durch
Integration der Signale der Asp HB-Protonen, dass bei einer Probentemperatur von 283 K die
Halbwertszeit dieses Peptides in der praparierten Thrombozytensuspension nur vier bis fiinf
Stunden betrdgt (Daten nicht gezeigt). Darauthin wurde das Peptid PS-Hyp-GDW auf seine
Stabilitdit unter diesen Bedingungen untersucht. Innerhalb von fiinf Stunden war eine
durchschnittliche Abnahme der Peptidkonzentration um 8 % durch Integration der Signale der
Protonen Trp H81 und Trp £3 festgestellt worden. Ganz grob ldsst sich hieraus eine
Halbwertszeit dieses Peptides mit humanen Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer von

30 — 40 Stunden abschétzen. Generell sind lineare Peptide ohne unnatiirliche Aminoséduren in
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der Thrombozytensuspension nicht stabil, und die Messzeiten sollten im Vergleich zur
Halbwertszeit sehr kurz sein. Im Vergleich zu den linearen Peptiden wurde bei den cyclischen
Peptiden cyclo(RGDfV) und cyclo(GRGDSPA) kein messbarer Zerfall beobachtet.

3.3.2. Sattigungsaufbau fiir thrombozytenspezifsche NMR-Signale

Anhand einer NMR-Probe mit 2.7 x 10° Thrombozyten, AEBSF-HCI (1 mM) und
cyclo(GRGDSPA) in einer Konzentration von 224 uM wurde zunéchst der Sattigungsaufbau
fiir verschiedene breite Resonanzen der Zellbestandteile untersucht. Ziel war es dabei, durch
Aufnahme mehrerer STD-Spektren mit jeweils unterschiedlicher Sattigungszeit ty,: die
zeitliche Verdnderung der STD-Intensitit im Verlauf der Sattigungszeit zu beschreiben.

Dadurch kénnten Informationen iiber die Proteine in der Zelle gewonnen werden.

cyclo(GRGDSPA)

Ala HB
Asp HpB, HpB'

AEBSF

I

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Abbildung 35 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) von cyclo(GRGDSPA) (224 uM) mit 2.7 x 10°
Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer mit AEBSF-HCl (1 mM) bei 283 K. Die
Konzentration an Integrin oypP;-Bindungsstellen betrigt ca.340 nM. Neben den
Resonanzen von hoch- und niedermolekularen Zellbestandteilen sind auch -einige
Ligandsignale und die Signale von AEBSF sowie seiner Reaktionsprodukte zu erkennen.
(B) Das STD-Spektrum der NMR-Probe zeigt die Signale des Liganden und der
Zellbestandteile. On-Resonance-Einstrahlung bei 0 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei
114 ppm, Sittigungszeit 4.08 s.

Bei einer Gesamtmasse eines Thrombozyten von 6 pg und einem Wassergehalt von 60 %
betridgt der Massenanteil des gesamten Integrin aup33 nur etwa 1 %. Das NMR-Spektrum der

Zelle wird also durch eine Vielzahl verschiedener Biomolekiile wie Proteine, Nucleinsduren,
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Glycane und Lipide dominiert. AuBerdem sind im Plasma kleine Molekiile wie
Oligosaccharide, Nucleotide, Aminosduren sowie anderer Stoffwechselprodukte enthalten.
Durch NMR-spektroskopische Untersuchung der Diffusion und der Relaxation in
verschiedenen Zellarten wurde gezeigt, dass die Diffusions- und Korrelationszeiten fiir
Proteine und fiir kleine Molekiile nur etwa doppelt so groB wie in der freien Losung sind.'®
Trotzdem weisen auch kleine zytosolische Molekiile aufgrund von Suszeptibilititseffekten
und Feldinhomogenitéten stark verbreiterte NMR-Signale auf. Allein anhand der NMR-Sig-
nale konnen also niedermolekulare Verbindungen im Zellinneren nicht von Makromolekiilen
unterschieden werden. Das NMR-Spektrum in Abbildung 35 A zeigt auller einigen sehr
schmalen Signalen des Liganden und der anderen niedermolekularen Verbindungen im Puffer
eine breite NMR-Hiillkurve. In dieser sind einige Anteile mit geringerer Linienbreite von
circa 100 Hz enthalten. Im STD-Spektrum (Abbildung 35B) sind neben den Signalen von
cyclo(GRGDSPA) und AEBSF praktisch nur breite Signale zu erkennen. Der Sattigungs-
aufbau wurde nun fiir die spektralen Regionen 0.5 — 0.9 ppm, 1.3 — 1.6 ppm, 2.5 — 4.5 ppm
und 6.0 — 8.0 ppm getrennt untersucht. Der relative Sittigungseffekt konnte mit guter
Genauigkeit aus dem Skalierungsfaktor bei der Uberlagerung und Anpassung des Referenz-
spektrums (Abbildung 35A) an das jeweilige STD-Spektrum ermittelt werden. Fiir die beiden
letzten, breiten Bereiche war dabei lediglich die Hiillkurve ausschlaggebend; iiberstehende
schmale Signale wurden ignoriert. Die STD-Spektren wurden mit verschieden langen Sétti-
gungssequenzen aufgenommen. Eine Anzahl der GauB3-Impulse von flnf bis 160 fiihrte zu

Sattigungszeiten von 0.26 s bis 8.16 s.
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Abbildung 36 STD-Aufbaukurven verschiedener Spektralbereiche fiir die NMR-Probe aus Ab-
bildung 35 mit 2.7 x10° Thrombozyten und cyclo(GRGDSPA) (224 pM). Die
STD-Spektren wurden jeweils gemessen mit Sittigungszeiten t,,; von 0.26 s bis 8.16 s.
Jeder Messreihe wurde jeweils eine einfachexponentielle Aufbaufunktion (Gleichung 11)
angepasst. On-Resonance-Einstrahlung bei 0 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei
114 ppm. (A) 6.0 — 8.0 ppm. (B) 2.5 — 4.5 ppm. (C) 1.3 — 1.6 ppm. (D) 0.5 - 0.9 ppm.

Fiir jede Spektralregion wurden die jeweiligen relativen Séttigungseffekte zu den verschie-
denen Sittigungszeiten in einem Graphen aufgetragen. An jede Messreihe in Abbildung 36
wurde die einfachexponentielle Aufbaufunktion (exponentielle Funktion erster Ordnung) aus

Gleichung 11 angepasst.
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i . ksat * tsat

Die so erhaltenen Anpassungsparameter STDy,.x und kg, sowie die Korrelations-
parameter R und x* sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die Sittigungszeit fiir den
halbmaximalen STD-Effekt In2/ks,; oder Halbwertszeit tys entspricht der detektierbaren
Relaxationszeit To,™* fiir einen Séttigungsprozess. Sie enthdlt neben der transversalen Relaxa-
tionszeit T, die auf dipolaren Wechselwirkungen beruht, auch einen Inhomogenitétsanteil,
dessen GroBe nicht separat bestimmt werden kann.

Tabelle 3 Anpassungsparameter STD,,,,, und k;,; nach Gleichung 11, die Sittigungszeit fiir den
halbmaximalen STD-EffektIn2/k, (Relaxationszeit T,,*) sowie die Korrelationspara-
meter R” und y* zu den STD-Aufbaukurven in Abbildung 36.

Diagramm  NMR-Region STDu. K In2/ky R? x*

in Abb.35  [ppm] [%] [1/5] [s]

(A) 6.0 — 8.0 35.64 0.748 0.926 0.9966  0.7908
(B) 25-45 26.04 0.745 0.930 0.9985 0.1790
(©) 13-1.6 12.70 0.515 1.347 0.9834  0.5036
(D) 0.5-0.9 15.82 0.752 0.922 0.9976  0.1126

Fiir drei Kurven in Abbildung 36 liegt der Korrelationskoeffizient R? deutlich iiber 0.99.
Fiir den Sittigungsauftbau mit steigender Séttigungszeit ist also der einfachexponentielle
Aufbau nach Gleichung 11 ein sehr gutes Modell. Die aus dem Parameter kg, bestimmten
Séttigungszeiten fiir den halbmaximalen STD-Effekt der Kurven (Relaxationszeit T»,*) sind
mit Werten von etwa einer Sekunde allerdings fiir Makromolekiile viel zu lang. Aufgrund der
Geschwindigkeit und Effektivitdt der Spindiffusion wird in Proteinen wie dem Lektin RCA 5
oft schon nach 100 ms die halbmaximale Sittigung erreicht.'** Die STD-Aufbaukurven in
Abbildung 36 représentieren also kleine Molekiile, deren Signale aufgrund von Suszep-
tibilitatseffekten verbreitert sind, und deren Protonen in den Spektren von Abbildung 35 den
grofften Teil der Signalintensitidt beisteuern. Um zu {iberpriifen, ob fiir die Daten in
Abbildung 36 ein gemischtexponentieller Aufbau gemdll Gleichung 12 besser als Modell

geeignet ist, wurde auch diese Funktion an die Messwerte angepasst (Daten nicht gezeigt).

STD = STD1e- (1-e™ Kl o) 4 5TD2, .+ (1 -7 K2 b))
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Die erhaltenen Korrelationsparameter R” und 3 belegten aber eine eindeutig schlechtere
Ubereinstimmung mit den Daten als Gleichung 11. Obwohl die gemessenen STD-Effekte
sicherlich eine Summation iiber verschiedene Verbindungen mit unterschiedlichen
Aufbaufunktionen darstellen, dominieren Molekiile mit langsamen Sattigungsaufbau. Der

Beitrag durch Proteinprotonen zur beobachteten NMR-Hiillkurve ist also sehr klein.

3.3.3. Aufbau des NMR-Sattigungstransfers fiir cyclo(GRGDSPA)
Der Aufbau des STD-Effektes fiir Ligandsignale ist im Allgemeinen durch einen

verzogerten Sattigungstransfer und durch eine langsamere Relaxation im dissoziierten
Zustand charakterisiert.

Fiir die NMR-Probe mit 2.7 x 10° Thrombozyten und 224 uM cyclo(GRGDSPA) wurde
fiir die Signale Asp HB/HB' und AlaHP des Liganden die Zeitabhingigkeit des
Sattigungstransfers analysiert. Mit dieser NMR-Probe sind die im vorigen Kapitel
(Kapitel 3.3.2) beschriebenen Experimente zum Sittigungsaufbau filir breite Resonanzen der
Zellbestandteile ausgefiihrt worden. Das Signal von Ala HB und die zu tiefem Feld
verschoben gelegene Verunreinigung zeigen jeweils eine Schulter. Dabei handelt es sich um
breite Thrombozytensignale, die auch in den STD-Spektren Effekte aufweisen.
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Ala Hp
Asp HpB, Hf' 1

H'H *

A H - Spektrum

25 2.4 ppm 1.2 1.1 PPmM

Abbildung 37 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) von cyclo(GRGDSPA) (224 uM) mit 2.7 x 10°
Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer mit AEBSF-HCl (1 mM) bei 283 K. Die
Konzentration an Integrin o,B;-Bindungsstellen betrigt ca. 340 nM. Gezeigt sind zwei
Ausschnitte mit den Regionen der Signale Asp HB/HB' und AlaHP. Es sind
Verunreinigungen enthalten (). (B) —(G) Die STD-Spektren wurden jeweils mit
Sattigungszeiten t,, von 0.26 s bis 8.16 s aufgenommen. On-Resonance-Einstrahlung bei
0 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm.

Die 1D-'H-Spektren und die STD-Spektren der beiden Signale sind in Abbildung 37
gezeigt. Wie fiir die Abbildung 36 wurden die STD-Spektren mit Sattigungszeiten tg,: von
0.26 s bis 8.16 s ausgewertet. Die graphischen Darstellungen der jeweiligen STD-Effekte sind
als STD-Aufbaukurven in Abbildung 38 gezeigt.
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A cyclo(GRGDSPA) Asp HpB / Hp' B cyclo(GRGDSPA) Ala HB
10 10 —
|
8 8 i
6 6 //
» 11 [ 4
4 Eatl 4
Rel. L Rel. /
sTD- ,| /] STD-
Effekt Effekt
[%] o [%] 0
01 2 3 456 7 8 9 10 012 3 456 7 8 910
Sattigungszeit [s] Sattigungszeit [s]

¢+ Messwerte
— Exponentieller Fit

C cyclo(GRGDSPA) Asp HB / Hp' D cyclo(GRGDSPA) Ala HB
10 10
-
8 8
4 L 1 6 //
T .
Rel. * , Rel.
sTD- , | |/ STD-
Effekt Effekt
[%] o [%] o
01 2 3 456 7 8 910 012 3 456 7 8 910
Sattigungszeit [s] Sattigungszeit [s]

Abbildung 38 STD-Aufbaukurven der Signale Asp HB / HB' und Ala HB zu den NMR-Spektren aus Ab-
bildung 35 und Abbildung 37. Die Probe enthielt 2.7 x10° Thrombozyten mit
cyclo(GRGDSPA) (224 uM) in deuteriertem TBS-Puffer und AEBSF-HCI (1 mM). (A),
(B) In den beiden Messreihen fiir die Signale Asp Hf / HB' und Ala HB wurde jeweils die
einfachexponentielle Aufbaufunktion Gleichung 11 angepasst. (C), (D) An die gleichen
Messwerte wie in A und B wurde jeweils die doppeltexponentielle Aufbaufunktion
Gleichung 13 angepasst.

Die beiden Messreihen fiir die Signale Asp HB / HB' und Ala H zeigen im Ursprung des
Graphen einen nichtlinearen, leicht verzogerten Anstieg. Deswegen wurde an die Daten nicht
nur die einfachexponentielle Aufbaufunktion Gleichung 11 (Abbildung 38A und B) sondern
auch eine Funktion mit sigmoiden Verlauf angepasst (Abbildung 38C und D). Es wurden

dazu die gleichen Messwerte wie in A und B, aber die doppeltexponentielle Aufbaufunktion
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in Gleichung 13 verwendet.

STD = STDpax * (1 — e_k15at'tsa!) . (1 — e_k2sat' tsat) (13)

Diese Funktion dient als Modell fiir den indirekten Sattigungstransfer von Protein-
protonen iiber andere Ligandprotonen auf die beobachteten Ligandprotonen. Vergleichbar mit
der Bildung eines chemischen Folgeproduktes aus einem Zwischenprodukt ist die Quelle zur
Sattigung des beobachteten Protons nicht konstant, sondern wird im Verlauf der Sattigungs-
zeit erst aufgefiillt. In diesem zweistufigen Séttigungstransfer reprdsentieren die beiden
Parameter £/, und k2, die jeweiligen Geschwindigkeiten der Sattigungsiibertragung. Die fiir
beide Anpassungsfunktionen erhaltenen Anpassungsparameter STDyax, ksat, Klsat, k2sat, die
Sattigungszeit fiir den halbmaximalen STD-Effekt In2/ky,; sowie die Korrelationspara-

meter R? und ” sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 4 Anpassungsparameter STD,,,,, und &, nach Gleichung 11,die Séttigungszeit fiir den halb-
maximalen STD-Effekt In2/ k., (Relaxationszeit T,,*) sowie die Korrelationsparameter R’
und ¥’ zu den STD-Aufbaukurven in Abbildung 38A und B.

Diagramm  NMR-Signal  STDp., kg In2/kue R v

in Abb. 37 [%o] [1/5] [s]

(A) Asp HB / HP' 10.04 0.333 2.082 0.9802 0.3328

(B) Ala H 6.38 0.348 1.991 0.9865 0.0909
Tabelle 5 Anpassungsparameter STD,,,,, kI, und k2, nach Gleichung 13 sowie die Korrelations-

parameter R? und y* zu den STD-Aufbaukurven in Abbildung 38C und D.

Diagramm  NMR-Signal  STDy., Al k24at R v

in Abb. 37 [%] [1/s] [1/s]

(©) Asp HB/HP'  9.13 0.695 0.695 0.9983  0.0350
(D) Ala HB 6.09 0.427 1.659 0.9935  0.0552

Die Korrelationskoeffizienten R* in Tabelle 5 beziiglich der doppeltexponentiellen
Anpassungsfunktion (Gleichung 13) liegen deutlich iiber den jeweiligen Korrelations-
koeffizienten R” in Tabelle 4. Die doppeltexponentielle Funktion stellt also das geeignetere
Modell fiir den indirekten Sittigungstransfer auf die Protonen Asp HB/Hp' und Ala HB des
Liganden cyclo(GRGDSPA) dar und beschreibt den verzogerten Anstieg der STD-Aufbau-
kurve richtig.
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Die gute Korrelation der angepassten STD-Aufbaukurven mit den Daten in
Abbildung 38C und D beweist auch, dass die Intensitit von NMR-Signalen auch bei einem
sehr schlechten Signal-Rausch-Verhéltnis zuverldssig bestimmt werden kann. Obwohl bei
Sattigungszeiten unter einer Sekunde (Abbildung 37F und G) die absoluten STD-Effekte
extrem klein sind, beschreibt die jeweils angepasste Funktion auch diese Messpunkte sehr gut.
Die gute Korrelation zeigt weiterhin, dass ein intensiver Untergrund aus breiten Signalen die
Intensitatsbestimmung beim beobachteten Signal praktisch nicht stort, und dass in vielen

Fillen auf einen Spinlockimpuls (T,-Filter) verzichtet werden kann.

3.3.4. NMR-Experimente mit Thrombozyten in TBS-Puffer

Fiir Bindungsstudien mit den gewaschenen Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer
wurde eine NMR-Probe aus 6.0 x 10° Thrombozyten mit 240 uM cyclo(RGDfV) fiir
NMR-Messungen bei 283 K prépariert. In diesen Experimenten sollte eine direkte,
spezifische Bindung des Liganden an natives, zelluldr exprimiertes Integrin o3 nachge-
wiesen werden. Bei einer Konzentration der Rezeptorbindungsstellen von ca. 750 nM betrégt
der Ligandiiberschuss 320: 1. Das 'H-NMR-Referenzspektrum in Abbildung 39A zeigt neben
den Resonanzen von hoch- und niedermolekularen Zellbestandteilen auch die Signale der
Ligandprotonen D-Phe H6/He/HE, Asp HB/HB' und Val Hy/Hy'. Das STD-Spektrum
Abbildung 39B der NMR-Probe zeigt die Signale des Liganden und einige sehr breite
Resonanzen von Zellbestandteilen. Die schmalen Signale aller anderen kleinen Molekiile und
ein grofler Teil der leicht verbreiterten Signale des Zytoplasmas sind durch Subtraktion
verschwunden. Da der Anteil des Integrins oypf33 an den exprimierten Integrinmolekiilen auf
der Thrombozytenoberfliche mehr als 95 % betridgt, sind die STD-Signale auf die

spezifischen Bindung des Liganden an das Integrin o33 zuriickzufiihren.
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cyclo(RGDfV)
cyclo(RGDfV) Asp Hp, Hp"  Val Hy, Hy'
D-Phe Ho, He, HC

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Abbildung 39 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) von 6.0 x 10° Thrombozyten  mit
cyclo(RGDfV) (240 pM) in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K. Die Konzentration an
Integrin oy,B;-Bindungsstellen betriigt ca. 750 nM. Neben den Resonanzen von hoch- und
niedermolekularen Zellbestandteilen sind auch die Signale der Ligandprotonen
D-Phe H6/He/HC, Asp HB/Hp' und Val Hy/Hy' zu erkennen. (B) Das STD-Spektrum der
NMR-Probe zeigt die Signale des Liganden und einiger Zellbestandteile. On-Resonance-
Einstrahlung bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm, Séttigungszeit
1.02's. (C) Wie B aber mit einem 30 ms Spinlockimpuls (T,,-Filter). (D) "H-Vergleichs-
spektrum von 60 pM cyclo(RGDfV) ohne Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer bei
283 K.

Die On- bzw. Off-Resonance-Einstrahlung erfolgte wéhrend einer Sittigungszeit
von 1.02 s jeweils bei — 1.1 ppm und 114 ppm. Das STD-Experiment wurde ohne Spinlock-
impuls aufgenommen und die Gesamtdauer betrug 14 Minuten. Derartig schnelle Messungen
sind besonders dann wichtig, wenn das Verfahren auf eine Reihe von Liganden oder
Substanzmischungen angewendet werden soll (focused screening).

In Abbildung 40 und 41 sind von den beiden Spektren die gedehnten Regionen der
Ligandprotonen D-Phe H6/He/HC und Val Hy/Hy' bzw. Asp HB/HP' gezeigt. Trotz der
geringen Uberlagerung der Asp HB-Protonen heben sich diese Signale mit einem relativen

STD-Effekte von etwa 2 % nur knapp vom Rauschen ab.
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cyclo(RGDfV)

cyclo(RGDfV) Val Hy, Hy'
D-Phe H3, He, HC

74 7.2 7.0 6.8 0.8 0.6 0.4 ppm

Abbildung 40 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) wie in Abbildung 39A von 6.0 x 10° Thrombo-
zyten mit cyclo(RGDfV) (240 uM) in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K. Gezeigt sind die
beiden Regionen der Ligandprotonen D-Phe H3/He/HE und Val Hy/Hy'. Es sind auch
Resonanzen von AEBSF-HCI ($) und von Zellbestandteilen (0.5 — 0.8 ppm) zu erkennen.
(B) Das STD-Spektrum zeigt die Signale des Liganden und einiger Zellbestandteile.
On-Resonance-Einstrahlung bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm,
Sittigungszeit 1.02s. (C) Wie B aber mit einem 30 ms Spinlockimpuls (T,,-Filter).
(D) '"H-Vergleichsspektrum von 60 uM cyclo(RGDfV) in deuteriertem TBS-Puffer ohne
Thrombozyten bei 283 K.

Das STD-Spektrum wurde zusétzlich mit einem 30 ms Spinlockimpuls (T,-Filter)
aufgenommen und ist in den jeweiligen Ausschnitten in Abbildung 39C bis 41C gezeigt. Die
sehr breite Proteinhiillkurve ist dadurch unterdriickt worden, wéhrend aber die Signale leicht
beweglicher Molekiile oder Molekiilteile noch deutlich vorhanden sind. Allerdings war die
Empfindlichkeit bei dieser Messung unerwartet klein, die Experimentdauer betrug 1 Stunde
und 45 Minuten. Ebenfalls ungeklart ist die Ursache der dispersiven Signale zwischen 3 und
4 ppm. Fiir Vergleichszwecke ist in Abbildung 39D bis 41D ein 'H-Vergleichsspektrum von
cyclo(RGDfV) (60 uM) in deuteriertem TBS-Puffer ohne Thrombozyten abgebildet.
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cyclo(RGDfV)
Asp H, Hp'

2.6 2.5 2.4 2.3 2.3 ppm

Abbildung 41 (A) "H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) wie in Abbildung 39A von 6.0 x 10° Thrombo-
zyten mit cyclo(RGDfV) (240 uM) in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K. Es ist die Region
der Ligandprotonen Asp HB/HP' gezeigt. (B) Das STD-Spektrum zeigt schwache Signale
des Liganden. On-Resonance-Einstrahlung bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei
114 ppm, Sittigungszeit 1.02s. (C) Wie B aber mit einem 30 ms Spinlockimpuls
(Typ-Filter). (D) "H-Vergleichsspektrum von 60 pM  cyclo(RGDfV) in deuteriertem
TBS-Puffer ohne Thrombozyten bei 283 K.

Um zu belegen, dass in Abbildung 39 bis 41 eine spezifischen Bindung von cyclo-
(RGDfV) an das Integrin ou,33 vorliegt, wurden auch die nichtbindenden, linearen Peptide
AGSE und PDTRP auf ihre STD-Intensitdt hin untersucht. In Abbildung 42A ist ein
'H-NMR-Referenzspektrum von 6.0 x 10° Thrombozyten mit AGSE und PDTRP
(Konzentration jeweils 1.07 mM) in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K gezeigt. Neben den
Resonanzen der linearen Peptide sind auch die Signale von hoch- und niedermolekularen
Zellbestandteilen im Spektrum enthalten. Das STD-Spektrum der NMR-Probe in
Abbildung 42B zeigt nur die Signale einiger Zellbestandteile. Die Resonanzen der linearen
Peptide sind vollstindig abgezogen. Dies ist im Ausschnitt von 0.9 bis 2.7 ppm besonders
deutlich. Wieder betrug die Sittigungszeit 1.02s und die On- und Off-Resonance-
Einstrahlung erfolgte jeweils bei — 1.1 ppm bzw. bei 114 ppm. Die beiden Peptide AGSE und
PDTRP zeigen keinerlei Bindungsaktivitit, weder an das Integrin oup33 noch an andere

Membranproteine auf der Thrombozytenoberfldche.
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7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Abbildung 42 (A) "H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) von AGSE und PDTRP (jeweils 1.07 mM) mit
6.0 x 10° Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K. Die Konzentration an
Integrin oy,B;-Bindungsstellen betrigt ca. 755 nM. Neben den Resonanzen der linearen
Peptide sind auch die Signale von hoch- und niedermolekularen Zellbestandteilen im
Spektrum enthalten. Der Ausschnitt von 0.9 bis 2.7 ppm zeigt die Region der [-,y-
und 3-Protonen der Peptide. (B) Das STD-Spektrum der NMR-Probe zeigt nur die Signale
einiger Zellbestandteile. Die Resonanzen der linearen Peptide sind vollstiindig abgezogen.
Dies ist im Ausschnitt von 0.9 bis 2.7 ppm besonders deutlich. On-Resonance-Einstrahlung
bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm, Sittigungszeit 1.02 s.

3.3.5. NMR-Experimente mit Thrombozyten in CPD-Plasma

AuBler mit den gewaschenen humanen Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer
wurden auch NMR-Experimente mit Thrombozytenkonzentrat im originalen CPD-Plasma
durchgefiihrt. Die Thrombozyten werden zuerst durch Zentrifugation sedimentiert. Das
Thrombozytenpellet mit einem geschétzten Volumenanteil der Zellen von 70 % wird mit dem
1.6-fachen Volumen nichtdeuteriertem TBS-Puffer resuspendiert und die Komponenten des
Plasmas dadurch im 2.59-fachen Volumen verdiinnt. Der Resuspensionspuffer (pH = 7.4)
enthielt aufler CaCl, (1.7 mM) noch AEBSF-HCI und PS-Hyp-GDW in Reinstwasser mit
5% D,0. Die Endkonzentrationen dieser Komponenten in der Losung nach dem Mischen
betrugen 1.3 M D;0, 628 uM AEBSF-HCI und 430 uM PS-Hyp-GDW. Um das Aggre-
gationsvermogen der Thrombozyten zu kontrollieren, wurde das zweite aus dem Thrombo-
zytenkonzentrat erhaltene Pellet mit 500 uL. des gleichen Resuspensionspuffer versetzt, der
allerdings kein PS-Hyp-GDW enthielt. Hier wurde eine sofortige Aggregation und Aus-
flockung der Thrombozyten beobachtet. Dieser Vergleichstest beziiglich der Inhibition der
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Thrombozytenaggregation wurde spéter mit dem cyclischen Peptid cyclo(GRGDSPA) anhand
zwei weiterer Thrombozytenpellets durchgefiihrt. Er lieferte das gleiche Ergebnis: Das
RGD-Peptid im Probengemisch verhinderte die spontane Thrombozytenaggregation beim
Resuspendieren. Die Konzentration an D,O entspricht etwa 2.2 % und ergibt ein geniigend
intensives Signal fiir den Deuteriumlock des Spektrometers. Die verdiinnte Zellsuspension
enthielt ungefihr 9.8 x 10° Thrombozyten/mL. In der NMR-Probe mit 600 pL dieser
Suspension betrigt die gesamte Zellzahl ungefihr 5.9x 10°. Diese Zahl entspricht bei einem
durchschnittlichen Gehalt von 3 x 10" Thrombozyten/L im menschlichem Blut einer
Blutmenge von 20 mL. Bei einer durchschnittlichen Zahl von 5 x 10* frei zugénglichen
Integrin oypP3 Molekiilen je Thrombozyt entspricht wiederum die NMR-Probe einer Menge
von 0.5 nmol Integrin ovyp33.

Zunichst wurde das Peptid PS-Hyp-GDW auf seine Stabilitdt in der Thrombozyten-
suspension mit TBS-Puffer bei 283 K untersucht.
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Abbildung 43 Abbau des Peptids PS-Hyp-GDW in einer Thrombozytensuspension mit TBS-Puffer bei
283 K. Aufgetragen ist die Intensitit der gemeinsam integrierten 'H-NMR-Signale von
Trp H81 und Trp £3 gegen die Zeit.

Uber etwa 30 Stunden hinweg wurden 1D-'H-Spektren der NMR-Probe bei 283 K aufge-
nommen und die Signale der Protonen Trp H31 und Trp {3 integriert. Der zeitliche Verlauf
der Intensitéten ist in Abbildung 43 dargestellt. Es ldsst sich hieraus eine Halbwertszeit dieses
Peptides mit humanen Thrombozyten in deuteriertem TBS-Puffer von ca. 50 Stunden ab-
schitzen. Die Anpassung einer exponentiellen Abklingfunktion an die Messwerte erschien
nicht sinnvoll, da der Abbau nur bei konstanter Enzymkonzentration die Form einer
exponentiellen Abnahme besitzt und hier durch Zelllysis mit einer Erhohung des Enzym-
gehalts zu rechnen ist. Generell sind lineare Peptide ohne unnatiirliche Aminoséuren in der
Thrombozytensuspension nicht stabil, und die Messzeiten sollten im Vergleich zur Halb-

wertszeit sehr kurz sein. Im Vergleich zu den linearen Peptiden wurde bei den cyclischen
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Peptiden cyclo(RGDfV) und cyclo(GRGDSPA) kein messbarer Zerfall beobachtet. Die
NMR-Probe mit PS-Hyp-GDW in der Thrombozytensuspension lieferte nur sehr schwache
STD-Effekte, die wegen starker Uberlagerung mit den Signalen kleiner Molekiile kaum
auswertbar waren. Daher wurden der Mischung zusitzlich cyclo(RGDfV) in einer

Konzentration von 1.08 mM hinzugegeben.

*
cyclo-
cyclo(RGDfV) (RGDfV)
D-Phe H§, He, HC Val Hy, Hy'

##

A LL‘LLJ\LA_JLM_

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Abbildung 44 (A) 1H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) von 5.9 x 10° Thrombozyten mit cyclo-
(RGDfV) (1.08 mM) und PS-Hyp-GDW (416 pM) in deuteriertem TBS-Puffer bei 283 K.
Die Konzentration an Integrinbindungsstellen betriigt ca. 742 nM. Neben den Signalen
von Blutplasma- und Zellbestandteilen sind die Signale des Citratpuffers (#), der
Ligandprotonen D-Phe H5/He/HE und Val Hy/Hy' sowie von Verunreinigungen (%) im
Spektrum enthalten. Die Protonen von PS-Hyp-GDW sind nicht zu erkennen. (B) Das
STD-Spektrum zeigt die Signale des Liganden cyclo(RGDfV) und einiger Zellbestandteile.
On-Resonance-Einstrahlung bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm,
Sattigungszeit 1.53 s.
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Das '"H-NMR-Referenzspektrum dieser Probe ist in Abbildung 44A und Abbildung 45A
gezeigt. Neben den Signalen von Blutplasma- und Zellbestandteilen sind die Signale der
Ligandprotonen D-Phe H6/He/HC und Val Hy/Hy' im Spektrum enthalten. Die aromatischen
Protonen von PS-Hyp-GDW sind praktisch nicht zu erkennen. Die Signale des Citratpuffers
sind jeweils mit einer Raute (#) markiert. In der Region von 0.6 ppm bis 1.2 ppm erscheinen
mehrere Dubletts von Verunreinigungen im Puffergemisch, die mit Sternen (%) gekenn-
zeichnet sind. Die STD-Spektren in Abbildung 44B und Abbildung 45B zeigen die Signale
des Liganden cyclo(RGDfV) und einiger Zellbestandteile. Das grof3e Dublett bei 1.1 ppm und
die Citratsignale (#) sind nicht vollig im STD-Spektrum abgezogen worden. Die negativen
Durchschwinger an den Signalen zwischen 3 ppm und 4 ppm deuten auf unvollstindige
Subtraktion aufgrund unterschiedliche Relaxationsgeschwindigkeiten hin. Als Ursache
kommen auch rdumliche oder zeitliche Inhomogenititen der Probe in betracht. In der
gedehnten Region von 0.2 ppm bis 2.6 ppm in Abbildung 45 ist dagegen die sehr effiziente
Subtraktion der kleineren, durch Sterne markierten Signale (*) zwischen 0.6 ppm und 1.2 ppm

besonders gut zu erkennen.

cyclo(RGDfV)
Val Hy, Hy'

A\ T
B

I T T T T T T T T T T T
2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 ppm

Abbildung 45 (A) '"H-NMR-Referenzspektrum (700 MHz) wie in Abbildung44 von 5.9 x 10°
Thrombozyten mit cyclo(RGDfV) (1.08 mM) und PS-Hyp-GDW (416 uM) in deuteriertem
TBS-Puffer bei 283 K. Gezeigt ist aber nur die Region von 0.2 ppm bis 2.6 ppm. Die
Konzentration an Integrinbindungsstellen betriigt ca. 742 nM. Neben den Signalen von
Blutplasma- und Zellbestandteilen sind die Signale der Ligandprotonen Val Hy/Hy', von
Citratpuffer (#) und von Verunreinigungen (*) im Spektrum enthalten. (B) Das
STD-Spektrum zeigt die Signale des Liganden cyclo(RGDfV) und einiger Zellbestandteile.
On-Resonance-Einstrahlung bei — 1.1 ppm, Off-Resonance-Einstrahlung bei 114 ppm,
Séttigungszeit 1.53 s.
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Untersuchungen an dem thrombozytengebundenem Integrin oypfBs konnen eventuell
durch Bestandteile des CPD-Plasmas erschwert werden. Fibrinogen und Fibronektin sind im
Blutplasma in hoher Konzentration enthalten und koénnen um die Bindungsstellen des
Integrins konkurrieren. Zu untersuchende Liganden koénnen auflerdem an das humane
Serumalbumin (HSA) binden und falschpositive STD-Effekte hervorrufen.

Trotzdem zeigen diese NMR-Messungen, dass STD-Bindungsstudien auch in rohen Zell-
konzentraten trotz sehr intensiver Solvent- oder Puffersignale moglich sind. Der vollstindige

Austausch des Mediums gegen deuterierten Puffer ist also nicht zwingend erforderlich.
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4. Zusammenfassung

Die aktuelle Wirkstoffforschung fokussiert sich besonders auf Transmembranrezeptoren.
Die Entdeckung neuer Leitstrukturen und deren Optimierung sind dabei wesentliche
Herausforderungen. Im Vergleich zu Studien an 16slichen farget-Proteinen ist die Enwicklung
neuer Pharmaka fiir membranstindige Proteine erschwert. Sowohl Methoden zum Screening
als auch zur Aufkldrung der 3D-Struktur sind nicht ohne Weiteres anwendbar. Rationales
Wirkstoffdesign ist ohne strukturelle Informationen iiber den Rezeptor-Ligand-Komplex nur
eingeschriankt moglich.

In der vorliegenden Arbeit ist die Sattigungstransferdifferenz-NMR-Spektroskopie
(STD-NMR), ein NMR-Screeningverfahren, zum ersten Mal fiir ein membrandurch-
spannendes Rezeptorprotein adaptiert und angewendet worden.'® Ein Schema dieser
Methode ist in Abbildung 46 gezeigt. Dabei konnten sowohl die spezifische Bindung des
Integrins aypBs an verschiedene Peptide und Cyclopeptide bestétigt, als auch absolute und
relative Bindungsaktivititen bestimmt werden. Die STD-NMR-Spektroskopie ermoglichte

auch Aussagen zum Bindungsepitop des Ligandmolekiils und damit zu seinen

pharmakophoren Gruppen.
Nichtbinder f"‘/ selektiver Sattigungsimpuls
=
S
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Abbildung 46 STD-NMRSpektroskopie:
Detektion eines Liganden mit Bioaffinitit zu einem Membranprotein.

Das heterodimere Integrin oup,f3; ist der Fibrinogenrezeptor auf den Membranen humaner
Thrombozyten, welcher die Thrombozytenaggregation vermittelt und somit der
Blutgerinnung dient. Fiir die NMR-Experimente wurde das Integrin o33 nach modifizierten
Literaturvorschriften in unilamellare Lipidvesikel (Liposomen) eingebettet.”” °* Das
Erkennungsmotiv fiir das Integrin oup,33 sowohl in seinen natiirlichen Ligandproteinen als
auch in inhibitorisch wirksamen Peptiden ist hdufig die Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp
(RGD), aber auch Lys-Gly-Asp (KGD).***

In Kompetitionsexperimenten mit Integrin oupB3-Liposomen in einem deuteriertem
NMR-Puffer und einer Mischung aus zwei RGD-Peptiden wurden STD-Effekte fiir das
Cyclopeptid cyclo(RGDfV) beobachtet. Das lineare Peptid RGD wird von cyclo(RGDfV)
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vollstindig aus den Bindungsstellen verdréngt, da seine geringere Affinitit zum Protein
deutlich geringer ist. Laut unterschiedlicher Literaturdaten besitzt cyclo(RGDfV) mit einer
gemittelten Dissoziationskonstanten von Kp =24 uM eine mehr als 40-fach hohere Affinitét
zum Rezeptor als RGD.”” %% ¥ In weiteren Kompetitionsexperimenten an den Integrin-
liposomen wurden die relativen STD-Effekte von cyclo(RGDfV) in einer vorgelegten Ligand-
l6sung mit den Werten nach Zugabe des inhibitorischen Peptides RGDS verglichen. Aus
diesem Inhibitionsfaktor, den Ligandkonzentrationen und der Dissoziationskonstanten fiir
cyclo(RGDfV) von Kp = 24 uM wurde eine Inhibitionskonstante fiir RGDS von K;= 116 uM
berechnet. Demzufolge hat der Ligand cyclo(RGDfV) eine 4.8-fach groBBere Affinitdt zum
Integrin oypP; als das lineare Peptid RGDS, was mit den verschiedenen Literaturwerten fiir
die relative Affinitit von 1.9 bis 4.6 sehr gut iibereinstimmt.”

Durch ein STD-epitope mapping konnten fiir das Peptid cyclo(RGDfV) die Protonen
Arg Ha, Arg HB/Hy, D-Phe HP3, D-Phe H3, D-Phe He/HC und Val Hy/Hy' als Zentren des
Bindungsepitopes an diesem Molekiil identifiziert werden. Verschiedene Autoren haben
sowohl fiir lineare als auch fiir cyclische -RGD-X- und -KGD-X-Peptide ilibereinstimmend
gefunden, dass Aminosduren mit aliphatischen Resten wie Val, Ile und Leu, besonders aber
aromatische Aminosduren, an der Position X zu einer vielfach hoheren Affinitit des jewei-
ligen Peptides fiihren.”> 7® ¥ 12 Djese Beobachtungen stimmen hervorragend mit der starken
Betonung der D-Phe-Protonen im STD-epitope mapping iiberein. Die intensiven STD-Effekte
der Arg Ha- und Arg HB/Hy-Protonen belegen auch in dieser Ligandregion eine hydrophobe
Wechselwirkung mit dem Rezeptorprotein. Diese Aussage des STD-epitope mapping steht
sehr gut im Einklang mit einer Publikation, in der verschiedene -X-GDW-Peptide als
Liganden fiir das Integrin aypP3; verglichen worden sind.”® Die Autoren beobachteten eine
deutlich stirkere Inhibitorwirkung, wenn in der RGDW-Sequenz das Arg durch unnatiirliche
Aminosduren mit geraden oder verzweigten Alkylresten ersetzt wurde. Diese Gegen-
iiberstellungen zeigen den groBen Wert eines STD-epitope mapping bei der Identifikation der
pharmakophoren Gruppen eines Ligandmolekiils.

Auch bei Studien an einem Membranprotein liefert es Informationen fiir die weitere
Optimierung von Leitstrukturen, die sonst nur durch aufwendige, kombinatorische Synthesen
oder durch Kokristallisation des Rezeptors mit dem Liganden und anschlieBender Rontgen-
strukturanalyse zu erhalten sind.

Ein weiterer zentraler Teil dieser Arbeit waren die NMR-Experimente mit nativen,
humanen Thrombozyten in deuteriertem Tris-Puffer, aber auch in dem urspriinglichen Citrat-
plasma des Zellkonzentrates. Das geringe zytoplasmatische Volumen und die hohe Ober-
flichenkonzentration an Rezeptoren in der Zellmembran erlauben STD-NMR-Experimente
mit 0.2 — 0.6 nmol Integrin aypPs bei einer Zahl von 3 —7 x 10° Thrombozyten in einem
NMR-Rohrchen. Eine NMR-Probe der Thrombozyten in deuteriertem Puffer mit
cyclo(RGDfV) in etwa 300-fachem Uberschuss beziiglich der Integrin oupB3-Bindungsstellen
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zeigte im STD-Spektrum neben einigen sehr breiten Resonanzen von Zellbestandteilen nur
die Signale des Liganden. Diese STD-Signale sind auf die spezifischen Bindung des Liganden
an das Integrin oypP; zuriickzufiihren, da das Integrin oypP3 in Relation zu anderen Integrin-
molekiilen auf der Thrombozytenoberfliche sehr stark exprimiert wird. Die im normalen
Protonenspektrum beobachteten schmalen Signale aller anderen extra- und intrazelluldren
kleinen Molekiile erschienen durch Subtraktion im STD-Spektrum nicht mehr. In Kontroll-
experimenten zeigten die nichtbindenden Peptide AGSE und PDTRP keine STD-Signale und
damit keinerlei Bindungsaktivitét an das Integrin ou,3s.

Um die Grenzen des Verfahrens zu iiberpriifen, wurden auch NMR-Experimente direkt
mit dem zur Transfusion vorgesehenen Thrombozytenkonzentrat durchgefiihrt. Die
NMR-Probe enhilt dann das urspriingliche Citratplasma mit einem hohen Anteil an Wasser,
Glucose und anderen niedermolekularen Verbindungen. Trotz vieler Signaliiberlagerungen im
'"H-Spektrum konnten mit dem Ligandpeptid cyclo(RGDfV) eindeutige STD-Effekte fiir die
Resonanzen der Protonen Val Hy/Hy' beobachtet werden. Signale von anderen hoch- und
niedermolekularen Verbindungen sind im STD-Spektrum abgezogen oder in der Intensitit
stark verringert worden.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die STD-NMR-Spektroskopie
hervorragend geeignet ist, um Bindungsstudien an Membranproteinen auszufiihren. Durch
diese Ergebnisse erscheint die Anwendung der STD-NMR-Spektroskopie auf G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) problemlos mdéglich. Durch NMR-Messungen an intakten
Zellen, die GPCRs in hoher Zahl exprimieren, sind die begehrten Informationen zur
Bindungsaffinitdit oder zum Pharmakophor sogar direkt ohne vorherige Isolation des

Membranproteins zuginglich.
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5. Summary

The discovery of new lead structures and their optimisation are the main challenges in
drug development. Especially in modern pharmaceutical research there is a strong focus on
transmembrane receptors. Working with membrane-spanning proteins is more difficult than
studies with soluble targets. With membrane receptors many methods for screening and for
determination of the 3D structure are inapplicable. For rational drug design structural
information about the receptor ligand complex is desireable.

This thesis describes the application of saturation transfer difference NMR spectroscopy
(STD NMR) to a membrane receptor.'® The methology is scetched in the figure below
(Figure 47).

non-binding molecule selective saturation
S
8 g\&% lipid membrane

H kM %
H —/— H =
H% Fon ”% =
ligand molecule N
receptor protein =

Figure 47 STD-NMR spectroscopy:
Detection of molecules with binding affinity to a membrane protein.

Several peptides and cyclopeptides with well known binding affinity to the integrin o33
have been confirmed as specific binding ligands. Absolute dissociation constants were
determined and inhibition experiments revealed the gradation of the binding constants. The
characterisation of pharmacophoric groups was also possible by the application of STD NMR.

The integrin aypP3 was embedded in the bilayer of unilamellar lipidvesicles (liposomes)
according to a modified published procedure.®* ® The aminoacid sequences Arg-Gly-Asp
(RGD) and Lys-Gly-Asp (KGD) are recognized by the integrin aup33 as part of the natural
ligand proteins*® ®. Short linear peptides presenting these recognition patterns bind to the
integrin as well.

NMR spectra of integrin containing liposomes in deuterated NMR buffer with two RGD
peptides gave only STD effects of the stronger binding cyclic peptide cyclo(RGDfV). This
demonstrates in agreement with literature that the peptide RGD is largely replaced from the
binding site by cyclo(RGDfV) because RGD is a much weaker ligand to the integrin.
According to various publications the averaged dissociation constant of cyclo(RGDfV)
binding to integrin oupPs is Kp =24 uM.”" ' Compared to RGD cyclo(RGDfV) is a more

101



SUMMARY

than 40-fold stronger inhibitor of integrin.'”® In another inhibition experiment with the
integrin containing liposomes, addition of the same amount of the linear peptide RGDS
inhibits the binding of cyclo(RGDfV) partially and the STD effects of cyclo(RGDfV) showed
a significant decrease. The comparison with the STD effects of cyclo(RGDfV) before RGDS
was added, yielded the inhibition factor. Using also the ligand concentrations and the
dissociation constant for cyclo(RGDfV) binding to integrin oypP3; (Kp = 24 uM) an inhibition
constant for RGDS of K;=116 uM was calculated. Therefore, cyclo(RGDfV) shows a
4.8-fold higher affinity to the integrin than RGDS. This factor of relative binding strength
corresponds well to the literature that states values between 1.9 and 4.6."

The binding epitopes of cyclo(RGDfV) were characterized by STD NMR to consist
mainly of the protons Arg Ho, Arg HB/Hy, D-Phe HB, D-Phe H3, D-Phe He/HC and
Val Hy/Hy'. The strong STD responses originating from the D-Phe supports literature data.
Studying the structure-activity relationship in linear and cyclic oligopeptide ligands with the
general structure -RGD-X- and -KGD-X- revealed that the amino acid at the position X has to
have a hydrophobic nature. Aliphatic and aromatic residues at this position enhanced
significantly the inhibitory activity.” ’® ® 12 The protons Ha,, HB/Hy, within the Arg alkyl
chain show intensive STD effects that underline a hydrophobic interaction with the receptor
protein. The STD epitope mapping is consistent with an SAR study by Hayashi ef al.
comparing the affinity of different -X-GDW- peptides towards the integrin oupBs.”" The
authors observed an increase of the inhibitory properties after replacing the Arg in the
-RGDW-sequence by unnatural amino acids with linear or branched alkyl residues. This
identification of the pharmacophoric groups in the ligand molecule by STD NMR is
extremely useful for the optimisation of lead structures for membrane protein targets. Epitope
mapping of ligands normally requires complex synthetic work or the X-ray structure analysis
of cocrystallized ligand-receptor complexes.

Another important part of this work are the NMR experiments with native human
thrombozytes in deuterated tris buffer and in citrate plasma intended for thrombozyte
transfusion. The low cytoplasmic volume of thrombozytes allow STD NMR experiments with
3-7x10° cells in the NMR tube. Due to the high surface concentration of receptor
molecules this corresponds to 0.2 nmol to 0.6 nmol integrin oypB3. An NMR sample of the
thrombozytes in deuterated buffer with cyclo(RGDfV) in an approximately 300-fold excess
with respect to the receptor binding sites showed the signals of the peptide ligand in the STD
NMR spectrum. These STD signals originated from specific binding of the ligand to the
integrin aypP3 because its expression level is far above other cell surface components. The
narrow signals visible in the normal proton NMR spectrum originating from small molecules
in the buffer and inside the cells are cancelled out in the STD spectrum by subtraction. Some
very broad resonances of cellular components are still visible.

In negative control experiments the non-binding peptides AGSE and PDTRP did not
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show STD signals and thus have no binding activity to the integrin o3

Additional NMR experiments were performed with thrombocytes in the native citrate
plasma. The cell concentrate for transfusion purposes contains large amounts of water,
glucose and other small molecules and represented an opportunity to investigate the
limitations of the method. Despite of the crowded proton spectra NMR samples with the
peptide ligand cyclo(RGDfV) revealed unambiguously STD effects for the
protons Val Hy/Hy'. Resonances of other compounds of high or low molecular weight were
cancelled out or are drastically reduced in the STD spectrum.

It has been shown that STD NMR spectroscopy is extremly useful for binding studies
with membrane proteins. These results allow the application of STD NMR to
G protein-coupled receptors (GPCRs) if they are highly expressed in cells or vesicles. The
desired information about a ligands binding affinity or pharmacophoric groups are directly
accessible in NMR experiments with intact cells without tedious isolation of the membrane

protein.

103



EXPERIMENTELLER TEIL

6. Experimenteller Teil

6.1. Vorbereitung der NMR-L6sungen und NMR-Proben

Zur Umpufferung des Proteins, zur Liposomenpriparation, zum Waschen der Liposomen
und fiir NMR-Messungen ohne Thrombozyten wurde ein LUV-NMR-Puffer benutzt, der aus
Deuteriumoxid (D,0O 99.9 %, Deutero GmbH, Deutschland) besteht und 10 mM Perdeutero-
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan ~ (Tris-d;, Cambridge  Isotope  Laboratories,
Massachusetts, USA), 10 mM Natriumchlorid (NaCl) und 6 mM Natriumazid (NaN3) enthélt.
Mit 100 mM Deuteriumchloridlosung in D,O (DCIl, Cambridge Isotope Laboratories,
Massachusetts, USA) wurde der pH-Wert auf 7.4 eingestellt (nicht korrigiert fiir D,O). Dieser
Puffer diente als Basislosung und wurde, je nach Anwendung, zusitzlich mit einer 100 mM
Calciumchloridstammldsung (CaCl,) oder einer 100 g/L Triton X-100-Stammldsung auf die
jeweils notige Endkonzentration dieser Substanzen eingestellt.

Die meisten Peptidliganden wurden von der Firma Bachem AG (Schweiz) bezogen. Das
Peptid TPL-NH, wurde von Jan Wiilfken und PDTRP von Heiko Moller zur Verfiigung
gestellt (Institut fiir Organische Chemie, Universitit Hamburg). Eine Menge von 1 — 5 mg der
Peptide wurde jeweils dreimal in 0.5 mL 1 mM DCI in D,O gelost und jeweils in einer
SpeedVac Vacuumzentrifuge (centrifugal concentrator, Savant Instruments, New York,
USA) lyophylisiert, um Reste von H,O, Essigsdure oder Trifluoressigsdure zu entfernen.
Aliquote der Liganden wurden entweder als Feststoff in der NMR-Probe aufgeldst oder in
Form einer 5 — 20 mM Stammldsung in D,O zu den NMR-Proben gegeben. Bei der zweiten
Variante muss die Zunahme des Probenvolumens  beriicksichtigt  werden.
Proteinkonzentration und Pufferkapazitit werden verringert. NMR-Proben mit fertig pra-
parierter Liposomensuspension in LUV-NMR-Puffer enthielten 0.5 — 1.0 mM CaCl,.

Um weitere NMR-Experimente durchfiihren zu kdnnen, wurden die Liposomen nach den
Messungen von den Liganden befreit. Dazu wurde jeweils 2.8 — 3.0 mL LUV-NMR-Puffer
mit 0.5 mM CaCl, zugesetzt und die Liposomensuspension durch Zentrifugation bei 6 °C in
einem Ultrafree-4 Ultrafiltrationsr6hrchen (MWCO 100kDa, PES-Membran) bis zu einem
Endvolumen von 200 — 300 pL konzentriert. Der Verdiinnungs- und der Konzentrationsschritt
wurden viermal wiederholt. Nach der Entnahme der Liposomensuspension aus dem Retentat-
rohrchen wurde dieses zweimal gespiilt mit je 100 — 150uL. LUV-NMR-Puffer, der auch
0.5 mM CaCl, enthielt. Die Losungen wurden vereinigt ins NMR Réhrchen tiberfiihrt.

Zur Verbesserung der Empfindlichkeit wurden einige der STD-Experimente in Shigemi-
NMR-Rohrchen vom Typ BMS-005TB mit 8 mm Bodendicke oder BMS-005TJ mit
12 mm Boden (Shigemi Corporation, Ltd., Tokyo, Japan) durchgefiihrt. Das Probenvolumen

betrug 200-250 pL. In allen anderen Féllen sind normale 5 mm-Roéhrchen wie
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Kontes 897240-0008 ("Typ 240", Kontes, Vineland, New Jersey, USA) oder Wilmad
528-pp-8 (Wilmad, Buena, New Jersey, USA) verwendet worden.

Fiir die NMR-Experimente mit intakten Thrombozyten wurden Aliquote der Liganden
entweder als Feststoff in der NMR-Probe aufgelost oder als 5-20 mM Stammldsung in D,0 in
die NMR-Proben gegeben. Teilweise wurde der Ligand als Feststoff oder als Stammldsung
einer abgemessenen Menge Resuspensierungspuffer zugegeben, bevor dieser mit dem Throm-
bozytenpellet vermischt wurde. Dadurch konnten sowohl lokal {iberhohte Ligandkonzentra-
tionen in der Thrombozytensuspension als auch iiberméfBige Scherkrifte durch héufiges
Schiitteln vermieden werden.

Um die Lipidsolubilisate und Liposomensuspensionen auf ihr DMPG / DMPC-Verhilt-
nis und ihren Gehalt an Triton X-100 zu untersuchen, wurden 50 uL der Mischung
entnommen und mit 450 uL. Methanol-d4 versetzt. AuBBerdem wurden 10 pL. 100 mM BuOH
in DO und 10 uL 100 mM DMSO in D0 als interner Stoffmengenstandard hinzugegeben.
Die Lipide konnten durch Vergleich der NMR-Integrale der terminalen Methylgruppen und
der jeweiligen Protonen H2 am acylierten Glycerin mit den Signalen der Standardsubstanzen

analysiert werden. Bei Triton X-100 wurde das Singulett der zer-Butylgruppe ausgewertet.

6.2. Umpufferung des Integrins amnps

Vor der Prdparation der Integrinliposomen wurden 1 mg humanes Integrin o3
(GPIIbllla aus Humanthrombozyten, Lot. Nr. B23385, Calbiochem-Novabiochem,
Californien, USA), geliefert in 270 uL Pufferlésung/Glycerin 1:1 mit 20 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 7.7mM NaN3, 1 mM CaCl, und 1.0 g/L Triton X-100, umgepuffert in
D,0O-Puffer. Dazu wurde die urspriingliche Proteinlésung in Puffer/Glycerin-Gemisch mit
1.8 mL LUV-NMR-Puffer, der zusitzlich 0.30 g/L Triton X-100 (Fluka/Riedel-deHaén,
Deutschland) und 0.5 mM CaCl, enthielt verdiinnt, und dann in einem Centricon-10
Ultrafiltrationsrohrchen (MWCO 10 kDa, regenerierte Zellulose, Millipore Corporation,
USA) durch Zentrifugation bis zu einem Retentatvolumen von 200 pL. konzentriert. Bei einer
Aggregationszahl von 100 — 130 besitzen Triton X-100-Mizellen ein Molgewicht von
65 — 85 kDa und koénnen die Membran nicht passieren. Die Triton X-100-Konzentration im
Filtrat entspricht deshalb der CMC mit 0.19 — 0.30 g/L. Bei einem mittleren Molgewicht des
Triton X-100 von 646.4 g/mol entspricht die CMC 300 — 460 uM Triton X-100. Fiir einen
effektiven Austausch des Puffers wurden Verdiinnungs- und Aufkonzentrationsschritt noch
vier mal wiederholt. Dabei sollte die Konzentration an Triton X-100 im Retentat nicht unter
die CMC absinken, damit das Integrin nicht aggregiert und ausfillt. Um sicherzustellen, dass
Triton X-100 das Ultrafiltrationsrohrchen tatsdchlich durch die Membran verldsst, anstatt sich
im Retentat anzureichern, wurden 500 uL des ersten und fiinften Filtrates mit 10 uL 100 mM
Dimethylsulfoxid (1 pmol DMSO) in D,O und 10 uL 100 mM tert-Butanol (1 pmol tBuOH)
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in DO versetzt. Aus den Integralen der Resonanzen des Triton X-100 und der Stoffmengen-
Standards im 1D-'"H-NMR-Spektrum, wurde fiir die Detergenzkonzentration in den Filtraten
Werte von jeweils 464 uM und 391 uM berechnet. Wenn die Konzentration im Filtrat im
unteren Bereich der CMC liegt, kann sich die Triton X-100 Konzentration im Endvolumen
von 200 uL auf bis zu 6.3 mM steigern. Dieser Wert ist fiir das Integrin unproblematisch, und
bei der Liposomenpriparation in einem Volumen von 4 mL ist die Detergenzkonzentration
wieder auf 1.3 mM verdiinnt. Nach der Entnahme der Integrinlosung aus dem Retentat-
rOhrchen wurde dieses zweimal mit je 150uL LUV-NMR-Puffer, der zusitzlich 0.30 g/L
Triton X-100 und 1 mM CaCl, enthielt gespiilt. Die Losungen wurden vereinigt.

6.3. Liposomenpraparation

Auf einer Glasfritte wurden 1 g Bio-Beads SM-2 (BioRad Laboratories, USA) nacheinander
gewaschen166 mit 3 x 20 mL Methanol, 12 x 20 mL Reinstwasser, 5 x 1 mL D,O und

2 x 1 mL LUV-NMR-Puffer mit zusétzlich 0,5 mM CaCl,. Vor dem Absaugen wurde jeweils
10 min bei RT leicht bewegt. Die Bio-Beads wurden mit dem zuletzt hinzugefiigten Volumen
Waschpuffer bei 4 °C gelagert und nach dem Abpipettieren des Puffers jeweils im nassen
Zustand eingesetzt.

Die Liposomenpréparation erfolgte nach den modifizierten Vorschriften von Gerritsen
et al. und Miiller ez al.* ® In einem 4 mL-Glasrohrchen (Abmessungen 15 mm x 55 mm) mit
Schraubverschluss und PTFE-Dichtung wurden 195 uL 12 g/L (2.34 mg) 1,2-Dimyristoyl-
rac-glycero-3-phosphocholin (DMPC, Calbiochem-Novabiochem Corporation, California,
USA) in Chloroform und 24 uL 10 g/L (0.24 mg) 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-[phospho-
rac-(1-glycerol)] Natriumsalz (DMPG-Na, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) in
Chloroform/Methanol 2: 1 gemischt. Dies entspricht 3.39 pumol DPMC (MW = 677.9 g/mol)
und 348 nmol DPMG-Na (MW = 688.9 g/mol). Chloroform und Methanol wurden im
Reinheitsgrad 'Fiir die HPLC' verwendet. Die Lipide wurden im Stickstoffstrom unter
Rotation getrocknet und dabei als diinner Film auf der GefaBwand abgeschieden. Dies wurde
bei einer Neigung des Glasrohrchens von 60° bezogen auf die senkrechte Position mittels
eines modifizierten Rotationsverdampfers durchgefiihrt. Das Glasr6hrchen wurde in einen
zylindrischen NS 29-Glaskolben mit Planboden gestellt. Die Beliiftungskapillare wurde fiir
die Zufiithrung des Stickstoffes mit einem PTFE-Schlauch verldngert, der 15 mm tief in das
Glasrohrchen eintauchte. AnschlieBend wurde der Lipidfilm mindestens 8 h im Vakuum
(< 0.1 mbar) getrocknet. Die Lipide wurden in 3.37 mL LUV-NMR-Puffer durch Zugabe von
47 uLL 100 mM Triton X-100 in D,O unter dreimaliger Ultraschallbehandlung fiir je 15 min
bei 4—-7°C dispergiert. Bei dieser Temperatur wurden 88 uL 20 mM CaCl, in D,O
hinzugegeben, da bei Raumtemperatur Ca’"-Ionen mit DMPG einen schwerldslichen

Niederschlag bilden konnen. Dann wurden 1 mg humanes Integrin oypPB; in 500 ulL
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LUV-NMR-Puffer mit 1 mM CaCl, und 1.4 —2.7 g/L Triton X-100 hinzugegeben. Fiir die
integrinfreien Liposomen wurde in diesem Schritt lediglich 500 uL LUV-NMR-Puffer mit
1 mM CaCl, und 1.4 —-2.7 g/L Triton X-100, aber ohne Integrin aypP3; hinzugegeben. Die
Mischung wurde zur vollstdndigen Equilibrierung 50 min im Wasserbad bei 37 °C bewegt
und dann 20 min bei Raumtemperatur ruhend inkubiert. Nach der Zugabe von 360 mg nassen
Bio-Beads SM2, die in Puffer gelagert worden waren, wurde die Mischung 90 min im
Wasserbad bei 26 °C bewegt. Der Ansatz wurde dann ohne die Bio-Beads in ein neues
Glasrohrchen pipettiert, und der Absorbtionsschritt bei 37 °C wurde mit einer auf 80 mg
verringerten Menge Bio-Beads wiederholt. Es folgte ein Inkubationsschritt {iber 10 min bei
RT und Lagerung iiber Nacht bei 4 °C. Durch Zentrifugation bei 6 °C in einem Ultrafree-4
Ultrafiltrationsrohrchen (MWCO 100kDa, PES-Membran, Millipore Corporation, USA)
wurde die Liposomensuspension fiir die NMR-Messungen bis zu einem Endvolumen von
200 pL oder 500 uL konzentriert.

6.4. Umpufferung der humanen Thrombozyten in TBS-Puffer

Fiir ein verwendungsfertiges Thrombozytenkonzentrat in CPD-Plasma werden die
Thrombozyten von fiinf Vollblutspenden vereinigt. Die Zellzahl wird vom Hersteller mit
mindestens 2.5 x 10'"" angegeben. Bei einem Volumen des Transfusionsbeutels von
310 - 320 mL entspricht dies einem Gehalt von 7.96 x 10® Thrombozyten/mL. Das
CPD-Plasma enthdlt etwa 13 mM Gesamtcitrat, 1.75 mM Gesamtphosphat und 17.4 mM
Glucose. Am sechsten Tag nach der Blutentnahme gilt das Thrombozytenkonzentrat als
iiberlagert und kann bei der Blutbank zu Forschungszwecken abgeholt werden. Ab diesem
Zeitpunkt werden die Thrombozyten bei 4 — 6 °C gelagert, um Zelltod und Proteolyse zu
bremsen. Alle spiteren Zentrifugations- und Umpufferungsschritte werden allerdings bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, da gekiihlte Thrombozyten eine hohere Aggregationstendenz
aufweisen. Nach der Entnahme aus dem Kiihlschrank werden die Thrombozyten jeweils
30 min bei Raumtemperatur akklimatisiert. Zum Waschen der Thrombozyten und fiir die
NMR-Experimente wurde ein TBS-NMR-Puffer benutzt, der aus Deuteriumoxid
(D2099.9 %, Deutero GmbH, Deutschland) besteht und 10mM Perdeutero-
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-dy, Cambridge Isotope Laboratories,
Massachusetts, USA), 150 mM Natriumchlorid (NaCl), 3 mM Kaliumchlorid (KCIl) und
4 mM Natriumazid (NaN3) enthédlt. Mit 100 mM Deuteriumchloridlésung in D,O (DCI,
Cambridge Isotope Laboratories, Massachusetts, USA) wurde der pH-Wert auf 7.4 eingestellt
(nicht korrigiert fiir D,0O). Dieser Puffer diente als Basis und wurde, je nach Anwendung,
zusdtzlich mit einer 100 mM Calciumchlorid-Stammlésung, einer 100 mM Ethylendiamin-
tetraessigsdure-Dinatriumsalz-Stammldsung (EDTA-Na,, Fluka/Riedel-deHaén, Deutschland)
oder mit festem 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-Hydrochlorid (AEBSF-HCI, Sigma-
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Aldrich Chemie GmbH, Germany) auf die jeweils ndtige Endkonzentration dieser Substanzen
eingestellt.

In zwei 50-mL-Zentrifugenrohrchen werden jeweils 15 mL Thrombozytenkonzentrat
gegeben und 20 min bei 1600 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
verworfen. Die Pellets mit dem anhaftenden Uberstand hatten jeweils ein Volumen von
300 pL bis 600 uL. Es wurde in je 2 mL TBS-NMR-Puffer resuspendiert der zusétzlich 1 mM
AEBSF-HCl und 1 mM EDTA-Na, enthielt. Die Suspension wurde in ein 15-mL-
Zentrifugenréhrchen pipettiert. Wieder wurden die Zellen durch 15 min Zentrifugation bei
1600 x g sedimentiert, und der Uberstand wurde vom Pellet dekantiert. Die drei letzten
Schritte (Resuspendierung, Sedimentierung und Dekantierung) wurden zehn mal wiederholt.
Bei der siebten Wiederholung wurde allerdings mit TBS-NMR-Puffer resuspendiert, der
zusdtzlich nur 1 mM AEBSF-HCI enthielt. Bei der achten bis zur zehnten Wiederholung
wurde mit TBS-NMR-Puffer resuspendiert, der zusétzlich 1 mM AEBSF-HCI und 1 mM
CaCl, enthielt. Dabei wurden Pellets mit einem Volumen von je 250 pL bis 500 uL erhalten.
Diese wurden jeweils resuspendiert mit 500 uL bis 750 uL TBS-NMR-Puffer, der zusitzlich
1 mM AEBSF-HCI und 1 mM CaCl, enthielt. Die NMR-Proben enthielten dann in jeweils
520 uL  Zellsuspension ungefdhr 2.7 x 10° — 6.0 x 10° Thrombozyten. Bei einem
durchschnittlichen Gehalt von 3 x 10" Thrombozyten/L im menschlichem Blut entspricht
diese Zahl einer Blutmenge von 9 — 20 mL. Bei einer durchschnittlichen Zahl von 5 x 10* frei
zugénglichen Integrinmolekiilen je Thrombozyt entspricht die NMR-Probe einer Menge von

0.22 — 0.50 nmol Integrin ocubﬁg.68’ 69

6.5. NMR-Proben mit humanen Thrombozyten in CPD-Plasma

Fiir die NMR-Messungen mit Thrombozyten in CPD-Plasma wurde jeweils ein Anteil
eines H,O-TBS-Puffers benutzt, der aus Reinstwasser mit 10mM Tris-HCI
(Fluka/Riedel-deHaén, Deutschland), 150 mM NaCl, 3 mM KCI und 4 mM NaNj besteht.
Der pH-Wert wurde auf 7.4 eingestellt mit der korrespondierenden, alkalischen Komponente
aus Reinstwasser mit 10 mM Tris-Base (Fluka/Riedel-deHaén, Deutschland), 150 mM NaCl,
3 mM KCIl und 4 mM NaNs. Dieser resultierende H,O-TBS-Puffer diente als Basis und wurde
dann jeweils vor der Anwendung mit D,0, CaCl,, AEBSF-HCI und Ligandpeptid versetzt.

Zur Thrombozytenpriaparation wurde in zwei 50-mL-Zentrifugenréhrchen jeweils 15 mL
Thrombozytenkonzentrat gegeben und 20 min bei 1600 x g zentrifugiert. Die Menge an
Thrombozytenkonzentrat entsprach ungefihr 11.7 x 10° Zellen. Der Uberstand wurde
dekantiert und verworfen. Die Pellets mit dem anhaftenden Uberstand hatten jeweils ein
Volumen von 300 uL — 600 puL. Bei einem geschitzten Volumenanteil der Zellen im
Thrombozytenpellet von 70 % enthélt ein Pellet im Mittel 135 uL. CPD-Plasma. Zum ersten
Pellet wurde 500 uLL HO-TBS-Puffer gegeben, der neben 8 mM Tris, 120 mM NacCl, 2.4 mM
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KCl und 3.2 mM NaN3; noch 2.6 M D,0, 1 mM CaCl,, 1.6 mM AEBSF-HCIl und 811 uM des
Peptides cyclo(RGDSPA) (Bachem AG, Schweiz) enthielt (Resuspensionspuffer). Das
RGD-Peptid verhinderte dabei die Thrombozytenaggregation. Diese verdiinnte Zell-
suspension wurde 1 min sehr langsam geschiittelt (Vortex) und enthielt ungefihr 12.3 x 10"
Thrombozyten/L, 2.1 M D,O, 1.3 mM AEBSF-HCI und 640 uM cyclo(RGDSPA). In der
NMR-Probe mit 600 uL dieser Suspension betrigt die Zellzahl ungefihr 7.4x 10°. Bei einem
durchschnittlichen Gehalt von 3 x 10'' Thrombozyten/L im menschlichen Blut entspricht
diese Zahl einer Blutmenge von 24 mL. Bei einer durchschnittlichen Zahl von 5x 10* frei
zugénglichen Integrinmolekiilen je Thrombozyt entspricht die NMR-Probe einer Menge von
0.60 nmol Integrin aypPs. Der D,O-Anteil von 2.1 M in der NMR-Probe entspricht etwa
3.6 % und ergibt ein geniigend intensives Signal im fiir den Deuteriumlock des Spektro-
meters. Um das Aggregationsvermogen der Thrombozyten zu kontrollieren, wurde das zweite
aus dem Thrombozytenkonzentrat erhaltene Pellet mit 500 ulL des gleichen
Resuspensionspuffer versetzt, der allerdings kein cyclo(RGDSPA) enthielt. Hier wurde eine
sofortige Aggregation und Ausflockung der Thrombozyten beobachtet.

Nach einer weiteren Thrombozytenpriaparation aus 2 x 15 mL Thrombozytenkonzentrat
wurde das erste Pellet in analoger Weise resuspendiert, wobei der Puffer diesmal 2.84 M D,0
und 1.4 mM AEBSF-HCI enthielt. Das RGD-Pepdid cyclo(RGDSPA) wurde durch 925 uM
PS-Hyp-GDW ersetzt. Wieder wurde die Thrombozytenaggregation durch den Integrin oy 33-
Liganden inhibiert. Diese verdiinnte Zellsuspension enthielt ungefihr 9.8 x 10°
Thrombozyten/mL, 1.8 M D,0O, 850 uM AEBSF-HCI und 584 uM PS-Hyp-GDW. In der
NMR-Probe mit 600 pL dieser Suspension betrigt die Zellzahl ungefihr 5.9 x 10°. Diese Zahl
entspricht bei einem durchschnittlichen Gehalt von 3 x 10" Thrombozyten/L im
menschlichem Blut einer Blutmenge von 20 mL. Bei einer durchschnittlichen Zahl von
5x 10* frei zuginglichen Integrinmolekiilen je Thrombozyt entspricht die NMR-Probe
wiederum einer Menge von 0.5 nmol Integrin aypfs. Der D,O-Anteil von 1.8 M in der
NMR-Probe entspricht etwa 3.3 %. Zur Kontrolle der Thrombozytenaggregation wurde
wieder das zweite Thrombozytenpellet mit 500 uL des gleichen Resuspensionspuffer versetzt,
der allerdings kein PS-Hyp-GDW enthielt. Hier wurde ebenfalls ein sofortiges Ausflocken der
Thrombozyten beobachtet.

6.6. NMR-Messungen mit Liposomen, Thrombozyten und Peptiden

Die NMR-Spektren wurden an einem Bruker DRX 500 und an einem Avance 700
Spektrometer aufgenommen. Die Magneten besitzen eine magnetische Induktion von
11.67 Tesla (Larmor-Frequenz von 499.87 MHz fiir Protonen) bzw. 16.35 Tesla (Larmor-
Frequenz von 700.13 MHz fiir Protonen). Beide Gerite sind mit einem inversen 5 mm

Tripelresonanzprobenkopf mit einer Gradientenspule fiir Z-Gradienten ausgestattet. Fiir das
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700 MHz-Spektrometer steht auBlerdem ein inverser 5 mm TXI-Cryoprobenkopf mit
Z-Gradienten zur Verfiigung. Aufnahme, Prozessierung und Auswertung der Spektren
erfolgte mit dem Softwarepaket XWINNMR (Version 3.0 und3.1) und AURELIA
(Version 2.5.9) der Firma Bruker auf Silicon Graphics Workstations (O2, Octane).

Alle NMR-Experimente mit Liposomen oder Thrombozyten wurden bei moglichst
niedriger Temperatur aufgenommen, um die Stabilitdt der Probe nicht zu gefdhrden. Es
wurden Temperaturen zwischen 283 K und 285 K gewdhlt. Proben, die ausschlieBlich
Ligandpeptide, Lipide oder andere niedermolekulare Komponenten enthielten, wurden bei
290 K bis 300 k vermessen.

Die Zuordnung der 'H-chemischen Verschiebungen erfolgte mit Hilfe von 1D-'H-
Experimenten, mit 2D-TOCSY-Spektren (Pulsprogramm mlevgpphl9), mit 2D-NOESY-
Spektren (Pulsprogramm ngtpl9v9.mm) sowie mit 2D-COSY-Spektren (cosygsmfprtp). Die
Solventunterdriickung wurde mittels Vorsittigung des HDO-Signals oder durch Anwendung
der WATERGATE-Impulssequenz erreicht. Die 2D-Spektren wurden mit 512 Inkrementen in
der F1-Dimension aufgenommen. Bei einer Spektrenweite von 10 ppm wurden 8 — 40 Scans
mit jeweils 4096 Datenpunkten pro Inkrement akkumuliert. Alle Spektren wurden mittels
TPPI phasensensitiv aufgenommen. Als Fensterfunktionen fiir die Fourier-Transformation
wurden in beiden spektralen Dimensionen um 30 —45 Grad verschobene Quadratsinus-
funktionen eingesetzt.

Alle 1D-Protonenspektren wurden mit einer spektralen Weite von 10 — 12 ppm aufge-
nommen. Die Zahl der aufgenommenen Datenpunkte betrug 16383 oder 32786. Vor der
Fourier-Transformation wurden die Primardaten auf die doppelte Anzahl mit Nullen aufge-
fiillt und mit einer Exponentialfunktion multipliziert (Linienverbreiterung 0.3 — 5.0 Hz). Die
Unterdriickung der Proteinresonanzen wurde iiber einen Tj,-Filter, bestehend aus einem
Spinlockpuls mit einer Linge von 30— 80 ms erreicht. Als jeweilige Abschwichung
wurde 13 — 15 dB gewdhlt.

Alle STD-NMR-Spektren wurden mit den Pulsprogrammen std19sp und std19slsp
aufgenommen.'** Fiir die Variante mit Spinlock wurde wieder eine Pulslinge von 30 — 80 ms
bei einer Abschwichung von 13 — 15 dB gewdhlt. Fiir die Impulskaskade zur Sattigung
wurden 20 — 40 GauB-Impulse mit einer Dauer von 50 ms verwendet mit einer jeweiligen
Wartezeit von 1 ms nach jedem Impuls. Daraus resultieren Gesamtsittigungszeiten
von 1.02 —2.04 s. Relative STD-Effekte wurden durch Intensitdtsvergleich mit einem
Referenzspektrum (Pulsprogramme p39719gp und p3919gpsl.rm) ohne Differenzbildung und
ohne Sittigung bestimmt. Das Experiment wird jeweils mit identischen Akquisitions-
parametern aufgenommen. Der Quotient aus der Scanzahl des Referenzexperimentes und der
halben Scanzahl des STD-Experimentes flie3t als Faktor in den relativen STD-Effekt ein. Die
Anpassung von exponentiellen Funktionen an Messpunkte zum Sittigungsaufbau und zum

Sattigungstransferautbau wurde mit dem Programm ORIGIN 6.0 von Microcal durchgefiihrt.
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6.7. Sicherheitshinweise

Substanzname Gefahrensymbole R-Sitze S-Siitze

4-(2-Aminoethyl)- LDso = 2.8 g/kg --- ---

benzolsulfonylfluorid- (oral, Maus)

Hydrochlorid

Chloroform Xn 22-38-40-48/ 36/37
20/22

Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26

Ethylendiamin- Xn 22 ---

tetraessigsdure, Na,

Methanol F, T 11-23/24/25-39/ 7-16-36/
23/24/25 37-45

Natriumazid T+ N 28-32-50/53 28.1-45-60-61

tert-Butanol Xn 10-20 2-16

Tris-(hydroxymethyl)- Xi 36/38 ---

aminomethan

Triton X-100 Xn 22-36/41 23/26/36
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8. Anhang

8.1. Pulsprogramme

zgprsl.rm

Dieses Pulsprogramm basiert auf dem Bruker-Pulsprogramm zgpr. Nach dem 90°-Impuls
wurde ein Spinlockimpuls zur Unterdriickung breiter Resonanzen von Makromolekiilen
eingefiigt (T1,-Filter). 133

;zgprsl.rm

;avance-version

;1D sequence with fl presaturation during relaxation delay dl
;with Tlroh filter after 90 deg pulse (spinlock)

;for suppression of protein resonances

;T. Scherf & J. Anglister, Biophys. J. 64, 754-761 (1993)

#include <Avance.incl>

1 ze

2 20u plo:f1l
dl cw:fl
3u do:fl
20u pll:fl
pl phl
20u pl2:£f1
p2 ph2
go=2 ph3l
wr #0

exit

phl=0 2 2 0 1
ph2=1 3 3 0
ph31=0 2 2 01 3 31

2 33
1 02

N =

;*******POWER LEVEL**********

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl2 : f1 channel - power level for spin lock pulse(10-20 dB)
;pl9 : f1l channel - power level for presaturation

’
FRERK KK KKK KK DPULSEX XXX & & &k koo ok Kk

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;P2 : spin lock pulse (10-100 ms, depending on the protein)

’
;**********DELAY************

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

p3919gp

Dieses Pulsprogramm stammt aus der Bruker-Bibliothek.

;p3919gp

;avance-version (00/02/07)

;1D sequence

;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients

;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson.,

; Series A 102, 241 -245 (1993)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
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1 ze

2 dl pll:fl
pl phl
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
dl6 pll8:fl
p27*%0.231 ph3
d19*2
p27*%0.692 ph3
d19*2
p27*%1.462 ph3
d19*2
p27*1.462 ph4
d19*2
p27%0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
pl6:gpl
dle
4u BLKGRAD
go=2 ph31l
wr #0

exit

phl=0 2
ph3=0 0 1 1
ph4=2 2 3 3
ph31=0 2 2 O

2233
001

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pll8: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)

;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pll8

; use for fine adjustment
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;pl6: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pll8

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

; dl9 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;NS: 8 * n

;DS: 4

;use gradient
,gp 1: 20

;for z-only gradients:
;gpzl: 20%

;use gradient file:
;gpnaml: SINE.100

;$Id: p3919gp,v 1.8.2.1 2001/09/11 10:14:37 ber Exp $

p3919.rm

Dieses Pulsprogramm basiert auf dem Bruker-Pulsprogramm p3919gp. Die

Gradientenimpulse und die Anweisungen zum Blanking der Gradientenspule wurden entfernt.
;p3919.rm .

#include <Avance.incl>

1 ze
2 dl pll:fl
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pl phl
20u pll8:f1l
p28*0.231 ph3
d19*2
r28*0.692 ph3
d19*2
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
©28*0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
go=2 ph31l
wr #0

exit

phl=0 2
ph3=0 0 1 1
ph4=2 2 3 3
ph31=0 2 2 0

2233
001

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pll8: f1l channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)

;pO0 : f1 channel - 90 degree pulse at pll8
; use for fine adjustment
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p28: f1 channel - 90 degree pulse at pll8

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d1l9: delay for binomial water suppression

; dl9 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;NS: 8 * n

;DS: 4

wigp.rm

Dieses Pulsprogramm basiert auf dem Bruker-Pulsprogramm p3919gp. Das 3-9-19-
Impulsarray wurde ersetzt durch das W5-Impulsarray, das sich auch im Bruker-
Pulsprogramm zggpw5 findet."*® Die Blanking-Anweisungen wurden umgestellt analog zum

Bruker-Pulsprogramm zgesgp.

;whgp.rm

;avance-version

;1D sequence

;water suppression using w5 pulse sequence with gradients

;using single gradient echo

;M. Liu, X. Mao, C. Ye, H. Huang, J. K. Nicholson & J. C. Lindon
; J. Magn. Reson. 132, 125 - 129 (1998)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1 ze

2 4u BLKGRAD
dl pll:fl
pl phl
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
dl6 pll8:fl
p28*0.0867 ph3
dl9*2
p28*0.2056 ph3
dl9*2
p28*0.4133 ph3
dl9*2
p28*0.7822 ph3
dl9*2
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p28*1.4911 ph3

d19*2

p28*1.4911 ph4

d19*2

p28*0.7822 ph4

d19*2

p28*0.4133 ph4

d19*2

©28*0.2056 ph4

d19*2

p0*0.0867 ph4

46u

pl6:gpl

dle

go=2 ph31l

wr #0

4u BLKGRAD
exit

phl=0 2
ph3=0 0 1 1
ph4=2 2 3 3
ph31=0 2 2 0

2233
0011

;********POWER LEVEL*****
;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pll8: f1 channel - power level for wbS-pulse (watergate)

’
;********PULSE*******

;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pll8

; use for fine adjustment
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;pl6: homospoil/gradient pulse (lms)

;p28: f1 channel - 90 degree pulse at pll8

’
,-************DELAY**************

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;dl6: delay for homospoil/gradient recovery (100...500us)
;d19: delay for binomial water suppression

; dl9 = (1/(2*d)), d = distance of next nulls (in Hz)
;NS: 8 * n

;DS: 4...16

’
’-************GRADIENT**************

;gpl: z-only gradient pulse (20%)
;gpnaml: gradient shapefile (SINE.100)

zgwiesgp.rm
Dieses Pulsprogramm basiert auf dem Bruker-Pulsprogramm zggpw5. Die Blanking-

Anweisungen wurden umgestellt analog zum Bruker-Pulsprogramm zgesgp.

;zgwbesgp.rm

;avance-version

;1D sequence

;water suppression using watergate W5 pulse sequence with gradients
;and double echo (dpfgse, excitation sculpting)

;M. Liu, X. Mao, C. He, H. Huang, J.K. Nicholson & J.C. Lindon,

; J. Magn. Reson. 132, 125 - 129 (1998)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1 ze

2 4u BLKGRAD
dl pll:fl
pl phl
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50u UNBLKGRAD
plé:gpl
dl6e pll8:fl
p28*0.0867 ph3
d19*2
p28*0.2056 ph3
dl9*2
p28*0.4133 ph3
d19*2
p28*0.7822 ph3
dl9*2
p28*1.4911 ph3
d19*2
p28+%1.4911 ph4
dl9*2
p28*0.7822 ph4
d19*2
p28*0.4133 ph4
dl9*2
p28*0.2056 ph4
d19*2
p0*0.0867 ph4
50u
pl6:gpl
dle
4u
pl6:gp2
dle
p28*0.0867 ph5
d19*2
p28*0.2056 ph5
dl9*2
p28*0.4133 phb5
d19*2
p28*0.7822 ph5
dl9*2
p28*1.4911 ph5
d19*2
p28+%1.4911 phé
dl9*2
p28*0.7822 ph6
d19*2
p28*0.4133 ph6
dl9*2
p28*0.2056 ph6
d19*2
p0*0.0867 ph6
50u
pl6:gp2
dle
go=2 ph31l
wr #0
4u BLKGRAD
exit

phl=0 2
ph3=0 0
ph4=2 2
ph5=0 0

22
ph6=2 2

00
ph31=0 2 2 0022020022002

OoONDNO W
OoONDNO W
oONDNDOON
OoONDNDOON
OoONNORF W
ONDNOHF W
W WwR
W WwR
W WwR
HWw WwR
W WwR
H w WwF
W WwF
W WwF

;pll : f1 channel - power level for

;pll8: f1l channel - power level for

;p0 : f1 channel - 90 degree pulse

; use for fine

;pl : f1 channel - 90 degree high p
;pl6: gradient pulse (lms)

;p28: f1 channel - 90 degree pulse

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1
;dl6: delay for gradient recovery (1
;d19: delay for binomial water suppr
; dl9 = (1/(2*d)), d = distance

ANHANG

pulse (default)
wS5-pulse (watergate)
at plls8

adjustment

ower pulse

at plls
00-500us)

ession
of next null (in Hz)
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;NS: 32 * n

;DS: 8

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

; 34% : 22%

; (c.f. pulseprogram zggpwb)

; 31% : 11%

; (c.f. pulseprogram zgesgp)

; 7.5 G/cm : 4.5 G/cm

; (c.f. parella virgili98 mrc36 245 249)
; 5.0 G/cm : 3.5 G/cm

;for z-only gradients:
;gpzl: 34%
;gpz2: 22%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
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