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2. Einleitung

2.1 Die adaptive Immunantwort
der T-Zellen

Die adaptive Immunantwort der T-Zellen
ist, neben der humoralen Immunitit, eines
der wichtigsten Bestandteile zur Abwehr von
Krankheitserregern. Nach  Reifung im
Thymus und Eintritt in das Blut gelangen die
nativen T-Zellen in die peripheren
lymphatischen Organe. Nach einer weiteren
Reifungsperiode treten sie erneut in die
Blutbahn ein. Nun beginnt ihre eigentliche
Aufgabe, das Aufspiren und Bekimpfen
von antigenprisentierenden Zellen. Der
initiale Schritt zur Aktivierung erfolgt bei
threm ersten Kontakt mit einem spezifischen
Antigen auf der Oberfliche von antigen-
prisentierenden Zellen (APC). Das Antigen
wird  hierbei zusammen mit MHC-
Molekiilen prasentiert. Zusatzlich werden
von den APCs noch costimulierende
Faktoren exprimiert, in der Regel B7.1 und
B7.2, die CD28 auf der Oberfliche von T-
Zellen binden. Dies ist notwendig, um eine
addquate Immunantwort auszulésen. Zu den
APCs gehoren die dendritischen Zellen,
Makrophagen ~ und  B-Zellen.  Diese
Aktivierung wird oft als priming bezeichnet
und erfolgt in den peripheren lymphatischen
Organen, also  nicht am  lokalen
Infektionsherd. Zu diesen Organen werden
die Krankheitserreger oder seine Abbau-
produkte in die Lymphe transportiert, die
kontinuierlich durch Filtration extrazelluldrer
Flussigkeit aus dem Blut produziert wird.
Pathogene, die oberflichliche  Stellen
befallen, werden in den Lymphknoten
unterhalb der Infektionsstelle festgehalten.
Im Blut befindliche Pathogene werden in
der Milz aufgefangen und solche, die
Schleimhiute infizieren, werden in den
Peyerschen Plaques oder den Mandeln
gesammelt. Nach spezifischem Kontakt mit
dem Antigen werden nun die T-Zellen zur
Proliferation und Differenzierung angeregt.
Diese Vorginge sind von Cytokinen wie
dem T-Zell-Wachstumsfaktor (IL-2) und

Einleitung

dessen Bindung an einem Rezeptor auf der
aktivierten T-Zelle abhangig.

Ist dieser Prozel3 abgeschlossen, ver-
lassen die Effektorzellen die lymphatischen
Organe und gelangen tber den Blutkreislauf
zu den Infektionsstellen. Cytotoxische CD9-
T-Zellen toten Zielzellen, deren Cytosol mit
Pathogenen infiziert sind. CD4-T;1-Zellen
regen Makrophagen durch ein makro-
phagenaktivierendes Cytokin (IFN-y) dazu
an intrazellulire Parasiten abzutéten. CD4-
T, 2-Zellen sind fur die Aktivierung von B-
Zellen noétig, damit entsprechende Anti-
korper produziert werden.

2.2 Nicht adaptive Abwehr-
reaktionen gegen Infek-
tionen

Die ersten nichtadaptiven Immun-
reaktionen sind aus zweierlei Griinden sehr
wichtig. Zum einen konnen sie den
Krankheitserreger toten, zum anderen kann
der Infektionsherd solange eingedimmt
werden, bis die adaptive Immunantwort
eingeleitet ist. Diese erste Reaktion erfolgt
sehr schnell, da keine klonale Expansion der
naiven T-Zellen notwendig ist.

Cytokine, die Phagozyten als Reaktion
auf die Infektion sezernieren, umfassen
mehrere verschiedenartige Molekile wie
Interleukin 1 (IL-1), 6 (IL-6), 8 (IL-8), 12
(IL-12) und den Tumornekrosefaktor-a
(INF-a). Die Wirkungen dieser Substanzen
haben sowohl systemischen als auch lokalen
Charakter. Weitere Mediatoren, die aufgrund
einer Infektion ausgeschiittet werden, sind
die  Prostaglandine,  Sauerstoffradikale,
Peroxide, Stickstoffoxid (NO), Leukotriene
und der plittchenaktivierende Faktor (PAF).
Das Komplementsystem, das ebenfalls sehr
schnell mit seinen Bestandteilen reagiert und
Mastzellen aktiviert, die ihrerseits ihren
Inhalt der Granula freisetzen (Histamin),
ergeben eine Gesamtreaktion, die auch als
Entziindungsreaktion bezeichnet wird.

Eine Entziindung zeichnet sich durch
Schmerzen, Roétung, erhohte Temperatur
und eine lokale Schwellung aus. Als Folge
wird der GefiBBdurchmesser vergrof3ert, das
zu einem verstirkten und langsameren



lokalen Blutfluf3 fithrt. Die Verlangsamung
bewirkt, dal3 die Leukozyten, die sich
normalerweise in der Mitte der Blutgefille
befinden, sich auch am Rand aufhalten
kénnen und so mit dem GefiBBendothel
wechselwirken. Durch die Ausschiittung von
Mediatoren erfolgt eine Expression von
Adhisionsmolektlen auf der Oberfliche der
Endothelzellen. Die Permeabilitit  der
Gefillwinde wird ebenfalls erh6ht und der
verstirkte Flissigkeitseintritt in das Gewebe
fihrt zu einer Schwellung'.

2.3 Interzellulare
Adhasionsmolekiile

Adhisionsmolekiile  spielen  bei  der
Immunantwort eine wesentliche Rolle.
Durch eine Vielzahl von schwachen aber
doch spezifischen Wechselwirkungen erfolgt
eine gezielte Interaktion. Mindestens vier
Superfamilien von Adhésionsmolekiilen’
sind bei der Leukocytenwanderung, bei ihrer
Zielortbestimmung  (boming) und bei Zell-
Zell-Interaktionen bekannt. Sie werden auf
der Oberfliche der Effektorzellen und auf
einer Vielzahl von Gewebetypen exprimiert.
Zu ihnen gehéren die Selektine, Integrine,
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie,
die Cadherine und einige dem Mucin
ahnliche Molekiile.

Die Selektine (CD62) sind besonders
wichtig, damit die Leukozyten ihren Zielort
erreichen. Sie werden entweder auf den
Leukozyten selbst (L-Selektin, CD62L) oder
auf dem vaskuliren Endothel (P-Selektin,
CD62P, und E-Selektin, CD62E) exprimiert.
Sie gehoren zu den zuckerbindenden
Zelladhisionsmolekilen und besitzen einen
dhnlichen modularen Aufbau. Am N-
Terminus befindet sich eine C-Typ-Lektin-
Domine, gefolgt von einer EGF-Typ-
Domine. Abhingig vom Selektin-Typ folgt
dann eine Anzahl von repetitiven Sequenzen
analog zum complement regulatory protein (zwei
im L-, sechs im E- und neun im P-Selektin)’.
Die natirlichen Liganden fir die Selektine
sind noch nicht komplett charakterisiert.
Bekannt ist aber, dal3 es sich um sulfatierte
und sialysierte Oligosaccharide, gebunden an
Mucin-dhnlichen Glycoproteinen handelt.
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Eine Reihe von ihnen wurden bereits
identifiziert (Tab. 1, S. 7).

2.4 Die Wanderung der Leuko-
cyten ins Endothel

Die Wanderung der Leukocyten aus den
Blutgefiflen ins Endothel wird tber lokale
Entzindungsvermittler ~ (Mediatoren) ge-
steuert. Dieser Vorgang wird auch
Extravasation genannt und verlduft wahr-
scheinlich in vier Schritten ab®".

Der erste Schritt wird durch die Selektine
vermittelt. Nach der Ausschiittung von
lokalen Mediatoren wie LTB4, C5a oder
Histamin wird das in den Weibel-Palade-
Korperchen genannten Granula enthaltene
P-Selektin an der Oberfliche der Endothel-
zellen sichtbar. Dieser Vorgang verlduft in-
nerhalb von Minuten. Das E-Selektin
erscheint erst einige Stunden nach dem
Kontakt mit Liposylsacchariden oder TNF-a
auf dem Endothel. Zusitzlich wechselwirkt
IL-Selektin, das auf der Oberfliche des
Neutrophilen vorhanden ist, mit endo-
thelialen Liganden.

Diese polyvalenten Wechselwirkungen™
mit den Epitopen auf der Oberfliche der
Monocyten und Neutrophilen fithren zum
sogenannten ro/ling entlang der Endothel-
zellen. Dabei verringert sich die FlieB3-
geschwindigkeit’ auf 10-20 um min"'. Bei
allen Selektinen findet man als bindendes
Epitop einen Grundkorper, der dem Tetra-
saccharid Sialyl-Lewis® a-D-NeuNAc-(2-3)-
B-D-Gal-(1-4)[a-L-Fuc-(1-3)]-B-D-GlcNAc
(Abbildung 1) Sialyl-Lewis" a-D-NeuNAc-
(2-3)-B-D-Gal-(1-3)[a-L-Fuc-(1-4)]-B-D-
GIcNAc und anderen strukturdhnlichen
Lewis-Blutgruppen Oligosacchariden ent-
spricht™".

OH

HQ  OH COONa OH

K o

AcNHHO o/ ° © OH

Cl o o
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OH ~oH
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Abbildung 1: Sialyl-Lewis* (sLe¥).



Im zweiten Schritt erfolgt die Wechsel-
wirkung tber Leukocytenintegrine (LFA-1,
CR3) und Molekile des Endothels
(ICAM-1). Interleukine (IL-8) bewirken eine
Konformationsinderung der Integrine, so
daf3 dessen Adhisionsstirke vergroBBert wird.
Die Leukocyten heften sich nun an die
Zellwand und koénnen die Blutgefi3e
verlassen (Abb. 2).

Abbildung 2:  Die elektronenmikroskopische
Aufnahme zeigt eine neuttophile Zelle, die
zwischen zwei Endothelzellen hindurch wandert.
Der Pfeil markiert das Pseudopodium.

Dieser dritte Schritt wird wiederum uber
Integrine vermittelt und zusitzlich iber Im-

munglobulin-dhnliche Molekile (PECAM,
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CD31), die auf dem Leukocyten und
zwischen den Endothelzellen exprimiert
werden. Beim Durchstoen der Basal-
membran helfen proteolytische Enzyme,
welche die extrazellulire Matrix zerstoren.
Die Passage durch die Gefa3wand wird auch
als Diapedese bezeichnet.

Im vierten und letzten Schritt wandern
die Leukocyten mit Hilfe von Chemokinen
zum Infektionsherd.

2.5 Selektin-Antagonisten

Das rolling gilt als initialer Schritt bei der
Einwanderung von Leukocyten in das
Gewebe. Da bei einer Vielzahl von
Erkrankungen die Schadigung des Gewebes
durch die Entziindungsreaktion selbst
hervorgerufen wird (Asthma, Allergische
Rhinitis, Rheumatoide Arthritis, Psoriasis),
besteht ein groBles Interesse an der
Entwicklung von Kohlenhydrat-Mimetika,
die diese Phase der Immunantwort
blockieren™*"".  Auch bei Transplantat-
AbstoBungsreaktionen spielt die Selektin-
abhingige Adhision eine wichtige Rolle".

Abbildung 3:

Die vier Schritte der Leukocyteneinwanderung (Extravasation).
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Name Gewebeverteilung Ligand
Selektine L-Selektin naive und einige Gedachtnis- 6'-Sulfo-

: (MEL-14, CD62L) lymphocyten, Neutrophile, Mono- Sialyl-Lewis",
binden Kohlenhydrate, gytgn, Mékrophagenl,:)Eosinophile GIy%:Al\/I—T,
Leukocyten-Endothel- CD34
Wechselwirkung MAdCAM-1

P-Selektin aktiviertes Endothel und Thrombo- Sialyl-Lewis",
(PADGEM, CD62P) cyten PSGL-1
E-Selektin aktiviertes Endothel Sialy-Lewis”,
(ELAM-1, CD62E) ESL-1
mucindhnliche CD34, Endothel L-Selektin
vaskulare Adressine
binden an L-Selektin, GlyCAM-1 Venolen mit hohem Endothel L-Selektin
Leukocyten-EndotheI- MAdCAM-1 Venolen in lymphatischen Schleim- L-Selektin
Wechselwirkung hautgewebe
Integrine aB, Monocyten, T-Zellen, Makrophagen, ICAMs
binden an Zellad- (LFA-1, Neutrophile, dendritische Zellen
hasionsmolekiille und CD11a/CD18) - -

. N a,B, Neutrophile, Monocyten, Makro- ICAMs, iC3b,
an die extrazellulare (Mac-1, CR3, phagen Fibrinogen
Matrix CD11b/CD18)

a,B, (CR4, p150, 95, dendritische Zellen, Makrophagen, iC3b
CD11c/CD18) Neutrophile
a,pB, Lymphocyten, Monocyten, VCAM-1
(VLA-4, LPAM-1, Makrophagen
CD49d/CD29)
a,pB, Monocyten, Makrophagen Fibronektin
(VLA-5,
CD49d/CD29)
a,B, Lymphocyten MAdCAM-1
(LPAM-T)
a.B, Lymphocyten im Epithel E-Cadherin
Immunglobulin- CD2 T-Zellen LFA-3
Superfamilie (LFA-2)
verschiedene ICAM-1 aktivierte GefaBe, Lymphocyten, LFA-1, Mac1
Funktionen bei der (CD54) dendritische Zellen
Zelladhasion, I(((:;%Yog) ruhende GeféaBe, dendritische Zellen LFA-1
bindet an Integrinen ICAM-3 Lymphocyten (FA-T
CD50
LFA-3 Lymphocyten, antigenprasentierende  CD2
(CD58) Zellen
VCAM-1 aktiviertes Endothel VLA-4
(CD106)

Tabelle 1:

Adhisionsmolekiile bei Leukocytenwechselwirkung.

Ausgehend vom natirlichen Liganden
des E-Selektins (sLe®, sle®) wurden eine
Vielzahl  von  Modifikationen  vorge-
schlagen™”. Man kann die Mimetika in
mehreren Klassen einteilen. Als erste Klasse
sind die Verbindungen anzusehen, die als
Grundkorper sLe® besitzen und in denen
z.B.  Hydroxyl-Funktionen  gegen  IN-
Acetylgruppen ausgetauscht sind". Eine
andere Klasse enthilt nur noch die I.-Fucose
oder D-Mannose und als ,,Rickgrat® ein C-
verkntpftes Monopeptid” bzw. ein Di-

peptid™™”. Zusitzlich wird ein verzweigter
C,,-Alkylrest zur Verstirkung von hydro-
phoben  Wechselwirkungen  eingesetzt.
Andere Inhibitoren ersetzen die negative
Ladung der Sialinsdure durch Sulfat- oder
Phosphatgruppen” oder verwenden Sulfatid-
Analoga”. Mit diesem Analogon, das als
Grundkorper einen Galactosyl-Rest besitzt,
wurden bereits pharmakokinetische
Untersuchungen durchgefithrt. Die Halb-
wertszeit bei einer intravendsen Injektion
von 1 mg/keg (Ratte) lag bei sieben Stunden.
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Eine dritte Klasse von Substanzen erreicht
durch Multivalenz eine Erhohung der
Bindungsaffinitit. Hierbei wurde, durch
variable Peptidspacer getrenntes di- und
trivalentes sLe® eingesetzt”. Auch tetra-
valentes sLe” mit einem Poly-Lactosamincore
erhoht die Bindungsstirke™”. Besonders
hohe Bindungskonstanten zeigten Lipo-
somen, die auf ihrer Oberfliche sl.e*
Molekiile tragen. Abhingig vom Durch-
messer und der Belegung der Liposomen,
ergab sich fir die Bindungsaffinitit ein
Optimum (IC;, = 74 nM, akt. HUVECsS) bei
3 mol% sle® und einem Durchmesser von
97 nm * 217, Als vierte Gruppe wurden
reine Peptid-Mimetika untersucht”. Es
konnte gezeigt werden, dal3 die core-Struktur
von Val41 bis Tyr49, flankiert von weiteren
Aminosduren der Lectin-Domine, als
Antagonist wirksam ist. In Tabelle 2 (S. 9)
sind die jeweils besten Selektin-Mimetika mit
ithren Bindungskonstanten aufgelistet.

Die Testsysteme reichen von ELISAs,
RIAs bis FACScan Analysen, in denen das
rekombinante Selektin, aktivierte Zellen
(Blutplittchen,  HUVEC-Zellen, oder
monoklonale Antikérper (CSLEX1) im-
mobilisiert wurden. Die Kompetition wurde
entweder gegen sLe® oder gegen Zellen, die
als Oberflichenstrukturen den nattrlichen
Liganden tragen (HepG2-, HLG60- und
LS180-Zellen), durchgefithrt. In anderen
Bindungsstudien wurde ein modifizierter
Stamper-Woodruff-Assay”’  eingesetzt.  Ut-
springlich  wurde dieser Assay zur
Charakterisierung des gewebsspezifischen
homings  von  Lymphocyten in  die
Lymphknoten verwendet. Dieses Gewebe
wird bei —15°C in diinne Sektionen geschnit-
ten und anschliefend fixiert. Es kann nun
fir beliebige Bindungsexperimente genutzt
werden. Einen entscheidenden Vorteil bietet
ein anderes Verfahren, das unter Fliel3-
bedingungen arbeitet. Mit Hilfe der
Intravital-Mikroskopie kann die FlieB3-
geschwindigkeit und Konzentration der
Blutzellen, die am Adhisionsprozel3 beteiligt
sind, bestimmt werden®.

Bisher erwies es sich als aul3erordentlich
schwierig, E-Selektin Antagonisten mit einer
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hohen Bindungskonstante zu finden. Nur
wenige der bisher vorgeschlagenen Verbind-
ungen wurden auch unter annihernd nativen
Bedingungen getestet. Sehr kritisch sind die
Bindungskonstanten zu betrachten. Ab-
hingig vom Assay koénnen die Daten um
mehrere  GroBlenordnungen  variieren.
Inhibitoren, die in einem statischen Assay
eine nennenswerte Inhibition zeigen, kénnen
unter nattrlichen Bedingungen, also in
einem flieBenden System, vollig inaktiv sein.
Dies spiegelt nicht nur die Bedeutung der
Bindungsstirke, sondern auch die Bedeut-
ung der Kinetik wieder"”.

Ein wesentlicher Punkt scheint die
biologische Funktion beziglich der Struktur
der natiirlichen Selektin-Liganden zu sein.
Der initiale Adhisionsprozel3 der Leuko-
cyten ist auf eine relativ schwache Wechsel-
wirkung mit dem Endothel optimiert, um
lediglich  die  FlieBgeschwindigkeit — der
Immunzellen zu reduzieren. Die eigentliche
Fixierung erfolgt iber andere Adhisions-
molekile  (Integrine). Interessanterweise
zeigen sphirische Liposomen, die auf ihrer
Oberfliche sLe® Molekile tragen, eine
besonders hohe Inhibitionsrate. Die dichte
Belegung ermoglicht multivalente Wechsel-
wirkungen und vervielfacht die schwache
monovalente Bindung.

Das rationale Design von Sialyl-Lewis’-
Mimetika hingt entscheidend von der
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur
threr Komplexe mit E-Selektin ab. Bisher
wurde noch keine Rontgenstruktur eines
E-Selektin-Ligand-Komplexes veroffent-
licht. Die Struktur vom E-Selektin im
Kristall und die aus NMR-Daten be-
rechneten Strukturen vom gebundenen
Sialyl-Lewis™ sind aber verfigbar. Mit diesen
Daten ist es moglich, ein Modell des
Komplexes zu erstellen, das als Grundlage
fir die Entwicklung von wirksamen
Inhibitoren dienen kann.
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Struktur Zielstruktur Bindungskonstante Bindungsassay

IC,,
1-Deoxy sLe” P-Selektin 0.044 mM ELISA, P-Selektin-Ig
sLe™" P-Selektin >1.0 mM Fusionsprotein, sLe™

Pentaceramid.

% Inhibition bei 0.3 MM FACScan, immobi-
2-(Tetradecylhexadecyl)-3,6-Di- P-Selektin 65 +3 lisiertes Selektin-IgG
sulfo-B-D-galacto-pyranosid Fusionsprotein, HL-60
Dinatriumsalz” Zellen.
2-(Tetradecylhexadecyl)-3,6-Di- L-Selektin 94 £ 10 FACScan, immobi-
sulfo-B-D-galactopyranosid lisiertes Selektin-IgG
Dinatriumsalz Fusionsprotein, HL-60

Zellen.
2-(Tetradecylhexadecyl-O-(3,4- E-Selektin 46 £ 5 FACScan, immobi-
Bis-phospho-B-D-galacto- lisiertes Selektin-IgG
pyranosyl)-(1-4)-B-D-glyco- Fusionsprotein, HL-60
pyranosid Tetranatriumsalz Zellen.
N-(2-Tetradecylhexadecanoyl)- P-Selektin 0.5 mM ELISA, Selektin-Ig
O-(a-L-fucopyranosyl)-L-seryl-D-  L-Selektin 6.0 mM Fusionsprotein, sLe’-
glutaminséure-1-methylamid™  E-Selektin 13 MM Pentaceramid.
sLe’ P-Selektin 0.6 mM

L-Selektin >1 mM

E-Selektin >1 mM
(2S)-3-Cyclohexyl-2-0O-1-0- E-Selektin 0.TmM ELISA, E-Selektin-
[(1R,2R)2-O-(a-L- higG, sLe*-Polymer.
fucopyranosyl)-cyclohexyl]-B-
D-galactopyrano-3-yl-2-methyl-
propanoat.”
(2S.3R,4E)-3-benzoyloxy-2- E-Selektin 11 UM FACScan, immobi-
hexadecanoylamino-1-[2,3-di-  P-Selektin 9.5 uM lisiertes Selektin-Ig
O-benzoyl-4,6-di-O- Fusionsprotein, HL-60
carboxymethyl-a-D- Zellen.,
galactopyranosyloxy]-4- L-Selektin 10 uM FACScan, immobi-
octadecen?® P-Selektin 18 pM lisiertes Selektin-Ig

Fusionsprotein,

LS180-Zellen.

P-Selektin 28 + 10 uM FACScan, Blutplat-
chen, HL-60 Zellen.
Tetra-sLe*-Glycan E-Selektin < 0.05 M Stamper-Woodruft-
Verzweigter Poly-N- binding Assay”’.
Acetyllactosamincore®
Tetra-sLe*-Glycan L-Selektin TnM Stamper-Woodruff-
Linearer Poly-N- binding assay.
Acetyllactosamincore™
LysGlyGlyLys[sLe™-(CH,),],” mAb 23 UM RIA, immobilisierte
CSLEX1 HepG2 Zellen.
E-Selektin 110 UM RIA, immobilisiertes

E-Selektin.

Akt. HUVEC 1000 pM RIA, aktivierte

HUVEC:s.

3 mol% sLe” Liposomen®™ mAb 0.033 nM RIA, immobilisierte
CSLEX1 HepG2 Zellen.
E-Selektin 6 NM RIA, immobilisiertes

E-Selektin.

Akt. HUVEC 74 nM RIA, aktivierte

HUVEC:s.

Klasse IV Tyrosin(37)-Tryptophan(50)” P-Selektin 53 UM ELISA,
E-Selektin 57 pM immobilisiertes

Selektin-IgG

Fusionsprotein,

Humane

Neutrophile

Tabelle 2:

Eine Auswahl von Selektin-Inhibitoren mit ihren Bindungskonstanten.



2.6 Kombinatorische
Kohlenhydrat-Bibliotheken

Im Gegensatz zur traditionellen Synthese
von einzelnen Substanzen, die anschlieBend
auf ihre Bindungsaktivitit getestet werden,
ist die kombinatorische Chemie in der Lage,
in kurzer Zeit eine Vielzahl von Ver-
bindungen in Form von  Substanz-
Bibliotheken zu erzeugen.

Die Kohlenhydrate sind aber aufgrund
threr Polyfunktionalitit und der auf-
wendigen Synthese von selektiv geschiitzten
Monosaccharid-Bausteinen nur mit grof3em
Aufwand in der kombinatorischen Chemie
einsetzbar. Erschwerend kommt hinzu, dal3
bei jeder Glycosylierung ein neues stereo-
genes Zentrum entsteht (a- und B-Anomer).
Verzweigungen oder Modifikationen, wie die
Sulfatierung oder Phosphatierung konnen
die Synthese zusitzlich komplizieren. Den-
noch wurden in den letzten fiinf Jahren
einige neue Strategien fiir die Synthese von
Kohlenhydrat-Bibliotheken entwickelt™.

Grundsitzlich unterteilt man in Festpha-
sen-Synthesen und Reaktionen, die in Lo6-
sung durchgefithrt werden. Der Vorteil der
Festphase liegt in der wiederholbaren Um-
setzung mit Reagenzien und deren leichten
Entfernung durch beliebige Reinigungs-
schritte. Mit einer einfachen Sp/z- und Mix-
Strategie lassen sich so sehr schnell grof3e
Substanz-Bibliotheken erzeugen. Allerdings
muf3 nach Erhalt eines /Ais die aktive
Komponente durch ein geeignetes Dekon-
volutionsverfahren ermittelt werden™”. Die
Identifizierung kann auch ohne Dekon-
volution, z.B. mit Hilfe der frontal affinity
chromatography und mit der Massenspektro-
metrie erfolgen™. Fin weiterer Punkt ist die
on-bead Prisentation der Zielmolekdle auf der
Oberfliche der Festphase, die als Modell fiir
polyvalente Wechselwirkungen dienen kann.

Desweiteren unterscheidet man bei der
Synthese von Kohlenhydrat-Bibliotheken
zwischen Synthesen eines geschitzten
Glycosyldonors mit einem freien” oder mit
einem geschiitzten Akzeptor”. Die erste
Strategie ~ wurde entwickelt, um die
erheblichen  Syntheseanforderungen  der
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orthogonal geschutzten Saccharid-Bausteine
zu vermeiden™. Nach dem Vorbild dieses
Verfahren wurde auch die in dieser Arbeit
verwendete fucosylierte und  sulfatierte
Trisaccharid-Bibliothek  hergestellt. ~ Aus-
gangspunkt war ein perbenzyliertes Fucosyl-
Trichloracetimidat, das an einen freien
Lactose-Akzeptor — gekoppelt wird.  Die
Reaktion wurde in Loésung durchgefihrt.
Der Hauptnachteil dieses Verfahren liegt in
der ungentigenden Kontrolle des Glyco-
sylierungsgrads, so dal Mehrfach-Glyco-
sylierungen unvermeidlich sind. Zur Ver-
meidung dieses Problems wurde eine
Strategie entwickelt, in der der Donor und
der Akzeptor geschiitzt sind”. Ein zentraler
orthogonal geschiitzter building block wird
nach selektiver Entschiitzung mit einem
Thioglycosid-Donor umgesetzt. Nach er-
neuter Entschitzung und anschlieBender
Kopplung erhilt man so verzweigte
Oligosaccharide.

Als Festphasen-Synthese wurde ein bi-
direktionaler Ansatz entwickelt. Ein im-
mobilisierter  Benzyl- und Tetrahydro-
pyranyl-geschiitzter Thioglycosid-Donor
reagiert parallel mit mehreren unter-
schiedlichen Glycosyl-Akzeptoren zu ver-
schiedenen Disacchariden. Nach Ver-
einigung und Abspaltung der Tetrahydro-
pyranyl-Schutzgruppe vom urspriinglichen
Donor erfolgt eine erneute Umsetzung mit
einem weiteren Benzyl-geschutzten
Thioglycosid-Donor ~ zur  Trisaccharid-
Bibliothek™.

Trotz des zunehmenden Interesses an
den zahlreichen an Glycoproteinen und
Zelloberflichen  vorkommenden  Oligo-
sacchariden, wurden insgesamt nur relativ
wenige Strategien zur Synthese von
kombinatorischen Kohlenhydrat-Biblio-
theken entwickelt. Vielmehr werden oft
Parallelansitze gewihlt, die jedoch eher
Anordnungen  analoger  Verbindungen
darstellen, als wirkliche Bibliotheken®.

10



2.7 Die E-Selektin Bindungsstelle

Die erste Rontgenstruktur einer Selektin-
dhnlichen Mutante des rat mannose-binding
Proteins (MBP-A) wurde 1992 mit 1.7 A
Auflésung aufgeklirt”. Die Calciumab-
hingigkeit der Bindung des zum C-Typ
gehorenden Lektins konnte mit der CRD-
Domine (carbobydrate recognition domain) im
Komplex mit einem Asparaginyl-Oligo-
saccharid gezeigt werden. Es wurden
insgesamt drei gebundene Calciumatome an
verschiedenen Stellen gefunden, wobei sich
zwel Calciumatome dieselben Aminosduren
(Glu165 und Asp194) teilen.

Nur die terminale Mannose zeigt
Kontakte zur CRD-Region und komplexiert
mit der an der 3- und 4-Position stehenden
Hydroxylgruppe das Calcium zwei zu einer
pentagonalen Bipyramide. Die Koordinier-
ung der Mannose erfolgt in apicaler Position,
so daf} das Calcium 8-fach koordiniert ist.
Jeweils ein Elektronenpaar der Hydroxyl-
gruppen ist dem Calcium zugewandt. Das
Wasserstoffatom der 3-OH Position bildet
eine Wasserstoffbriicke mit dem Carboxylat
vom Glu193. Das Sauerstoffatom der 4-OH
Gruppe dient als Wasserbriickenakzeptor
zum Amidproton der Asparaginseitenkette.
In der Kohlenhydrat-freien Kiristallstruktur
Gbernimmt ein Wassermolekil die Rolle der
Mannose. Dieser Bindungsmodus unter-
scheidet sich wesentlich von dem der
Pflanzenlektine (Concanavalin A*, Erytrina
corallodendron Lektin®, — Lathyrus ochrus lso-
lektin®). Bei diesen Lektinen dienen die
Metallionen zur strukturellen Integritit und
Positionierung der an der Kohlenhydrat-
bindung beteiligten Aminosiuren und sind
nicht direkt am Zucker koordiniert.
Mutagenese-Experimente zeigten, dal} bei
einer Mutation der Aminosdure Asnl87 zu
Asp die Fahigkeit zur Bindung des Calciums
erhalten bleibt, eine Bindung zur Mannose
jedoch nicht mehr zu erkennen ist”.

Die Bindungsspezifitit des MBP-A ist
nicht auf die D-Mannose beschrinkt,
vielmehr wird auch N-Acetyl-D-glucosamin
(GleNAc), D-Glucose und  L-Fucose
erkannt. Thnen ist gemeinsam, dal} bei einer
Superpositionierung der Ringatome die 3-
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und 4-OH-Gruppen in dquatorialer Lage
sind und somit das Calcium koordinieren
konnen. Bei der L-Fucose ist dies nur
moglich, wenn die Cl- und Co6-Position
gegentiber der D-Mannose ausgetauscht
sind. D-Galactose wird nicht gebunden. Die
axiale 4-OH Gruppe kann nicht mit dem
Calcium wechselwirken und uberlagert sich
mit der Position des CP-Atoms vom His189.

Als Basis fiir viele weitere Arbeiten diente
die Rontgenstruktur der lec/EGF-Domine
des E-Selektins von 1994%. Die 3D-Struktur
des in CHO-Zellen exprimierten Proteins
konnte mit einer Auflésung von 2.0 A
aufgeklart werden. Zusitzlich wurde das
Protein mit N-Glycanase deglycosyliert.

Das generelle Faltungsmuster ist dem des
rat  mannose-binding Protein sehr dhnlich,
obwohl die Sequenzhomologie nur ca. 30%
betrigt. Die strukturellen Unterschiede
verteilen sich auf verschiedene Bereiche.
Insertionen bei Aminosdure 45-47 und
95-99  vergroBern einen Logp  bzw.
verlingern einen B-Strang (B4 und B5). Eine
weitere wesentliche Verinderung ergibt sich
im Loop einer Calciumbindungsstelle (AS 84-
87) (Calciumbindungsstelle eins im MBP-A).
Obwohl hier keine Insertion oder Deletion
stattfindet, geht durch Austausch von
Gly190 und Gly192 in Gln und Asp eine
Calcium-Bindungsstelle  im  E-Selektin
verloren. Bemerkenswert ist, dall die
Calcium-Bindungstelle sowohl strukturell als
auch sequentiell dem MBP-A entspricht
(Tabelle 3). Nur das Glu88 differiert in der
Position und kann somit nicht mit dem
Calcium koordinieren.

MBP-A | E-Selektin (lec/EGF)

Glu185, Asn187, Glu80, Asn82, Glu8s,
Glu193, Asn205, Asp206 | Asn105, Asp106

Tabelle 3: Sequenzvergleich im Bereich der
Calciumbindungsstelle: MBP-A/E-Selektin
(lec/EGF). Glu88 ist im E-Selektin nicht mehr
an der Calciumbindung beteiligt.

Eine von den insgesamt drei gefundenen
Calcium-Bindungsstellen  ist durch die
Kristallisation bedingt. Im nativen System
werden lediglich zwei Metallatome in der
CRD-Region koordiniert. Ein Calciumatom
am Glul85, Asn187, Glu193, Asn205 und
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Abbildung 4:

Die lec/EGF-Domine des E-Selektins ist als Connolly-Obetfliche dargestellt. Das

koordinierte Calcium ist gelb eingefirbt, die roten Aminosiauren sind an der Calciumbindung beteiligt und
die dunkelblauen Aminosiuren sind fiir die Bindung des sLe* essentiell.

am Asp 206 und ein Calciumatom am
Glu165 und am Asp194.

Mit Hilfe von  Mutageneseexperi-
menten™” konnte gezeigt werden, dal3
folgende Aminosduren fur die Bindungs-
affinitit wichtig sind: Tyr48, Asn82, Asn83,
Glu92, Tyr94, Arg97, Lys111 und Lys113. In
Abbildung 4 ist die Kohlenhydratbindungs-
tasche mit dem Calcium und den essentiellen
Aminosauren gezeigt.

In neueren Studien wurde eine MBP-A
Mutante, in der die Aminosduren 211-213
gegen drei Lysine ausgetauscht wurden,
einzeln, im Komplex mit sLe®, 3“-Sulfo-Le"
und 4°Sulfo-Le* kristallisiert”. Durch die
Bindung der Liganden wurde die Kristall-
struktur des Proteins kaum beeinfluf3t. Die
Rontgenstrukturanalyse, mit einer Auflosung
von 1.95-2.1 A, zeigte eine Koordinierung
der Fucose nicht tber die 3-OH und 4-OH
Gruppe — wie bei der Mannose (MBP-A) —
sondern tber die 2-OH und 3-OH Gruppe
am  Calcium. Das Lys211, welches
komplementir zum Lys111 im E-Selektin
ist, bildet mit dem Sialyl-Lewis® und dem
3“Sulfo-Lewis® eine Wasserstoffbriicke zur

4-OH Gruppe der Galactose aus. Im
4‘-Sulfo-Lewis® Komplex erfolgt eine
Stabilisierung der Bindung in Form einer
Salzbriicke zur Sulfatgruppe. Zusitzlich
findet sich im Sialyl-Lewis® Komplex eine
Wasserstoffbriicke ~ vom  exocyclischen
Acetamido Sauerstoff zum N2 des Asn187.
Eine weitere Wasserstoffbriicke bildet die
6-OH Gruppe des GIcNAc zum His189 aus.
Dieses Histidin ist jedoch im E-Selektin
nicht in der Bindungsregion lokalisiert und
ist somit nicht an der Bindung zum
Liganden beteiligt”. Ebenfalls befindet sich
im MBP-A an der Position, in der im
E-Selektin das Tyr94 sitzt, das Vall99.
Dieses Tyr94 scheint aber aufgrund von
Mutagenese-Experimenten essentiell fir den
Bindungsmodus des sle’ zu sein. In
Bindungsmodellen" verstirkt eine Wasser-
stoffbriicke zur 6-OH Gruppe der Galactose
die Bindungsaffinitit zum E-Selektin. Durch
chemische Modifikationen an der 4-OH und
0-OH Gruppe der Galactose konnte eine
Beteiligung dieser Gruppen am Erkennungs-
prozeB nachgewiesen werden”. Mittels STD
NMR-Spektroskopie wurde dieses bestitigt™.

12



Asn1g7 W
S _

. Val199
i

Abbildung 5:

Einleitung

7,

Asn187

Stereodarstellung der MBP-A-Mutante (rat mannose-binding Protein) im Komplex mit

Sialyl-Lewis®. Das Protein ist als Connolly-Obetfliche dargestellt. Das koordinierte Calcium ist gelb
eingefirbt, die roten Aminosduren sind an der Calciumbindung beteiligt und die dunkelblauen
Aminosiuren sind fiir die Bindung des sLex essentiell. Zusitzlich ist das Val199 griin eingefirbt. An dieser
Position befindet sich im E-Selektin das Tyr94, das wichtig fiir den Bindungsmodus des Sialyl-Lewis* ist.

Ein Modellkomplex des E-Selektins®”
zeigt, dall das Arg97 eine ionische
Interaktion mit der Carboxylatgruppe der
Sialinsdure des Sialyl-Lewis™ ausbildet. In der
Rontgenstruktur der MBP-A Mutante zeigt
die Sialinsiure keine Proteinkontakte. Die
Sialinsaure ist vielmehr in der Nahe von
Lys111 lokalisiert.

Ob eine Bindungshomologie des Sialyl-
Lewis® zwischen der MBP-A Mutante und
dem E-Selektin besteht, ist unklar. Die
Aminosiuren der Calciumbindungsstelle und
deren dreidimensionalen Gestalt sind zwar
denen des E-Selektin sehr dhnlich, andere
Aminosiduren wie das His189, Tyr94, Arg97
unterscheiden sich jedoch mafB3geblich. Auch
die Position der Sialinsiure im MBP-A
Komplex ist wahrscheinlich im Bindungs-
modus mit dem E-Selektin nicht wiedet-
zufinden. Im MBP-A Komplex liegt die
negative Ladung der Sialinsidure aufBlerhalb

der Kavitit — es ist zu vermuten, dal3 die
negative Ladung der Carboxylatgruppe eher
durch  eine  positive Ladung einer
Aminosiure auf der Proteinoberfliche
abgesittigt wird.

2.8 Die bioaktive Konformation
des sLe”

Alle drei Selektine erkennen das gleiche
Grundmotiv, sLe® und sLe". Die bioaktive
Konformation des Tetrasaccharids konnte
mit Hilfe von NMR-Untersuchungen und
distance-geometry Verfahren ermittelt

50,51,52,53,54

werden

Fir die NMR-Analyse sind die #ransferred-
NOESY Experimente von besonderer
Bedeutung™®"*™*, Mit dieser Methode
gelingt es, Liganden im gebundenen Zustand
NMR-spektroskopisch ~ zu  untersuchen.
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Grundlage ist eine reversible Bindung des
Liganden am Protein und eine Dis-
soziationskonstante K, von 10° [M] bis
107 [M]. Die Auswertung von #NOE-
Aufbauraten ergibt dann Interproton-
distanzen, die als constraints zu einer
dreidimensionalen Struktur fithren.

In Losung liegt das sLe® als komplexes
Gemisch von Konformeren vor, das
hauptsachlich durch die Variabilitit der
a-D-NeuNAc-(2-3)--D-Gal glycosidischen
Bindung geprigt ist™***. Am E-Selektin
gebunden, liegt das Tetrasaccharid nur in
einer Konformation vor (Abb. 6)™*.

- S /

Abbildung 6: Bioaktive Konformation des
Tetrasaccharids sLe**.

Die Torsionswinkel der glycosidischen
Bindungen sind in Tabelle 4 gezeigt.

@ (H1-C1-O1-Cx, | P (C1-O1-Cx-Hx),

fur NeuNAC fur NeuNAC

C1-C2-02-Cx) C2-02-Cx-Hx)
NeuNAc/Gal |-76° + 10°, 6° + 10°,

-58° + 5° -22° + 5°

-43° -12°
Gal/GIcNAc | 39° + 10°, 12° + 6°,

24° + 5° 34° + 3°

45° 19°
Fuc/GIcNAc |38° +7°, 26° + 6°,

71° + 3° 14° + 2°

29° 41°

Tabelle 4:  Glycosidische Winkel der bioaktiven
Konformation von sLe*. Gezeigt sind die Daten
von drei NMR-Analysen. Weil unterlegt”,
hellgrau unterlegt® und dunkelgrau unterlegt™.

Obwohl die bioaktive Konformation des
sLe® gut beschrieben ist und die Rontgen-
struktur vom E-Selektin bekannt ist, konnte
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die genaue Position vom sLe" in der Protein-
bindungstasche noch nicht experimentell
nachgewiesen werden.
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3. Methoden

Die Entwicklung neuer Pharmaka ist sehr
kostenintensiv (300-600 Mio US Dollar), da
sie bis zur Markteinfithrung eines neuen
Produktes eine Vielzahl von Testverfahren
durchlaufen muf3. Bis ein Medikament
tberhaupt in die klinischen Phasen eintritt,
vergehen in der Regel Jahre. Die pharma-
kologische Wirkung eines Priparates gentgt
nicht. Fragen der Bioverfiighbarkeit, Pharma-
kokinetik und Pharmakodynamik bis hin zur
Toxizitit missen vorher an zz vitro-Systemen
und Tiermodellen geklirt werden.

Ein erster wichtiger Teilaspekt ist die
Entwicklung einer Leitstruktur und deren
Optimierung.  Aufwendige  sereening-Ver-
fahren prifen zunichst groBe Substanz-
bibliotheken auf biologische Aktivitit.
Ergibt sich aus dem Testverfahren ein /i, so
wird diese Substanz identifiziert und
durchlduft, falls sie eine neue geeignete
Leitstruktur ist, einen Optimierungsprozess.

Theoretische Methoden im Bereich des
Wirkstoffdesigns setzen an unterschied-
lichen Punkten an. Abhingig von den
Voraussetzungen ergeben sich verschiedene
Vorgehensweisen. Als Beispiele sind hier
Ligand-basierende =~ Verfahren wie die
CoMFA- (comparative molecular field analysis)
und QSAR-Analysen (guantitive  structure-
activity relationship) zu nennen. Im Bereich der
Receptor-basierenden Methoden finden das
docking und das De novo-Design Anwendung.

3.1 Experimentelle Methoden
zur Untersuchung von
Protein-Ligand-
Wechselwirkungen

Die erste grundlegende Frage lautet:
Bindet ein Ligand an das Zielprotein, oder
bindet er nicht. Fur die Beantwortung dieser
Frage wurden eine Reihe von Bindungs-
assays  etabliert: FACScan  Analysen,
ELISAs, RIAs, BIAcore und Floureszenz-
assays um nur die wichtigsten zu nennen.
Allen Methoden ist gemeinsam, dal3 nur eine
Antwort beziiglich der Bindungsstirke des
Liganden erhalten wird. Die strukturellen
Eigenschaften der Protein-Ligand-Wechsel-
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wirkungen sind mit diesen Methoden jedoch
nicht zuginglich. Noch komplizierter wird
es bei der Untersuchung von Ligand-
mischungen. Die oben aufgelisteten Ver-
fahren konnen nicht die bindende Spezies
direkt aus der Mischung identifizieren. Nur
tber aufwendige Dekonvolutionsverfahren
konnen Binder und Nichtbinder unter-
schieden werden. Es ist also notwendig neue
Strategien und Methoden zu entwickeln, die
zum  sereening  von  Substanzbibliotheken
geeignet sind. Die NMR-Spektroskopie hat
sich hier als besonders fruchtbar erwiesen.

3.1.1 NMR-Methoden zur
Untersuchung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen

Die detailliertesten Daten liefert die
Rontgenstrukturanalyse, in der ein Protein
mit seinem Liganden cokristallisiert wird.
Allerdings gelingt dies nur selten und ist mit
erheblichem Aufwand verbunden.

Daher gewinnt die NMR-Spektroskopie
immer mehr an Bedeutung. Mit ihr ist es
nicht nur moglich unter anndhernd
physiologischen Bedingungen zu messen, die
NMR-Spektroskopie ist auch als
zerstorungsfreie Methode flr viele nicht-
kristallisierbare ~ Proteine  das  einzige
Verfahren  fur  die  Strukturanalyse.
Insbesondere #NOESY, Diffusions basierte
screening-Methoden®™”, Sattigungstransfer-
Differenzmethoden und Relaxationzeitmes-
sungen” liefern wertvolle Informationen
tber Protein-Ligand-Wechselwirkungen.

3.1.2 Der Nuclear Overhauser
Effect (NOE)

Neben  der  skalaren  Kopplung
(J-Kopplung) und deren Abhingigkeit vom
Diederwinkel iber die Karplus-Beziehung®,
ist der NOE" (Nuclear Overbanser Effect) der
wichtigste NMR-Struktur-Parameter.

Als reines Relaxationsphinomenen ent-
wickelt sich der NOE mit der dipolaren
Kreuzrelaxtionsrate 0. Diese ist zum
Abstand der betrachteten Atomkerne mit
dem Faktor 1/1° proportional. Die mit dem
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NOE bestimmten Abstinde liegen im
Bereich zwischen 2-5 A. Im homonuklearen
Fall ist o,y naherungsweise durch folgende
Gleichung definiert:

B"’—HZ n2y* B 61,

O -6
-1.0ns Gl 1

T1s = Mrg 10 f+4w’r,’ &
(o)
to = Permeabilitat im Vakuum [411107 Js2C2m"]
y = gyromagnetisches Verhaltnis ['H 2.675 108rad T-'s"]
. = Korrelationszeit []
w = Lamorfrequenz des betrachteten Kernes [s']

Dem entgegen wirkt die direkte dipolare
Relaxation p;q. Im Zweispinsystem kann der
Gesamt-NOE (ny) wie folgt beschrieben
werden.

N = Vi Woys =W ~YiO0is 5

Is .
Vs 2Wy + Wys + Wos Vs Pis

wis = gyromagnetische Verhaltnisse der Kerne | und S

Was = Zweiquanteniibergangswahrscheinlichkeit

Wois = Nullquanteniibergangswahrscheinlichkeit

Wi = Einguanteniibergangswahrscheinlichkeit

os = Kreuzrelaxationsrate des Zweispinsystems

ps = direkte dipolare Relaxation

In Abbildung 7 ist die Abhingigkeit des
maximalen NOEs vom Produkt aus der
Spektrometerfrequenz w und Korrelations-
zeit 1. dargestellt. Die Korrelationszeit ist
ein Mal3 fiir die molekulare Beweglichkeit.
Bei wr. = 1, sind W, und W, identisch und
es ist kein NOE beobachtbar.

NOE
(o)
0,5 —t

OTc
0,1 1 10 100

0,5

Abbildung 7:  Abhingigkeit des max. homo-
nuklearen NOE von wic.
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Der Nulldurchgang liegt bei einer
Spektrometerfrequenz von 500 MHz bei
Molekilen — mit  einer Masse  von
=1000-1500 Da. Fur die Extrema des extreme
narrowing limit - (Wt << 1, sehr kleine
Molekile) und des spin diffusion limit (. >>
1, sehr gro3e Molekiile) kann der steady-state
NOE maximal +0.5 bzw. —1 erreichen.

3.1.3 Der transferred Nuclear
Overhauser Effect (trNOE)

Der #NOE (transferred Nuclear Overhauser
Effecty wurde erstmals an synthetisch
hergestellten Oxytocin-Analoga beobach-
tet™”. Normalerweise liefern kleine Molekdle
positive NOEs und scharfe NMR-Signale.
In Gegenwart des Proteins Neurophysin
zeigten diese Verbindungen jedoch negative
NOEs und breite Linien. Der gebundene
Ligand verhilt sich also beziiglich seiner
molekularen Beweglichkeit wie das Protein.
Die #NOESY-Signale stellen somit Mittel-
werte des gebundenen und freien Zustands
dar. Dartber hinaus konnen Protonen-
abstinde uber #NOE-Aufbaukurven be-
stimmt werden. Der Wechsel des NOE-
Vorzeichens vom bindenden Liganden kann
auch zur Untersuchung von Substanz-
bibliotheken genutzt werden™”. In Ab-
bildung 7 ist das Prinzip des #NOEs
dargestellt.

Freier Ligand

O
Relaxation \ o
0
Markierter Ligand

Abbildung 8: Schematische Darstellung der
reversiblen Wechselwitkung zwischen einem
Protein und seinem Liganden. ko, und kog sind
die Assoziationsrate bzw. die Dissoziationsrate.
Der dunkelblau gezeichnete Ligand erfihrt in
der Bindungstasche eine Markierung mit der
Kotrelationszeit des Proteins.
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Voraussetzung fir die Beobachtung des
#NOEs ist eine reversible Bindung des
Liganden am Protein. Ausgehend von der
Annahme, dal die Geschwindigkeits-
konstante k, diffusionskontrolliert ist, (k,, O
10° - [P] s, [P] = Proteinkonzentration) und
die Dissoziationskonstante im Bereich von
10° bis 107 M liegt, ergibt sich eine
Geschwindigkeitskonstante k ; von 10" bis
10° s'. Der formalistische Zusammenhang
ist in Gleichung 3 und 4 gezeigt.

P+L <—= PL Gl 3

[Pl = Proteinkonzentration [mol/]

[L] = Ligandkonzentration [molll]

[PL] = Protein-Ligand-Komplex-Konzentration [mol/l]
Ko = Dissoziationskonstante [M]

ket = Dissoziationsrate [s']

ko = Assoziationsrate [s]

Fir die Beobachtung von #NOEs ist die
gemittelte Kreuzrelaxationsrate <o> von
entscheidender Bedeutung. Sie setzt sich aus
den Kreuzrelaxationsraten des Liganden im
frelen Zustand o, und im gebundenen

Substanz-
bibliothek

Protein

/JHI\ Selektiver Sattigungspuls

O Bindendes Molekdl

2\ Nichtbindendes
Molekdl

By B

Zunehmende Séttigung

Abbildung 9:
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Zustand oy zusammen. Im gebundenen
Zustand ist die Kreuzrelaxationsrate oy
direkt proportional zur MolekilgroBe des
Proteins. Somit liefern Komplexe mit
groBBen Proteinen gro3ere #INOEs.

<0>=Ngop + Ngog Gl 5
Ne = Anzahl der freien Protonen.

Ns: = Anzahl der Protonen im gebundenen Zustand.

or = Kreuzrelaxationsrate im freien Zustand.

os = Kreuzrelaxationsrate im gebundenen Zustand.

Fir einen NOE, der den gebundenen
Zustand reprasentiert, muf} gelten:

N2 | << [Nz | Gl. 6

3.1.4 STD NMR-Spektroskopie

Die STD NMR-Spektroskopie (saturation-
transfer-difference) ist eine Methode zur Unter-
suchung von Substanzbibliotheken —auf
Bindungsaktivitit an  makromolekularen
Rezeptoren.

op
Po

O
AN

.,

O A O
PANIGIVAN
'
9
Séttigungs-
dauer

o
(]

D
S

>0

Schema des Sittigungstransfer. Ein selektiver Sittigungspuls verteilt mit zunehmender

Sittigungsdauer iiber Spindiffusion die Magnetisierung auf das gesamte Protein. Nur der bindende Ligand
wird gesittigt und gelangt iiber chemischen Austausch wieder in Losung, wo er detektiert wird.
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Das Verfahren ist sowohl fir die Auf-
nahme von 1D- sowie zur Aufnahme von
2D-Spektren geeignet und liefert nur Signale
der bindenden Spezies™”. In Proteinen ist
die Spindiffusion besonders stark ausge-
prigt. Uber das groBe Netzwerk von dipolar
gekoppelten Kernen sollte ein Magnetisie-
rungstranfer gut gelingen. Eine selektive
Sattigung  einzelner  Protein-Resonanzen
fihrt also schnell zu einer Verteilung der
Magnetisierung auf das gesamte Protein™.
Bindet ein niedermolekularer Ligand an das
Protein, so wird die Magnetisierung auf den
Ligand tbertragen. Die Effizienz des Ma-
gnetisierungstransfers hingt von der Vorsat-
tigungsdauer, von der Bindungsstirke und
vom UberschuB3 des Liganden ab. Dement-
gegen wirkt die T; Relaxation des Liganden
im freien Zustand, also die Zeitkonstante
mit der sich die Gleichgewichtsmagnetisie-
rung wieder einstellt. Nicht-bindende Ligan-
den erfahren tber das Protein keine Satti-
gung und zeigen bei dem on resonance Expe-
riment keine Verdnderung der Signalinten-
sitiat. Bildet man nun die Differenz aus dem
Spektrum in dem das Protein keine Sitti-
gung erfahren hat (off resonance) und dem,
welches durch Vorsittigung (on resonance) an
Signalintensitit verloren hat, erhilt man ein
Spektrum, das nur Resonanzen vom gebun-
denen Liganden enthilt. Es ist allerdings
darauf zu achten, daf3 die Liganden in der
Mischung nicht direkt vom Sittigungspuls
beeinflu3t werden durfen.

3.1.5 Relaxationszeit-Messungen

Die transversale- und die longitudinale
Relaxationszeit sind ein Mal3 fiir die Beweg-
lichkeit von molekularen Systemen. Je un-
beweglicher bzw. gréBer das Molekdil ist,
desto kiirzer werden die transversalen Rela-
xationszeiten (T,-Relaxation). Nutzt man
dieses Phinomen zur Untersuchung von Re-
zeptor-Ligand-Wechselwirkungen, so sollte
der bindende Ligand mit der Korrelations-
zeit des Proteins markiert sein und somit
eine kiirzere T,-Relaxationszeit besitzen als
der freie Ligand™". Die Signale der nicht-
bindenden Komponenten sind unbeeinfluf3t
und zeigen ihr normales Relaxationsverhal-
ten. Als besonders erfolgreich hat sich die
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Messung der transversalen Relaxationszeit
(T,) herrausgestellt”, da hier eine kontinuier-
liche Abnahme der T,-Zeit bei immer grofer
anwachsender Molekularmasse zu beobach-
ten ist. Zwei Methoden fir die Bestimmung
der T,-Zeit werden hauptsichlich ange-
wandt. Das eine Verfahren benutzt einen
spinlock-Filter”. Die andere Methode ver-
wendet zur Messung der transversalen Rela-
xationszeit die CPMG-Pulssequenz”. Bei
beiden Verfahren wird die gesamte Magneti-
sierung in der transversalen Ebene gehalten,
so dal3 nur die Spin-Spin-Relaxation wirksam
ist. Die Abnahme der Signalintensitit wird
dann nach unterschiedlichen spinlock-Zeiten
gemessen und man erhilt die T,-Zeit. Die
CPMG-Pulssequenz besteht aus einem spin-
echo-train, dal3 hei3t die durch einen 90° Puls
erzeugte transversale Magnetisierung wird
durch eine Abfolge von refokussierenden
180° Pulsen in der xy-Ebene gehalten. Der
Abbau der Magnetisierung erfolgt nur tber
T,. Beim spinlock-Verfahren wird die Magne-
tisierung nach einem 90° Puls durch Anle-
gen eines schwachen 7/£Feldes in der trans-
versalen Ebene gehalten. Der Abbau erfolgt
dann longitudinal zum effektiven Feld und
wird dann Spin-Gitter-Relaxation im rotie-
renden Koordinatensystem T, genannt. In
Losung ist T, allerdings identisch mit T,.

3.2 Das molecular modeling

Hohe Rechnerleistungen haben in jing-
ster Zeit das molecular modeling als neues Ar-
beitsgebiet auch fir Makromolekiile eta-
bliert. Man versteht unter diesem Begriff die
Darstellung, Berechnung und Bearbeitung
von realistischen dreidimensionalen Mole-
kilstrukturen und ihren physikochemischen
Eigenschaften.

Grundsitzlich sind zwei Vorgehenswei-
sen moglich. Der eine Ansatz extrapoliert
bereits bekannte experimentelle Daten auf
die raumliche Gestalt und auf die physiko-
chemische Eigenschaften der zu untersu-
chenden Struktur. Wahrend die andere Me-
thode versucht, ausgehend von den Natur-
gesetzen mit moglichst genauen Rechenver-
fahren Aussagen zu erhalten. Hierzu geho-
ren die quantenmechanischen Verfahren
und die Kraftfeld-Methoden.
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Interaktive Computergraphik

Modellierung kleiner Molekdile

Molekulvergleich

Modellierung von Proteinen

Modellierung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen

Liganden-Design

Tabelle 5:
forschung™.

3.2.1 Strukturbasiertes

Wirkstoffdesign

Das  strukturbasierte ~ Wirkstoffdesign
definiert sich als quantitative Beschreibung
von Protein-Ligand-Wechselwirkungen.
Ausgehend von einer 3D-Struktur des
molekularen zargets wird ein Ligand gesucht,
der optimal in die Bindungstasche des
Proteins pallt. Das Ziel wird dann erreicht,
wenn durch hohe Komplementaritit die
Wechselwirkungsenergie maximal wird.

Der erste Schritt beim Design von
Liganden fiir ein Zielprotein mit bekannter
Struktur ist die genaue Analyse der
Bindungsregion. Fir diese Untersuchung
stchen eine Reihe von Verfahren zur

Verfiigung. Das Programm Grid”
beispielsweise  berechnet die Wechsel-
wirkungsenergien  von verschiedenen
Sondenmolekiilen in einem drei-

dimensionalen Gitter auf der Proteinober-
fliche. Die Visualisierung von Isopotential-
rdumen erlaubt dann die Beurteilung, in
welchen Gebieten die Wechselwirkungs-
energien der Sonde, z.B. eine primire
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Darstellung von 3D-Strukturen

Strukturerzeugung (CONCORD, CORINA)
Molekulmechanik - Kraftfelder
Molekuldynamik

Quantenmechanische Verfahren
Konformationsanalyse

Berechnung physikochemischer
Eigenschaften

Uberlagerung von Molekulen nach ihrer
Ahnlichkeit

Volumenvergleich

3D-QSAR (z.B CoMFA-Methode)

Sequenzvergleiche von Proteine
Protein-Homologiemodeling
Simulation der Proteinfaltung

Berechnung von Bindungskonstanten
docking von Liganden

Suche in 3D-Datenbanken
Strukturbasiertes Liganden-Design
De novo-Design

Ubersicht iiber die wichtigsten Methoden des molecular modelings in der Pharma-

Amingruppe mit der Proteinoberfliche, am
grof3ten ist.

Sind bereits verschiedene Liganden
bekannt, so kann deren  Struktur-
Wirkungsbeziehungen mit dem Protein
untersucht werden. Essentielle Wechsel-
wirkungen sind dann Grundlage fir die
weitere Optimierung der Substanzen. Aus
dieser iterativen Vorgehensweise kann ein
Design-Cyclus etabliert werden.

3D-Struktur-

bestimmung 3D-Struktur des Ligandendesign
/’ Proteins \v
Biologisch Entwurf eines
aktiver Ligand Liganden
\ Synthetische 4/
Prafung Verbindung Synthese
Abbildung 10:  Design-Cyclus. Startpunkt ist
hiufig die Bestimmung der 3D-Struktur des
Proteins.
Bei der Struktur eines Wirkstoffes
unterscheidet man zwischen verschiedenen
Bereichen des Molekiils:
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- Der Pharmakophor, der fir die
spezifische Bindung verantwortlich
ist und bei dem die Variation nur im
geringen Mal3e stattfinden kann.

- Zusitzliche  Gruppen, die eine
stitkere Bindung und somit eine
Erhéhung der biologischen Wirkung
bewirken.

- Weitere Gruppen, die eine Bindung
nicht beeinflussen, jedoch durch
Anderung  der  Lipophilie  die
Verteilung im biologischen System
bewirken.

- Abspaltbare oder modifizierbare
Gruppen, die erst im Organismus
ithre eigentliche Wirkung entfalten.

Entscheidend fir die Optimierung einer
Leitstruktur  ist nun  eine  gezielte
Modifizierung der dreidimensionalen Gestalt
des Wirkstoffes. Die Anderung der physiko-
chemischen Eigenschaft wird dann zur
héheren Wechselwirkungsenergien fihren,
wenn die Komplementaritit maximal wird.
Die Ansatzpunkte verschiedener Modifizier-
ungsmoglichkeiten kann man folgender-
malien beschreiben.

- Die Anderung der Lipophilie durch
Erginzung oder Entfernung von
hydrophoben  oder  hydrophilen
Gruppen.

- Variation der Substituenten eines
aromatischen oder heterocyclischen
Rings.

- Einfihrung oder Entfernung von
Heteroatomen in Ketten oder

Ringen.
- Variation der Substituenten an
Heteroatomen.

- Modifizierung der Kettenlinge eines
aliphatischen  Restes oder eines
Brickengliedes.

- Einfihrung von raumerfillenden
Substituenten zur Stabilisierung einer
energetisch sinnvollen Konformation.

- Anderung der RinggroBe alicyclischer
oder heterocyclischer Ringe.

- Einfihrung flexibler Teilstrukturen in
Ringe.

- Einbau von Verzweigungen oder
Anfiigen von Ringen (Rigidisierung).
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- Offnen von Ringen.

- Entfernung von Chiralititszentren
zur Vereinfachung der Struktur.

- Einfihrung von Chiralititszentren
zur Erhohung der Selektivitit.

All diese Schritte kénnen unidirektional
oder parallel an verschiedenen Bereichen des
Wirkstoffs durchgefithrt werden. Es ist der
Erfahrung und der Intuition des Designers
Uberlassen, wo und wie er das Molekil
verindert. In jedem Fall muBl nach einer
Modifizierung der Leitstruktur deren bio-
logische Aktivitit uberpriift werden.

Prinzipiell sind beim Wirkstoffdesign
zwei Wege moglich. Entweder wird eine
bekannte Struktur optimiert oder es wird
eine vollig neue Struktur entwickelt. Ein
Vorteil bei der Optimierung von bereits
vorhandenen Liganden besteht darin, dal3
man relativ schnell zu neuen potenten und
selektiven Strukturen gelangt. Allerdings
werden die Substanzen sehr nahe an der
Leitstruktur liegen. Vollig neue Strukturen
konnen sich aus dem anderen Weg ergeben,
dem ,heiligen Gral“ des Wirkstoffdesigns,
dem De novo-Design.

3.2.2 De novo-Design

Wiirde man alle Wechselwirkungen
zwischen Proteinen und Liganden verstehen,
wire man in der Lage nur aufgrund einer
3D-Struktur des Proteins einen mal-
geschneiderten Liganden zu entwerfen.
Leider sind die Kenntnisse noch
unzureichend und ein Universalmodell
existiert noch nicht. Dennoch gibt es einige
Verfahren, die durchaus Erfolge aufweisen
konnen, wie z.B. LeapFrog™. Auch hier steht
als Erstes die genaue Analyse der
Proteinoberfliche. Dies kann mit dem
bereits erwihnten Programm Grid erfolgen
oder mit der Berechnung des -elektro-
statischen DPotentials der Bindungsstelle.
Auch die Berechnung der Lipophilie und
Verteilung der funktionellen Gruppen, die
Wasserstoffbriicken  eingehen  koénnen,
erweist sich als brauchbar. Mit diesen ,,Hor#
Spots*, also den Bereichen, die entscheidend
tir eine hohe Wechselwirkungsenergie sind,
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kann ein stickweises Aufbauen eines
Liganden erfolgen. Aus einer Fragment-
bibliothek werden dann Molekiilteile an den
Stellen positioniert, die hohe Bindungs-
energien liefern. Eine Carboxylatgruppe wird
beispielsweise in direkter Nachbarschaft zu
einer Guanidiniumgruppe von der Seiten-
kette des Arginins plaziert. So wird Schritt
fir Schritt ein Molekil aufgebaut, dafl im
Idealfall als Resultat einen neuen hoch
affinen Liganden darstellt.

3.2.3 Docking

Ziel dieses Verfahren ist das Einpassen
cines oder mehrerer Liganden in die
Proteinbindungstasche. Oft wird eine 3D-
Datenbank mit mehreren hunderttausend
Substanzen  verwendet. Die Liganden
werden in verschiedenen Orientierungen
eingepalt und wenn moglich als flexible
Molekiile behandelt. Uber ein scoring werden
die besten Verbindungen selektiert und
dienen als  Grundlage fir  weitere
Untersuchungen. Das Programm DOCK*
ist ein Vorreiter in diesem Bereich. Dieses
Verfahren basierte allerdings nur auf
sterischer Komplementaritit. In der neuen
Version wird ein Kraftfeld fir die
Berechnung der Wechselwirkung verwendet
und ist damit wesentlich leistungsfihiger.

Wie bereits oben erwihnt ist nicht nur
die Positionierung des Liganden von
entscheidender Bedeutung, sondern auch
deren konformationelle Flexibilitat.
Zusitzlich  wird  hdufig  auch  eine
Verinderung der Bindungstasche selbst
beobachtet (induced fif). Die Suche nach der
optimalen Struktur des Protein-Ligand-
Komplex ist also essentieller Bestandteil des
dockings. Im idealen Fall entspricht das
Ergebnis einer Struktur, die ein Energie-
minimum des Proteins und des Liganden
darstellt. Ein genetischer Algorithmus®, der
sich besonders gut fir die Suche nach dem
Energieminimum eignet, findet sich im
Programm FlexiDock”, welches Bestandteil
im  Softwarepaket Sybyl” ist. Dieser
genetische Algorithmus basiert auf den
Regeln der biologischen Evolution und
beglinstigt in einem iterativen Prozel nur
Generationen von Strukturen, welche die
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hochsten Wechselwirkungsenergien besitz-
en. Das Programm arbeitet im Torsions-
winkelraum, in dem die Bindungslingen und
Bindungswinkel konstant gehalten werden.
Berticksichtigt werden die van der Waals-,
elektrostatischen- und Torsions-Energien
des Tripos-Kraftfeldes.

3.2.4 Konformationsraume

Wie sieht die energetisch giinstigste KKon-
formation des Liganden aus und wird der
Ligand in dieser Konformation gebunden?
Die Beantwortung dieser Fragen erfordert
eine systematische Analyse aller Positionen
und Konformationen der  Liganden.
Allerdings kann dies, abhingig von der
Anzahl an  Freiheitsgraden zu einer
unlosbaren Aufgabe fur die zur Zeit zur
Verfugung stehenden Computersysteme
werden. Somit miussen effiziente Such-
methoden entwickelt werden, die auch bei
groleren Molekiilen den Konformations-
raum vollstindig beschreiben.

Neben den  systematischen  Such-
methoden wurden Suchverfahren entwickelt,
die den  Rechenaufwand  reduzieren.
Zusitzlich zu dem oben beschriebenen
genetischen Algorithmus, ist das MMC-
Vertahren (wetropolis-monte-carlo) und die MD-
Simulation (molecular dynamic)  eine haufig
verwendete Methode. Das Programm
GEGOP* (geometry of glycoproteins), das als
Grundlage den MMC-Algorithmus ver-
wendet, wurde speziell zum Abtasten des
Konformationsraumes von Glycoproteinen
entwickelt. Das hier verwendete klassisch-
mechanische Kraftfeld besteht aus einem
erweiterten HSEA-Kraftfeld™ (bard sphere
exo-anomeric) zur Beschreibung des Kohlen-
hydratteils und dem ECEPP/2-Kraftfeld”
fir den Proteinteil. Man erhalt hierbei eine
Verteilungsfunktion,  die  Uber  eine
Boltzman-Statistik, die freie Enthalpie der
Molekiile liefert. Eine Populationsverteilung
bestimmter Gruppen von Konformeren
stellen dann die energetisch guinstigsten
Molekul-Ensembles dar und sind potentielle
Kandidaten fiir weitere docking-Experimente.
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3.2.5 Energiefunktionen

Zwel grundsitzliche Ansitze zeigen sich
im  molecular modeling. Wihrend der erste
Ansatz experimentelle Daten zur Vorhersage
von Struktur und  physikochemischen
Eigenschaften der Molekille verwendet,
werden im zweiten Ansatz die physikalisch-
en Naturgesetze als Grundlage zur
Berechnung des molekularen Systems be-
nutzt. Hierzu gehéren die ab initio-, semie-
mpirischen- und die Kraftfeldmethoden.

Die ab initio Vertahren sind nur fir kleine
Molekiile mit einer geringen Anzahl von
Schweratomen  geeignet.  Biopolymere
entziechen sich somit vollstindig dieser
Methode. Zu hoch wire der Rechen-
aufwand. Dennoch gibt es Hybridverfahren,
in denen die Bindungstasche quanten-
mechanisch und die Umgebung mit einem
Kraftfeld berechnet wird.

E = EBmdungslange + EBindungswmkel
+ ETorsion + Enichikovalem

o ""-@

1
E=5 D Klb= by

Bindungen

1
PRI ILACEICHE

Bindungswinkel

+ 2 Kp(1 + cos(nd — 9))

Torsionswinkel

N =

+ 2 (A7 = Cyr® + qq/Dr)

nichtgebundene
Atompaare

Abbildung 11: E ist die Gesamtenergie, die
sich aus Einzelbeitrigen zusammensetzt. Der
erste Tetm beschreibt die Energieinderung bei
Dehnung und Stauchung einer kovalenten
Bindung. Die Funktion entspticht einem
harmonischen Potentials und hat die Form einer
Parabel. by ist die Gleichgewichtsbindungslinge
und K, die Kraftkonstante. Fiir den Bindungs-
winkel wird eine dhnliche Potentialfunktion ver-
wendet - fiir das Totsionspotential eine cosinus-
Funktion. Der letzte Term steht fiir die nicht-
kovalenten Wechselwirkungen. Die ersten
beiden Ausdriicke bezeichnet man als Lennard-
Jones-Potential und beinhalten die abstoenden
und anziehenden Krifte. Im letzten Ausdruck
werden die elektrostatischen Wechselwirkungen
beschrieben.
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Die Kraftfeldmethoden sind empirische
Verfahren zur Berechnung von Molekdl-
geometrien und Molekiilenergien. Grundlage
dieses Modells ist die Annahme, dal
Bindungslingen und Bindungswinkel
zwischen Atomen Standardwerte annehmen.
Diese Standardwerte kénnen Ergebnisse von
quantenmechanischen  Rechnungen  sein
oder werden direkt aus kristallographischen
Daten gewonnen. Zusitzlich enthalt ein
Kraftfeld noch Terme fur nicht-kovalente
Wechselwirkungen und ein Term fir die
elektrostatischen Wechselwirkungsenergien.
Typische Kraftfelder — im Bereich der
Biopolymere sind das z.B. CHARMM®-
AMBER®-;, GROMOS”- und TRIPOS*-
Kraftfeld.

3.2.6 Clusteranalyse

Konformationsanalysen, die den Kon-
formationsraum abtasten, liefern zwar die
energetisch glinstigste Konformation - die
Interpretation der Trajektorien ist aber oft
schwierig. Fir multivariate Probleme, wie
die Korrelation von dhnlichen Kon-
formationen mit vielen Freiheitsgraden, ist
die hierarchische Clusteranalyse gut geeignet.

Ziel einer Clusteranalyse ist es nun, die
Konformationen eines grof3en Datensatz in
Familien dhnlicher Konformationen zusam-
menzufihren™".

Ausgangspunkt ist ein Datensatz mit
einer groflen Anzahl von Konformationen.
Sie werden Klassen zugeordnet, indem
zwischen den einzelnen Konformationen ein
Korrelationskoeffizient zwischen 0 und 1
berechnet wird. Diese Werte werden dann in
einer n On Matrix gespeichert. Die beiden
Konformationen, die den hoéchsten Wert
liefern, sind sich am 4hnlichsten und werden
zu einer neuen virtuellen Konformation
zusammengefal3t. Den neuen Korrelations-
koeffizient erhilt man, indem wvon den
beiden Ursprungskonformationen der je-
weils schlechtere ausgewahlt wird (complete
linkage). Durch mehrfache Wiederholung
erreicht man eine Einteilung der Ausgangs-
daten in Gruppen.

Dabei entsteht ein sogenannter Cluster-
baum, der sich auf einer Gruppe aufbaut
und in umgekehrter Reihenfolge in die
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Gruppen zerfillt. Man kann nun diesen
Clusterbaum an  verschiedenen Stellen
aufschneiden und erhilt so eine bestimmte
Anzahl an Gruppen. Innerhalb der Gruppen
bildet man die Mittelwerte der Winkel und
erhilt eine Verteilung und eine re-
prasentative Konformation der einzelnen
Klassen.

Da man aufgrund der GroBe der
Ahnlichkeitsmatrix nicht alle Konforma-
tionen eines groflen Datensatzes unter-
suchen kann, ist der hierarchischen
Clusteranalyse noch eine Diskriminanz-
analyse angeschlossen. Die Diskriminanz-
analyse ist ein Klassifikationsverfahren, dal3
im Gegensatz zur Clusteranalyse kein
strukturentdeckendes, sondern ein struktur-
prufendes Verfahren darstellt. Die Dis-
kriminanzanalyse hat also die Aufgabe
bekannte Gruppen zu untersuchen, wihrend
die Clusteranalyse diese erzeugt.

Hierbei wird ausgehend von den
erhaltenen Clusterzentren jedes Element des
Datensatzes jenem Cluster zugeordnet, dem
es am dhnlichsten ist. Die Zuweisung erfolgt
Uber einen definierbaren Grenzwert fir die
Standardabweichung der geclusterten Winkel
(Sigmaumgebung).

In dieser Arbeit wurde ein Programm
benutzt, das im Rahmen einer Examens-
arbeit angefertigt wurde (CLAG, Cluster-
analyse von Glycoproteinen, Vers.: 1.0)".

Methoden
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4. Problemstellung

Am Ende der Entwicklung eines neuen
Medikaments steht ein Pharmakon, das
neben vielen FEigenschaften, wie der
Spezifitit, Wirksamkeit, Bioverfiigbarkeit
und Toxizitit der Substanz, einen langen
und kostenintensiven  Forschungsprozel3
durchlaufen hat. Einen groflen Anteil an
diesem Prozel3, nimmt die Suche nach einer
neuen Leitstruktur in Anspruch, die fur eine
bestimmte  pharmakologische ~ Wirkung
verantwortlich ist. Mit groem Aufwand
werden neue Verfahren zum sogenannten
screening von Substanzen entwickelt.

Ein wichtiges biologisches zarget sind die
Proteine, die an Entziindungsprozessen
beteiligt sind. Eine Klasse von Proteinen, die
in der ersten Phase dieser Entziindungs-
reaktion von entscheidender Bedeutung
sind, sind die Selektine. Sie gehéren zu den
Zelladhisionsmolekilen und stellen den
ersten Kontakt zwischen Immunzellen und
deren Wirkort her. Gerade bei heftigen
Entziindungsprozessen kann die Immun-
reaktion selbst zum eigentlichen Grund fiir
die massive Zerstorung des beteiligten
Gewebes fiihren. Eine spezifische Blockade
dieser  Interaktion kann somit zur
Unterdriickung einer Immunantwort fihren
und das betroffene Gewebe vor weiterer
Degradierung schiitzen.

Das Ziel dieser Arbeit beinhaltet die
Etablierung und Optimierung von NMR-
gestiitzten  sereening  Verfahren und die
Anwendung von theoretischen Methoden
zum drug-Design.

Ausgangspunkt fir diese Untersuchung
war eine Substanz-Bibliothek aus ca. 200
sulfatierten Trisacchariden. Die Kompo-
nenten der Trisaccharid-Bibliothek bestehen
aus einem Lactose-core, der an allen
relevanten Positionen zufallsfucosyliert und

Problemstellung

zufallssulfatiert ist. Eine, oder mehrere
Verbindungen dieser Bibliothek zeigten im
biologischen Assay mikromolare Bindungs-
konstanten zum E-Selektin. Es war jedoch
nicht moglich gewesen, die aktiven
Komponenten durch klassische Verfahren
oder Dekonvolution der Bibliothek zu
bestimmen. Es sollte nun mit Hilfe von
#NOESY-Experimenten und der saturation
transfer difference. NMR-Spektroskopie (STD
NMR) die bindenden Verbindungen identifi-
ziert und charakterisiert werden. Auf theo-
retischer Seite sollte ein Bindungsmodell des
natiirlichen Liganden Sialyl-Lewis® zum
E-Selektin erstellt werden. AnschlieBend
sollte in einem De novo-Design Prozel3 eine
virtuelle Substanz-Bibliothek erzeugt
werden, die im wesentlichen den in den
NMR-Experimenten — verwendeten  Ver-
bindungen entsprach. Die Resultate sollten
mit den experimentellen Ergebnissen
verglichen werden und ein theoretisches
Bindungsmodell der aktiven Komponenten
erstellt werden. Hierbei kamen verschiedene
theoretische Verfahren, wie Metropolis-
Monte-Carlo-Simulationen (MMC) und eine
multivariate Datenanalyse in Form einer
Clusteranalyse zum Einsatz.
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5. Ergebnisse und
Diskussion

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die
Untersuchung von Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen. Nur die molekulare Be-
schreibung dieser Wechselwirkungsbezie-
hungen, kann Modelle zum Verstindnis
liefern. Dartiber hinaus ist die Entwicklung
und Anwendung von Testverfahren, die eine
Identifizierung ~ von  Protein-bindenden
Kohlenhydrat-Komponenten  direkt
Mischungen ermoglicht, von besonderen
Interesse.

aus

5.1 Die IgG/E-Selektin Chimare

Die rekombinante deglycosylierte Vari-
ante ist eine IgG Chimire, in der die Ecto-
dominen von humanem E-Selektin mit der
Fc-Region eines humanen Antikérpers der
Klasse G1 kombiniert wurde™". Das Protein
hat ein Molekulargewicht von 220 kDa und
zwei Ligand-Bindungsstellen. Fir die NMR-
spektroskopischen Untersuchungen wurde
das calciumabhingige Fusionsprotein in
einem  Calciumchlorid/D,-Imidazol-Puffer
gelost.

Bn
OH_-OH

NH
OBn
Me:

[e)

ccl,

o] OH
HO. OHO R
o
OH o
OH

OH
QOH
OH
Me

BF, ET,0

Ergebnisse und Diskussion

5.2 Die sulfatierte Trisaccharid-

Bibliothek

Ausgangspunkt fir die Bindungsstudien
war eine sulfatierte Trisaccharid-Bibliothek,
die ca. 200 Komponenten enthilt und von
Ole Hindsgaul zur Verfiigung gestellt wurde.
Die Besonderheit dieser Bibliothek ist, daf3
eine oder mehrere ithrer Komponenten eine
hohe  Bindungsaktivitit  (IK,=100° [M])
gegeniiber dem E-Selektin gezeigt haben.
Diese hohe Bindungsakivitit ging jedoch
nach der Dekonvolution der Bibliothek
wieder vetloren®. Somit war das Ziel, eine
Methode zu entwickeln, die diese Bibliothek
in ihrer Gesamtheit auf Bindungsaktivitit
zerstorungsfrei untersucht. Ausgehend von
einem Lactosecore mit einem aromatischen
Cy-spacer wurde die Bibliothek tber einen
kombinatorischen Ansatz hergestellt
(Abb. 12). Es wurde eine Sulfatgruppe, als
Ersatz fir die im natirlichen Liganden
(Sialyl-Lewis®) enthaltene Sialinsdure und ein
Fucose-Rest an allen méglichen Positionen
der Lactose eingefihrt. Anhand eines
MALDI-TOF Spektrums ist jedoch zu er-
kennen, dal3 nicht nur die monosulfatierten
Verbindungen entstanden sind, sondern
auch di- und tri-Sulfate vorkommen.

Bei insgesamt ca. 200 Verbindungen und
mit einer Gesamtmenge von 7.7 mg ergeben
sich bei einer dquimolaren Verteilung pro
Komponente 46.68 pmol sulfatiertes Trisac-
charid.

Bn
OBn
OBn
Me
OH_-OH
Q OH
HO, R
HO (@) O/
OH S
OH

ca. 200 Verbindungen

En OH
OH
1. Py SO, o o oH
_— HO. O\%?\O/R
OH
2. H,, PdIC _I oH
|:NaSO34‘ J
n
R= (CHZ)BO@OMe
Abbildung 12:

PMP: Paramethoxyphenyl. n = 1-x. Bn =Benzyl

Syntheseweg der zufallssulfatierten und zufallsfucosylierten Trisaccharid-Bibliothek.
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der Trisaccharid-Bibliothek. Somit wurden
alle NMR-Experimente mit der gesamten
Substanz-Bibliothek durchgefithrt und das

E-Selektin portionsweise zugegeben.

5.3 NMR-Experimente der
sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek

5.3.1 'H-NMR-Experimente

Bei der Untersuchung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen wird in der Regel
das Protein vorgelegt. Der Ligand wird dann
zum Protein titriert, um ein fir die NMR-
Spektroskopie  optimales  Protein-Ligand-
Verhiltnis zu erhalten. In dieser Arbeit war
jedoch nicht die Proteinmenge der limitier-
ende Faktor, sondern die Substanzmenge

Das E-Selektin und die sulfatierte Tti-
saccharid-Bibliothek wurden zunichst ein-
zeln vermessen. Zusitzlich wurde ein Spek-
trum des Protein mit einem spzn/ock-Puls von
10 ms nach dem 90°-Puls aufgenommen.
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95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Abbildung 13: 'H-NMR-Spektren des deglycosylierten E-Selektin bei 310 K in D,O/Imidazol-D, Puffer.
A: 'TH-NMR-Spektrum mit Wasserunterdriickung (CW-Vorsittigung, 8 scans). B: 'TH-NMR-Spektrum mit
Wasserunterdriickung und spinlock-Puls nach dem 90°Puls (8 scans). Neben den breiten
Proteinresonanzen sind Losungsmittelsignale zu etkennen. Resonanzen von unbeweglichen Molekiilteilen
werden aufgrund schneller T>-Relaxation durch den spinlock-Puls reduziett.
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Abbildung 14: 'H-NMR-Spektrum der sulfatierten Trisaccharid—Bibliothek bei 310 K in D,O/Imidazol-
D, Puffer. Neben der Aump-Region der Fucose, Galactose und Glucose sind Resonanzen des spacer s im
Aromatenbereich und der Methylen-Protonen zu erkennen. Im Bereich von 4.8 ppm bis 5.3 ppm liegen die
Signale der H1-Protonen und bei 1.24 ppm bis 1.39 ppm die der Methyl-Protonen der Fucose.

Das deglycosylierte E-Selektin zeigt fur
Proteine ein typisches Protonen-Spektrum.
Aufgrund der Molekilmasse von 220 kDa
sind die NMR-Resonanzen stark verbreitert.
Es sind die Resonanzen der H®-Protonen
(H* = 3.9 — 4.75 ppm) sowie die Signale der
Aminosiurenseitenketten-Protonen ~ HP¥%
Protonen zu erkennen (HP = 1.4 — 4.2 ppm,
H*** = (0.9 — 3.7 ppm). Die aromatischen
Protonen liefern einen breiten Bereich von
7.0 — 9.0 ppm. Offensichtlich ist das Protein
nicht vollstindig deglycosyliert, da auch das
Spektrum mit spinlock-Filter noch nennen-
wert Signale im Bereich der Kohlenhydrat-
Ringprotonen (3.5 — 4.0 ppm) zeigt. Zu-
satzlich sind schmale Signale von Losungs-
mittel-Verunreinigungen wie Chloroform,
Dimethylformamid, Methanol, Aceton und
Acetonitril zu sehen.

Im 'H-Spektrum der sulfatierten Trisac-
charid-Bibliothek kann man verschiedene
Bereiche unterscheiden. Dazu gehéren eine
wenig dispergierte und durch Signaliiber-
lagerungen  geprigte  bump-Region  der
Fucose-, Galactose- und Glucose-Protonen
(3.4 — 3.6 ppm). Ein Bereich, in dem die H1-

Protonen der Fucose liegen (4.84 — 5.46
ppm) und ein Bereich der Methyl-Protonen
der Fucose (1.24 - 1.32 ppm). Weitere
Resonanzsignale, der aromatischen- und
Methylen-Protonen des Cy-spacers findet man
bei 6.8 - 7.02 ppm und respektive bei 1.31 -
4.02 ppm.

Zur weiteren Analyse der chemischen
Verschiebungen der Protonen wurden
2D-TOCSY- und 2D-NOESY-Experimente
durchgefthrt.

5.3.2 'H-Resonanzsignale der
sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek

Eine komplette Zuordnung der 'H-
chemischen Verschiebung aller Komponen-
ten der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek
war nicht moglich. Die grofle Anzahl an
Verbindungen (ca. 200 Molekiile) fihrte zu
stark  Uberlagerten NMR-Spektren.  Zu-
sitzlich zeigen die verschiedenen Verkniipf-
ungsvarianten keine einheitliche Verteilung
innerhalb der Mischung. Die 1-3-Fucosyl-
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lactose ist z.B. nur zu einem sehr geringen
Anteil vorhanden (ca. 1/20 von der Menge
der 1-6-Fucosyl-lactose). Das heillt, dal3
diese Komponente selbst bei hoher Bind-
ungsaktivitit keine STD Signale liefern kann.
Da jedoch die Kenntnis der Position der
Fucose und der Sulfatgruppe am Lactosecore
der bindenden Komponenten essentiell ist,
mussen die fir die jeweiligen Verkniipfungs-
varianten  charakteristischen  chemischen
Verschiebungen ermittelt werden. Hierfir
bieten sich mehrere Molekiilfragmente an.
Die H1-Protonen der Fucose liegen aul3er-
halb der hump-Region des Trisaccharids und
Uberstreichen, abhingig von der Position der
Verkniipfung, einen Bereich von 4.842 -
5.462 ppm. Ebenfalls sind die 'H-chemisch-
en Verschiebungen der H5-Protonen der
Fucose gegentuber dem Verkniupfungsmuster
empfindlich (3.776 - 4.971 ppm).

Ergebnisse und Diskussion

Nicht  alle  Verkniipfungsvarianten
konnten den 'H-chemischen Verschiebung-
en zugeordnet werden. Fir die a-1-6%, a-1-
4° und a-1-4-Position der Fucose lagen
keine Daten vor. Zusitzlich wurden die
NMR-Resonanzen der Hb5-Protonen der
Fucose ermittelt.

H1[ppm] |H23,4,5, CH, Verknuipfungs-
a-L-Fucose | [ppml] a-L-Fucose | Muster der a-L-Fucose
5.462 3.878 H2 a-1-3
5.308 3.815 H2 a-1-2"
5.308 4.034 H3 a-1-2"
5.300 3.900 H3.H4 a-1-2°
5.280 3.907 H3, H4 a-1-2°
5.266 3.813 H2 a-1-2°
5.250 1.279 CH a-1-2°
5.250 3.819 H2 a-1-2°
5.240 1.279 CH a-1-2°
5.240 3.844 H2 a-1-2°
5.240 3.995 H3 a-1-2°
5.240 4.235 H5 a-1-2°
5.200 3.815 -* -
5.129 3.886 H2,H3,H4 |a-1-2
5.117 3.850 H2,H3,H4 |a-1-2
5.091 3.871 H2 a-1-3°
5.091 3.935 H3, H4 a-1-3°
5.091 4.083 H3, H4 a-1-3°
5.091 4.357 H5 a-1-3°
5.073 1.259 CH a-1-2
5.073 3.844 H2 a-1-2
5.073 3.966 H3 a-1-2
4.994 1.280 CH a-1-6
4.994 3.833 H2, H3 a-1-6
4.994 3.926 H4 a-1-6
4.994 4.151 H5 a-1-6
4.842 1.259 CH -
4.842 4.053 -* -
4.842 3.623 -~ -*
4.842 3.507 -* -

Tabelle 6: 'H-chemische Verschiebungen der
a-L-Fucose aus einem TOCSY-Spektrum der
Trisaccharid-Bibliothek. Die Zuordnung der
Position der Fucose am Lactose-core ist einer
online Datenbank mit chemischen Ver-
schiebungen enthommen (sugabase)”. Die mit
einem Sternchen markierten Eintrige konnten
nicht bestimmt werden.

H5 [ppm] |CH,[ppml |°J,, [Hz]l | Verkniipfungs-
muster
4.109 1.245 59 a-1-6
4.912 1.248 6.2 a-1-3
4.971 1.296 6.5 a-1-3
4.838 1.264 6.6 a-1-3
4.454 1.279 6.7 a-1-2'
4.365 1.286 6.6 a-1-2'
4.237 1.281 6.7 a-1-2
4.184 1.311 7.4 a-1-6
4.163 1.392 7.6 a-1-6
4.132 1.292 7.2 a-1-6
4.151 1.269 6.4 a-1-6
3.776 1.311 7.0 B-1-2
3.835 1.323 6.8 B-1-2

Tabelle 7: 'H-chemische Verschiebungen und
3lim der H5-CH3 Fucose-Kreuzsignale aus
einem TOCSY-Spektrum der Trisaccharid-
Bibliothek. Die Zuordnung der Position der
Fucose am Lactose-core ist einer online-
Datenbank enthommen (sugabase)”.

Die Resonanzen der H5-Protonen der
Fucose uberstreichen einen Bereich von
3.835 - 4109 ppm. Es sind nur die Kreuz-
signale berticksichtigt, die eindeutig zuzu-
ordnen waren. Weiteres Kriterium flr die
Zuordnung  waren die ’J-Kopplungs-
konstanten, die fir die H5-CH; Kopplung
im Bereich von 6 Hz bis 7 Hz liegen.

5.3.3 Relaxationszeiten

Die longitudinale- und die transversale
Relaxationzeit sind NMR-Gr66en, die direkt
von der MolekiilgroB3e bzw. von der mole-
kularen Beweglichkeit abhingig sind. Bin-
dende Liganden sollten aufgrund ihrer redu-
zierten Beweglichkeit im Komplex eine kiir-
zere T,-Relaxationszeit besitzen. Nichtbin-
der verindern ihr Relaxationsverhalten
nicht. Die T,-Relaxationszeitmessungen
wurden mit der CPMG-Pulssequenz auf-
genommen. Das Ligand/Protein-Verhiltnis
lag bei 11.6/1. Das Differenzspektrum C in
Abbildung 16 wurde durch Subtraktion von
Spektrum B von A erhalten.
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Abbildung 15:  Stacked plot von 'H-NMR-Spektren der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit dem
E-Selektin. Die 1D-Spektten wurden mit der CPMG-Pulssequenz aufgenommen. Die Notierung rechts
neben den Spektren steht fiir den Zeitraum in der die T>-Relaxation witksam ist.
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Abbildung 16: A und B zeigen Protonen-Spektren der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit dem

E-Selektin (8 ms und 160 ms delay). C ist das Differenzspektrum von A und B. Das Spektrum B wurde vor
der Differenzbildung mit einem Faktor von 1.6 multipliziert.
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Abbildung 17:  Sdulendiagramm der Integrale aus verschiedenen Bereichen der 'H-Spektren mit
unterschiedlichen del/ays (8 ms und 160 ms). Die Integrale im Aromatenbereich wurden fiir beide Spektren
auf 100 % normiert.
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Abbildung 18:  Siulendiagramm der Quotienten aus den Integralen von Spektrum B und A. Das Integral
der Aromaten wurde fiir beide Spektren auf 100 % normiert. Je kleiner der Quotient der Integrale ist, desto
schneller relaxieren die Protonen.

33



Ziel war es, verschiedene Bereiche der
Molekiile auf ihr Relaxationsverhalten zu
untersuchen. Vor der Differenzbildung von
Spektrum B mit A wurde das Spektrum B
mit einem Faktor von 1.6 multipliziert. Als
Kriterium fur die Skalierung dienten die
aromatischen Protonen. Sie sollten nach der
Subtraktion nahezu kein Signal mehr zeigen.
Dies bedeutet, dal3 alle anderen Molekiil-
fragmente, die nach der Differenzbildung
noch Signale liefern, schneller relaxieren als
die aromatischen Protonen und somit kon-
takt zum Protein haben sollten. In Abbil-
dung 17 sind die Werte der Integrale in Pro-
zent dargestellt. Zur besseren Ubersicht sind
in Abbildung 18 nur die Quotienten der
Integrale von Spektrum B und A gezeigt.
Dieser Quotient ist ein Mal3 fiir die Relaxa-
tion der Protonen relativ zu den aromati-
schen Protonen. Je kleiner der Quotient ist,
desto schneller relaxieren die Protonen.

Die aromatischen Protonen zeigen das
langsamste Relaxationsverhalten. Besonders
schnell relaxieren die H5-Protonen der Fu-
cose (ca. Faktor drei bis finf gegentiber den
aromatischen Protonen) und die H1-Proto-
nen der Glucose und der Galactose. Gefolgt
von den Protonen des Cg-spacers und der
Methylgruppe der Fucose. In einem mittle-
ren Bereich liegt die hump-Region und die
H1-Protonen der Fucose (ca. Faktor zwei).
Da Nichtbinder und Binder in der Mischung
gleichzeitig vorliegen und die NMR-Reso-
nanzen stark uberlagert sind, ist der Anteil
an schnell relaxierenden Protonen aufgrund
von Bindung am Protein relativ gering. Eine
Differenzierung zwischen bindenden und
nichtbindenden Komponenten ist somit
nicht eindeutig vorzunehmen. Nimmt man
jedoch an, da3 dennoch ein Teil der Magne-
tisierung durch schnelle T,-Relaxation verlo-
ren geht, ist die Fucose am stirksten gebun-
den gefolgt von der Glucose, der Galactose
und dem Cg-spacer. Der Aromat trigt am
wenigsten zur Bindung bei.

5.3.4 1D STD NMR-Experimente

Die bisherigen Ergebnisse ergaben nur
eine grobe Vorstellung tber die Kompo-
nenten, die an dem E-Selektin binden. Fur
die weitere Untersuchung wurden STD
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NMR-Experimente durchgefihrt, in denen
das Ligand/Protein-Verhiltnis bei 8.7/1 lag,.

Zunichst galt es, die NMR-Parameter wie
Einstrahlposition der Vorsittigung, Dauer
der Vorsittigung und die Pulscharakteristik
der Vorsittigung zu ermitteln. Weiterhin
multe geklirt werden, ob eine interne Dif-
ferenzbildung tber geeignete Phasenzyklen
erfolgt oder tiber Subtraktion der prozes-
sierten Spektren ein befriedigendes Ergebnis
liefert. Dafiir wurden eine Reihe von 'H
STD NMR-Experimente aufgenommen.

Fir die Wasserunterdrickung wird im
einfachsten Fall eine CW-Vorsittigung
(continnous wave) verwendet. Analog wurde
zunichst diese Methode der Vorsittigung
gewihlt. Es zeigte sich jedoch, daf} mit einer
schnellen Abfolge von selektiven Pulsen
(Gauss-Pulse) eine effektivere und flexiblere
Anregung moglich war. Ein weiterer Punkt
war die Stirke bzw. die Dauer der Vorsitti-
gung und die Einstrahlposition. Hier ist zwi-
schen der Sittigung des Proteins (on
resonance) und der Position, in der keine An-
regung des Proteins erfolgt (off resonance), zu
unterscheiden. Diese off resonance Anregung
ist notwendig, da es sich hier um eine
Differenzmessung handelt, deren Pulsfolgen
identisch sein mussen, um Artefakte zuver-
meiden. Die Differenzspektren wurden
durch einen Phasenzyclus erhalten, der
nacheinander das FID der off resonance Vor-
sittigung von dem der on resonance Vorsitti-
gung subtrahiert.

Die Dauer und Stirke der selektiven
Pulse konnte anhand der Intensitit der STD
Signale optimiert werden. Die Pulsstirke
wurde typisch fiir selektive Pulse mit
schmaler Anregungsbreite auf 40 dB gesetzt,
die Pulslinge auf 50 ms. Zwischen den
Gauss-Pulsen wurde ein delay von 1 ms ver-
wendet. Eine Gesamtsittigungsdauer von
2.04 Sekunden mit 40 Gauss-Pulsen erwies
sich als ausreichend. Eine weitere Verlinger-
ung der Anregung ergab keine wesentliche
Intensitatssteigerung.

Die Stirke und die Einstrahlposition
mullten so gewihlt werden, dall Ausldufer
der breiten Resonanzen des Proteins ange-
regt werden, die Resonanzen der Molekiile
der Bibliothek jedoch keine direkte Sittigung
erfahren. Die off resonace Position wurde bei
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Abbildung 19:  Stacked plot det 'H-STD Spektren. Die Zahlen rechts neben den Spektren symbolisieten

die Anzahl der Gauss-Pulse.

20000 Hz festgelegt. Damit ist sichergestellt,
dal3 keinerlei Protonen angeregt werden. Die
Sittigung des Proteins erfolgte hochfeldig
bei - 3000 Hz. Nachfolgend sind 'H STD
NMR-Spektren mit unterschiedlicher Sit-
tigungsdauer gezeigt.

Der Intensititsverlauf der Resonanzen
niherte sich bei 2 Sek. Vorsittigungszeit
dem Gleichgewichtsbereich (Abb. 20).

l .
081 Infegral
= —e—Integra
2 06 1 Arornaten
E 0.4 —#— |ntegral Methyl-
Protonen
0.2 A
0
0 0.5 1 15 2
Séttigungszeit [s]
Abbildung 20: Vergleich zwischen den

Integralen der aromatischen- und der Methyl-
Resonanzen in den 'H STD NMR-Spektren mit
unterschiedlicher Sittigungszeit. Die Integrale
wurden fiir die Experimente mit zwei Sekunden
Sittigungszeit auf 1 normiert.

Eine weitere Verlingerung wiirde zwar
noch eine geringe Steigerung bedeuten,

allerdings wirde sich auch die Messzeit
verlingern, so daf} als Kompromil3 fir alle
weiteren Experimente 40 Gauss-Pulse ver-
wandt wurden. Die Uberpriifung der Ein-
strahlposition  erfolgte mit  Differenz-
spektren, in denen der Anregungsbereich
nicht verindert wurde. Es sollten sich
Differenzspektren ergeben, die eine nahezu
glatte Basislinie besitzen. Nur sehr kleine
Molekiile, wie Wasser und Losungsmittelver-
unreinigungen, die ein langes Relaxations-
verhalten besitzen, werden nicht vollstindig
abgezogen.

Daneben sind Spektren gezeigt, die nur
jeweils bei 20000 Hz und bei —-3000 Hz
vorgesittigt wurden und in denen kein
90° Auslesepuls verwendet wurde (Abb. 21,
D und E). Bei diesen Experimenten erfolgte
keine Differenzbildung. Die Spektren zeigen
im Idealfall keine Signale, da die
Vorsittigung zu einer nicht kohirenten
Magnetisierung fithrt. Nur das Wasser ergibt
ein Signal. Somit ist sichergestellt, dal3 die
Spektren der STD Experimente keine
Artefakte der Vorsittigung mit selektiven
Gauss-Pulsen sind.
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Abbildung 21:  Protonenspektren der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit dem E-Selektin

(Mischungsverhiltnis: Ligand/Protein 8.7/1). Alle Spektten wutden mit 1600 scans aufgenommen A:
H STD Spektrum (off resonance: 20000 Hz, on resonance: -3000 Hz). B: 'H STD Spekttum (off
resonance: 20000). C: 'H STD Spektrum (-3000 Hz). D: 'H-Spektrum nur mit Vorsittigung (off
resonance: 20000 Hz). E: 'TH-NMR-Spektrum nur mit Vorsittigung (on resonance: -3000 Hz).

Unter Berticksichtigung der Optimier-
ungen der NMR-Parameter wurde zusitzlich
ein spinlock-Feld von 10 ms mit einer
Abschwichung von 10 dB orthogonal zur
transversalen Magnetisierung verwendet um
die Proteinresonanzen zu unterdriicken. Im
Experiment ohne spinlock-Filter sind die
Resonanzen des Proteins deutlich zu
erkennen. Das Protein erfihrt somit eine
effektive Sattigung. In Abbildung 22 sind ein
'H NMR-Spektrum (A) und ein 'H STD
NMR-Spektrum mit spznlock (C) und ohne
spinlock (B) gezeigt. Durch den spinlock-Filter
in Spektrum C werden die Protein-
Resonanzen deutlich reduziert. Die STD
Signale verlieren jedoch aufgrund von T,-
Relaxation an Intensitit.

Vergleicht man die STD Spektren mit
dem normalen eindimensionalen Protonen-
Spektrum, so fillt auf, dal} die Topologie der
Resonanzen dhnlich ist. Nur die Intensititen
der Signale unterscheiden sich. Das Integral
der Resonanzen der hump-Region betrigt im

STD Spektrum mit spinlock-Feld ca. 1 % von
denen im 'H NMR-Spektrum. Vergleicht
man die relativen Unterschiede, so ergeben
sich fir unterschiedliche Bereiche der
Molekile und fir verschiedene Spezies
Differenzen in den Integralen.

Um die einzelnen Bereiche der Spektren
zu untersuchen, wurden die Verschiebungs-
bereiche der Relaxationszeit-Messungen ver-
wendet. Auch hier wurden die Integrale der
Aromaten auf eins normiert. Im Vergleich
ergibt sich, relativ zu dem Integral der
aromatischen Protonen des 'H-NMR-
Experiment, da} die Integrale der H-5
Protonen der Fucose und die H-1 Protonen
der Glucose, Galactose und Fucose im STD
Spektrum am groBten sind. Im Bereich der
H1-Protonen der Fucose, zeigen die Signale
der 1-6 und der 1-2° Verknupfung die
stirksten Signale. Die intensivsten Signale,
innerhalb des Cg-spacers, sind die Methylen-
Protonen in der 7-Position.
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A: 'TH-NMR-Spektrum der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit dem E-Selektin (7.4/1,

640 scans). B: 'TH-STD NMR-Spektrum ohne spinlock-Filter (3200 scans). C: 'H-STD NMR-Spektrum

mit spinlock-Filter (3200 scans).
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Abbildung 23:  Sdulendiagramm der Integrale aus verschiedenen Bereichen des 'H-Spektrums (A) und

der STD Spektren, ohne (B) und mit spinlock-Filter (C). Die Integrale im Aromatenbereich wurden fiir

alle Spektren auf 100 % normiert.
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Quotient Integre
¢

o

Aromaten
H1-Fucose (1-2)
H1-Fucose (1-2)
H1-Fucose (1-3)
H1-Fucose (1-6)

H5-Fucose

H5-Fucose

Abbildung 24:

O Quotient Integral Spek. B/A
B Quotient Integral Spek. C/A

H1-Glc, Gal

H1-Glc, Gal
Hump Region
Hump Region

Methylen-Prot. (7)
Methylen-Prot. (2)
Methylen-Prot. (6)
Aethylen-Prot. (3,4,5)
Methyl-Prot. Fucose

Sdulendiagramm der Quotienten aus den Integralen von Spektrum B und A und von

Spektrum C und A. Das Integral der Aromaten wurde fiir alle Spektren auf 100 % normiert.

Zusammenfassend kann man sagen, daf}
die Fucose, explizit die 1-6 und die 1-2° ver-
kntipfte Variante, die stirksten STD Signale
liefern. In Ubereinstimmung mit den Rela-
xationsdaten ist die Beteiligung der H-5 Pro-
tonen der Fucose an der Bindung besonders
ausgeprigt. Die H-1 Protonen der Glucose
und Galactose weisen aufgrund ihrer kirze-
ren T,-Relaxatioszeiten und stirkeren STD
Signale ebenfalls auf eine Beteiligung an der
Bindung zum E-Selektin hin. Aufgrund der
Tatsache, dall Resonanzen von Binder und
Nichtbinder sich tberlagern, ist keine ein-
deutige Identifizierung des bindenden Li-
ganden mdglich. Auch die Position der Sul-
fatgruppe von der oder den aktiven Kom-
ponenten konnte bisher nicht geklirt wer-
den. Die 1-3-Fucosyl-lactose, die den
Grundkorper des natiirlichen Liganden
Sialyl-Lewis™ darstellt, konnte als Bindungs-
partner in den NMR-Experimenten nicht
wiedergefunden werden. Es ist anzunehmen,
daf3 die geringe Konzentration dieser Kom-
ponente, keinen spektroskopisch nachweis-
baren Bindungseffekt liefert. Zur weiteren
Analyse wurde das STD Verfahren auf
zweidimensionale NMR-Experimente aus-
geweitet.

5.3.5 2D STD NMR-Experimente

Prinzipiell sollte das STD Verfahren auf
eine Vielzahl von NMR-Experimenten anzu-
wenden sein. Besonders bei tiberlagerten
Signalen bieten zweidimensionale Experi-
mente gegentiber 1D Verfahren erhebliche
Vorteile. Limitierend sind jedoch Faktoren
wie die Kinetik der Assoziation und Dis-
soziation, die Linge der Pulssequenzen, die
Empfindlichkeit des NMR-Experiments und
die Konzentration und das Mischungsver-
hiltnis des Proteins und der Liganden. Da
die Kinetik und die Stirke der Bindung nicht
genau bekannt war und die Konzentration
der Liganden gering war, sind nur schwache
STD Signale in den 2D-NMR-Experimenten
zu erwarten. Am erfolgreichsten erwies sich
das STD TOCSY-Experiment, dessen
Parameter fiir die Vorsittigung vom 'H STD
Experiment  iibernommen  wurde. In
folgender Abbildung ist das normale
TOCSY- und das STD TOCSY-Spektrum
der sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit
dem E-Selektin in einem Mischungs-
verhiltnis von 8.7/1 gezeigt.
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Abbildung 25: Das TOCSY-Spektrtum wurde mit 64 scans und das STD TOSCY-Spektrum mit 112
scans pto Inkrement aufgenommen. Deutlich ist eine geringe Anzahl von Signalen im STD TOCSY-
Experiment zu erkennen.
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Abbildung 26: H1-Protonen Bereich der Fucose und hAump-Region des sulfatierten Trisaccharids. Das
blaue Spektrum zeigt das ,normale“ TOCSY-Experiment. Die roten Signale stellen das STD TOCSY-
Spektrum dar.
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Abbildung 27: CH3s-H5 Bereich aus dem TOCSY-Spektrum. Das normale TOCSY-Spektrum ist mit

blauen Kontoutlinien dargestellt. Die roten Signale zeigen das STD-TOCSY.

Das normale TOCSY-Spektrum ist durch
starke Signaltberlagerung in der hump-
Region der Zucker geprigt. Nur die H-1
Protonen der Fucose sind dispergiert.
Anders im STD TOCSY-Experiment. Hier
sind nur noch eine geringe Anzahl an
Resonanzen zu erkennen. Diese Signale
stellen nur die Protonen dar, die Uber das
Protein einen Magnetisierungstransfer er-
fahren haben und zeigen also nur die
bindenden Komponenten aus der Biblio-
thek.  Ausschnitte aus  verschiedenen
Bereichen der Spektren geben ein
detailliertes Bild der fur die Verkntipfung der
Fucose wichtigen Resonanzen.

Im Bereich der H1-Protonen der Fucose
sind im STD TOCSY nur Resonanzen zu
erkennen, deren chemische Verschiebung
charakteristisch fir die al-2¢ (5.24 ppm) und
al-6 (4.994 ppm) Verkntupfung sind. Die
Signale der H1-Protonen der Glucose oder
Galactose liegen bei 4.68 ppm bis 4.3 ppm.
Die Ringprotonen zeigen verschiedene
Signale von ca. 43 ppm bis 3.4 ppm.
Abhingig von der jeweiligen Verknipfungs-

position der Fucose und der Sulfatgruppe
konnen die Resonanzen der Galactose und
Glucose um mehrere Zehntel ppm variieren.
Da hier keine entsprechenden Ref-
ferenzdaten zur Verfiigung standen, war eine
exakte Zuordnung dieser 'H-chemischen
Verschiebungen nicht moglich.

Die 'H-chemischen Verschiebungen der
H5-Protonen der Fucose sind ebenfalls
empfindlich gegentiber dem Verknipfungs-
muster. Hier zeigt sich, dal nur STD Signale
der 1-2° (4.365 ppm, 4.237 ppm) und der 1-6
(4.151 ppm) verknupften Fucose zu
erkennen sind. Auffillig ist, da der
Magnetisierungstransfer im STD TOCSY
fir die Zuckerprotonen nur ein bis zwei
Kerne entlang der Spinsysteme verlduft. Bei
den Resonanzen der Protonen des Cy-spacer
ist der Transfer ausgedehnter. Zusammen-
fassend sind in folgender Tabelle die 'H-
chemischen Verschiebungen der STD
Signale aufgelistet.
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TOCSY und 1D-COSY-Experimenten
konnten die Spinsysteme der Fucose jedoch
zugeordnet werden.

H1 [ppm] | H2 [ppm] | *J, . °J,, [Hz] | Verkniipfungs-
Fucose Fucose Muster der Fucose

5.240 3.844 4.04,10.53 | a-1-2'
3.830 4.35,10.38 | a-1-2'
4.994 3.833 -, 10.22 a-1-6
3.828 3.97,10.30 |a-1-6
3.826 3.74,10.38 | a-1-6

H1 [ppml] | H3 [ppm] | *J,.. °J,, [Hz] | Verkniipfungs-
Fucose Fucose Muster der Fucose

5.240 3.995 10.38,3.36 | a-1-2°

3.840 10.53,3.97 |a-1-2'

4.994 3.821 10.38, 3.74 | a-1-6

H1 [ppm] | H4 [ppm] | *J,,, *J,, [HZ] | Verkniipfungs-
Fucose Fucose Muster der Fucose

5.240 3.886 3.36, 0.99 a-1-2'

H1 [ppm] H2,3,4 [ppm] | Verknupfungs-
Fucose Fucose Muster der Fucose
5.240 3.844 a-1-2'
5.240 3.995 a-1-2'
4.994 3.833 a-1-6
H5 [ppm] CH, [ppm] Verkniipfungs-
Fucose Fucose Muster der Fucose
4.365 1.286 a-1-2'
4.237 1.281 a-1-2'
4.151 1.269 a-1-6
H1 [ppm] H2,3 [ppm]
Gal, Glc Gal, Glc
4.604 3.857
4.587 3.847
4.558 3.747
4.579 3.781
4.553 3.77
4.535 3.761
H2,3 [ppm] H3,4 [ppm]
Gal, Glc Gal, Glc
4.019 3.878
3.984 3.849
3.985 3.864
3.971 3.848
3.957 3.848
3.963 3.848
H2 [ppm] H3,4 [ppm]
Gal, Glc Gal, Glc
3.903 3.624
3.861 3.66
3.848 3.598
3.839 3.527
3.838 3.624
C8-spacer H2,3,4,5,6,7,8 [ppm]
[ppml C8-spacer
H1 3.58, 3.87 | H2,3,4,5
1,58, 1.32
H2 1.58 H1,3,4,5
3.58,3.87,1.32
H3,4,5 H1,2,6,7,8
1.32 3.58, 3.87,1.58, 1.45, 1.75, 4.02
H6 H3,4,5,7.8
1.45 1.32,1.75, 4.02
H7 H3,4,5,6,8
1.75 1.32,1.45,4.02
H8 H3,4,5,6,7
4.02 1.32,1.45,1.75

Tabelle 8: 'H-chemische Vetschiebungen det
Signale aus dem STD TOCSY-Spektrum. Die
Numerierung der Protonen des G-spacer
beginnt an der Glucose.

5.3.6 Selektive 'H-Experimente

Die Zuordnung der Resonanzen der
Fucose H2, H3 und H4 Ringprotonen von
den bindenden Komponenten ist aus den
bisherigen NMR-Experimenten nicht exakt
zu ermitteln. Mit Hilfe von selektiven 1D-

4.994 3.926 3.74, 0.61 a-1-6

Tabelle 9: 'H-chemische Verschiebungen und
Kopplungskonstanten der Fucose-Signale aus
den selektiven NMR-Experimenten.

Die selektive Anregung erfolgte auf die
Resonanzen der HI1-Fucose Protonen
(5.240 ppm und 4.994 ppm) der bindenden
Liganden.

Das 1D-COSY-Experiment mit der
Anregung bei 5.240 ppm ergab ein Spektrum
mit mindestens zwei verschiedenen H2-
Protonen, deren doppelte Dubletts in
Antiphase bei 3.884 ppm und 3.830 ppm
erscheinen. Die schwache Dispersion von
0.054 ppm deutet auf eine andere chemische
Umgebung des H2-Protons der einen
Spezies hin. Sehr ausgeprigt ist dieser shift
fir das H3-Proton. Hier zeigt das 1D-
TOCSY-Spektrum ein H3-Proton mit einer
chemischen Verschiebung von 3.995 ppm.
Das H3-Proton der anderen Komponente
erscheint bei einer chemischen Verschie-
bung von 3.840 ppm. Dies entspricht einer
Differenz von 0.155 ppm. Ein Tieffeld-shzft
dieser GréBenordnung kann ursichlich
durch eine negativ geladene Gruppe in naher
raumlicher Umgebung des H3-Protons
hervorgerufen werden. Beispiele fiir 'H-
chemische Verschiebungen von sulfatierten
Lactosen in 2‘-Position zeigen fur das H2‘
Proton ein shift von 0.71 ppm und fir das
H3‘Proton und H1“Proton ein shift von
0.17 ppm und 0.15 ppm™.
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Selektive Anregung (5.240 ppm)
der H1-Protonen der a-L-Fucosyl-(1-2")-lactose
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Abbildung 28: Selektive 'H-COSY und 'H-TOCSY-Experimente der bindenden Komponenten. Der

selektive Gauss-Puls hatte eine Linge von 80 ms und eine Einstrahlposition von 5.240 ppm. Die
Einstrahlposition entspricht der Resonanzfrequenz der Fucose H1-Protonen dera-L-Fucosyl-(1-2¢)-lactose.

Selektive Anregung (4.994 ppm)
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Abbildung 29:  Selektive 'H-COSY und 'H-TOCSY-Experimente det bindenden Komponenten. Der
selektive Gauss-Puls hatte eine Linge von 80 ms und eine Einstrahlposition von 4.994 ppm. Die
Einstrahlposition entspricht der Resonanzfrequenz der Fucose H1-Protonen dera-L-Fucosyl-(1-6)-lactose.
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Da die Fucose in den Komponenten der
Bibliothek nicht sulfatiert ist, sondern nur
die Lactose, sollte die Sulfatgruppe an einer
Position verknipft sein, die rdumlich dem
H3-Proton der Fucose nahe kommt. Die
Resonanzen der H4-Protonen liegen fur
beide Komponenten im Bereich von 3.886
ppm. Der Einfluf3 wirkt sich also nur auf die
'H-chemischen Verschiebungen der H2-
und H3-Protonen der Fucose aus.

Die andere Komponente, die als
bindender Ligand aus dem STD TOCSY-
Experiment identifiziert wurde, ist die
Lactose, in der die Fucose 1-6 verkniipft ist.
Die selektiven 1D-Experimente erfolgten
nun mit einer Anregung der HI1-Protonen
der Fucose bei 4.994 ppm. Im Unterschied
zu der 1-2° verkniipften Fucose, ergab die
Identifizierung und Zuordnung der Spin-
systeme keinen Tieffeldshiff der Protonen-
resonanzen. Die 'H-chemischen Ver-
schiebungen der H2-Protonen liegen in
einem Bereich von 3.826 - 3.833 ppm. Im
1D-TOCSY-Spektrum konnte aufgrund von
Signaliiberlagerung die Resonanz von nur
einem H3-Proton exakt bestimmt werden.
Die chemische Verschiebung liegt bei 3.821
ppm. Die Resonanzen der H4-Protonen
konnen Werte zwischen 3.94 - 3.95 ppm
zugeordnet werden.

Die chemischen Verschiebungen der
Fucose Ringprotonen sind somit nicht durch
eine rdumlich nahe Sulfatgruppe beeinfluf3t.

Zusammenfassend kann gesagt werden,
dafl die a-L-Fucosyl-(1-6)-lactose und die
a-L-Fucosyl-(1-29-lactose  als  bindende
Bestandteile der sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek identifiziert werden konnten. Die
H2- und H3-Ringprotonen der a-L-Fucosyl-
(1-29-lactose zeigen einen Tieffeldshiff, der
wahrscheinlich aufgrund einer Sulfatgruppe
in raumlicher Nihe dieser Protonen ent-
steht. Die anderen bindenden Komponenten
zeigen keinen shift der chemischen Ver-
schiebung.

5.3.7 trNOESY-Experimente

Eine elegante Methode zur Untersuchung
von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen
basiert auf der #NOE-MeBtechnik. In der
Regel besitzen kleine Molekiile einen
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positiven NOE. Bindet jedoch so ein
Molekil am Protein wechselt das Vor-
zeichen und die Verbindung zeigt starke
negative NOEs. Somit kann ein einziges
#NOESY-Spektrum den bindenden Ligand-
en identifizieren. Dariber hinaus kann durch
die Aufnahme von #NOESY-Aufbauraten,
die Konformation im gebundenen Zustand
des Liganden bestimmt werden. Bei der
Untersuchung einer  Substanz-Bibliothek
sollten somit nur die bindenden Kom-
ponenten ein Vorzeichenwechsel des NOEs
zeigen.

Bei der hier vorliegenden sulfatierten Tri-
saccharid-Bibliothek ergab sich jedoch, dal3
die Verbindungen der Mischung bereits
ohne Protein einen negativen NOE zeigten.
Aufgrund der Molekiilmasse von
824.83 g/mol ist dies nicht zu erwarten.
Berticksichtigt man aber die Sulfatierung,
deren Hydrathiille in etwa die Masse einer
Monosaccharideinheit ausmacht, so liegt die
virtuelle Masse in einem Bereich, in dem die
Molekiile negative NOEs zeigen. Auch die
Aufnahme von NOESY-Spektren bei 250
MHz - der Nulldurchgang des NOEs ist
direkt proportional zur Spektrometerfre-
quenz und zur Korrelationszeit des Mole-
kiils, also abhingig von der Molekiilmasse -
tithrte nicht zu positiven NOE-Signalen der
nichtbindenden Verbindungen der Biblio-
thek. Deshalb konnte uber einen Vor-
zeichenwechsel nicht zwischen Binder und
Nichtbinder differenziert werden.

Ein weiteres charakteristisches Metrkmal
des #NOEs ist die Lage des Maximums.
Auch der #NOE baut sich zeitabhingig von
der Molekiilmasse und den Protonenab-
stinden auf. Bei den freien Liganden der
Bibliothek liegt das Maximum bei grof3er
einer Sekunde. Im gebundenen Zustand
sollten die Maxima deutlich zu kirzeren
Mischzeiten verschoben sein. Abhingig vom
Ligand/Protein-Verhiltnis, der Korrelati-
onszeit des Komplexes und von der Ge-
schwindigkeit des chemischen Austausches
(kons #.0) ergeben sich bei unterschiedlichen
Mischzeiten unterschiedliche Maximalwerte
des #”NOEs.
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Abbildung 30: Die #zNOE-Intensitit ist gegen
die Mischzeit aufgetragen. Die Abbildung zeigt
die betechneten #rNOE-Aufbaukurven fiir je-
weils vier verschiedene Anteile an gebundenen
Liganden pB sowie fiir vier verschiedene Kor-
relationszeiten des Liganden t.B im gebundenen
Zustand. Die Kutven entsprechen verschiedenen
Protonenabstinden: () 1.76 A; (m) 2.46 A; (0) 2.68
A und () 4.86 A. Diese Simulation wurde fiir eine
Spektrometer-Frequenz von 500 MHz durch-
gefiihrt™.

Durch Erhéhung des Ligandiiberschusses
wird das Maximum der #NOE-Intensitit zu
lingeren Mischzeiten verschoben. Der
relative #ZNOE nimmt jedoch leicht ab. Ziel
ist es ein optimales Ligand/Protein-
Verhiltnis zu erreichen, in dem der #NOE
maximal ist und bei einer Mischzeit von ca.
100 ms liegt. Abbildung 30 zeigt den oben
beschriebenen Zusammenhang®.

Fir die Aufnahme von #NOESY-
Spektren  wurde ein  Ligand/Protein-
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Verhiltnis von 11.6/1 gewihlt mit jeweils
verschiedenen Mischzeiten (tr,, = 25 ms,
50 ms, 75 ms, 100 ms, 250 ms fur die
Mischung und fur die ,.freie“ Bibliothek
1, = 25 ms, 50 ms, 75 ms, 100 ms, 150 ms,
250 ms, 500 ms). Bei einer Molektlmasse
des Proteins von 220 kD wund einer
Dissoziationskonstanten  der  bindenden
Liganden von K, = 1007 - 100° [M]
befinden wir uns im linken unteren Bereich
der Abbildung 30. Somit sollten sich gut
#”7NOEs beobachten lassen.

Die Auswertung der Spektren erwies sich
jedoch als aullerordentlich schwierig, da
aufgrund von starken Signaltiberlagerungen
keine  eindeutige  Identifizierung  der
Spinsysteme moglich war. Zusitzlich sind
die Molekiilmassen der einzelnen Kompo-
nenten der Bibliothek je nach Sulfatierungs-
muster verschieden, so dafl die Aufbau-
kurven der freien Bibliothek bereits unter-
schiedliche Verlaufe zeigen.
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Abbildung 31:  #/NOESY-Aufbaukurven von
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ausgewihlten Kreuzsignalen deren !'H-chemische

Verschiebung den Protonen der 1-2¢ und 1-6 verkniipften Fucosyl-lactose entspricht. Die Aufbaukurven der
sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek mit dem E-Selektin zeigen ein zu kiirzeten Mischzeiten verschobenes
Maximum (ca. 100 ms). Die Kurve wurde durch einen doppeltexponentiellen Fit ethalten.

Die #NOE-Aufbaukurven in Abbildung
31 zeigen exemplarisch nur die durch die
STD Experimente erhaltenen Spinsysteme,
deren 'H-chemische Verschiebungen ein-
deutig in den #NOESY-Spektren identi-
fiziert werden konnten. Nichtbindende
Komponenten zeigen Aufbauraten, deren
Kurvenform denen der freien Bibliothek,
also ohne Protein entsprechen.

Die NOE-Aufbaukurven der 1-2° und
1-6 verkniipften Fucosyl-lactose zeigen als
Komponenten der ,.freien” Bibliothek und
in Mischung mit dem E-Selektin eine unter-
schiedliche Kurvenform. Die Kurven der
bindenden Komponenten besitzen ein

Maximum bei ca. 100 ms. Die Maxima der
entsprechenden Signale der freien Bibliothek
liegen bei deutlich hoheren Mischzeiten. Fur
die Protonen der Glucose und Galactose
sind aufgrund starker Signaliiberlagerungen
keine eindeutig zuzuordnenden Aufbau-
kurven zu erhalten. Die Resonanzsignale des
Cy-spacers zeigen fir alle Komponenten die
gleichen 'H-chemischen Verschiebungen, so
dal3 keine Differenzierung zwischen bind-
enden und nichtbindenden Segmenten
getroffen werden kann.

Zusammenfassend ergibt sich aus der
Analyse der #NOE-Aufbaukurven kein
vollstindiges Bild iiber die Bindungsaktivitit
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einzelner Komponenten. Die Verschiebung
der Maxima der #NOE-Aufbauraten auf-
grund von Bindung einzelner Substanzen am
E-Selektin ist in vielen Fillen nicht signifi-
kant. Die Grunde hierfur kénnten in unter-
schiedlichen Bindungskonstanten, Bindungs-
kinetiken und verschiedenen relativen Kon-
zentrationen der einzelnen Komponenten
sein. Dennoch sind die grofiten Ver-
schiebungseffekte der Maxima zu kiirzeren
Mischzeiten, an Resonanzen der in den
STD-Experimenten ermittelten Substanzen
zu beobachten.

5.4 NMR-Experimente der 3-
und 2'-Fucosyl-Lactose

Die 3-Fucosyl-lactose, die als Grund-
korper dem Sialyl-Lewis® entspricht, sollte
auch ohne Ladung der Carboxylatgruppe
eine geringe Bindungsaktivitit zeigen. Die
2-Verknupfungsvariante, die als bindende
Komponente der sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek identifiziert wurde, wurde
ebenfalls untersucht. Als Nichtbinder kam
Lactose zum Einsatz, die der Mischung
zugefiigt wurde. Alle Verbindungen lagen als
Anomerengemische der Glucose vor. Mit
Hilfe des STD NMR-Verfahren wurde die
Mischung mit einem Uberschuf} von 100/1
(Ligand/Protein) je Komponente untet-
sucht. Bei einer Proteinmenge (E-Selektin,
MW 220 kDa) von 11.97 nmol wurden also
pro Verbindung 1.197 umol vermessen.

2'-Fucosyl-lactose

OH
HO
OH
H,C 0
o OH
HO s ©
o H OH
oH OH or
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3-Fucosyl-lactose

OH__oH
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HO oO 0
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HO
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OH __oH
OH
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HO 0 ©
HO
OH

5.4.1 1D STD NMR-Experimente

Fir die Zuordnung der Protonen-
Resonanzen wurden die Verbindungen
zunichst  einzeln NMR-spektroskopisch
vermessen. Das 'H STD NMR-Experiment
konnte durch Verinderung der on resonance
Frequenz von -3000 Hz (-6 ppm) auf
3590.82 Hz (7.184 ppm) in seiner Qualitit
verbessert werden, da hier keine 'H-
chemischen Verschiebungen der Ligand-
protonen im aromatischen Bereich lagen.
Somit konnte das Protein iber seine
aromatischen Protonen direkt gesittigt
werden. Zur Uberpriifung der Einstrahl-
position wurden zusitzlich  Differenz-
spektren aufgenommen in denen die
Einstrahlposition nicht verdndert wurde
(Spektrum C und D). Sie sollten im Idealfall,
bis auf Losungsmittel-Resoanzen keine
Signale zeigen.
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Abbildung 32:  Protonenspektren der Mischung aus Lactose, 2‘-Fucosyl-lactose und 3-Fucosyl-lactose
mit dem E-Selektin (Mischungsvethiltnis je Komponente: Ligand/Ptrotein 100/1). Die Anzahl der scans
betrug fur die 'H STD NMR-Spektren 2560. Das 'H NMR-Spektrum wurde mit 1280 scans und einem
spinlock-Filter von 10 ms Pulslinge aufgenommen. A: '"H NMR-Spektrum B: 'H STD NMR-Spektrum
(off resonance: 20000 Hz, on resonance: 3590.82 Hz). C: 'H STD NMR-Spektrum (on resonance:
3590.82). D: 'H STD NMR-Spektrum (off resonance: 20000 Hz).

Zur Uberprifung der eingesetzten
Mengen der einzelnen Komponenten in der
Mischung wurden die Integrale der HI-
Protonen der Galactose untereinander
verglichen. Aus den Integralen im Spektrum
A (Abb. 32) ergaben sich folgende relative
Mengen:

Anomeren bestimmt werden. Die Lactose
zeigt mit einem o/B-Verhiltnis von 1/2.79
den grofiten Unterschied. Gefolgt von der
2“Fucosyl-lactose mit 1/1.55 und der
3-Fucosyl-lactose mit 1/1.29 (Tab. 11).

H1-Gal [ppm] | Relative Menge
Lactose 4.511 1
2'-Fucosyl-lactose | 4.584 0.81
3-Fucosyl-lactose | 4.495 0.71

Tabelle 10: Relative Mengen der einzelnen
Komponenten der Mischung.

Zur Untersuchung wurden die Anomer-
engemische der einzelnen Verbindungen
eingesetzt. Die jeweiligen Anomeren-
verhiltnisse konnten mit den Integralen
verschiedener Protonen-Resonanzen der

[ppm] a/B Verhaltnis
Lactose H1la Glc, 5.286 1/2.79

H2B Glc, 3.351
2'-Fucosyl Hla Glc, 5.289 | 1/1.55
-lactose H2B Glc, 3.360
3-Fucosyl Hla Fuc, 5.444 1/1.29
I-lactose H1B Fuc, 5.501

Tabelle 11: Anomerenverhiltnisse der  ein-
zelnen Komponenten der Mischung.

Zusatzlich zu den hier dargestellten
Spektren zeigten die 'H STD NMR-
Spektren der einzelnen Verbindungen ohne
Protein unter identischen Aufnahmebe-
dingungen keinerlei Signalartefakte.
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Abbildung 33:  A: 'H STD NMR-Spektrum (off resonance: 20000 Hz, on resonance: 3590.82 Hz) der
Mischung aus Lactose, 2°-Fucosyl-lactose und 3-Fucosyl-lactose mit dem E-Selektin (Mischungsverhiltnis
je Komponente: Ligand/Protein 100/1).. B: 'TH NMR-Spektrum det Mischung mit einem spinlockpuls von
10 ms zur Unterdriickung der Proteintesonanzen. C 'H NMR-Spektrum detr 3-Fucosyl-lactose. D: 'H
NMR-Spektrum der Lactose. E: 'TH NMR-Spektrum der 2‘-Fucosyl-lactose.

Im Folgenden sollen hauptsichlich die Protonen [ppm] STD [%]
o . L - 2 .
Resonanzen diskutiert werden, die durch actose :PGEIIC 25?? 82
STD-Signale auf eine Bindungsaktivitit der 2'-Fucosyl- | H1-Fuc 5.373 0.6
Komponenten der Mischung hinweisen. lactose | H1-Gal 4.584 04
. 1 3-Fucosyl- | H1a-Fuc 5.444 3.1
Eine komplette Zuordnung der H- lactose H1B-Fuc 5507 31
chemischen Verschiebungen der einzelnen H2,4-Fuc 3.862 13
: : o 3.857 0.8
Vétbmflungen wurde .mcht durchgefiihrt. H3-FLC 1028 10
Die Stirke der STD-Signale wurde anhand H5a,B-Fuc 4.876 4.1
der Signalintensitit, unter Beriicksichtigung H1-Gal 4495 1.2
.2 . w H2-Gal 3.544 0.75
der Linienform, eines ,,normalen® Protonen- H3a/B-Gal 3.711 0.7
Spektrums der Mischung plus Protein im H4-Gal 3.967 1.6
: : H5-Gal 3.650 0.9
Vergleich zum STD-Spektrum ermittelt. HE.Gal 3781 14
Im STD Spektrum A (Abb. 33) der H1a-GIc 5.247 1.1
- - - H2b-Glc 3.534 0.75
Mischung erscheinen beide H1-Fucose e 3 pes 0.9
Protonen der anomeren 3-Fucosyl-lactose
als starke STD Signale mit 3.1 %. Das Tabelle 12: STD !'H-Signale und Intensititen
H5a/B-Proton der Fucose zeigt mit 4.1 % der Komponenten aus der Mischung.

den hochsten Wert.

48



Ergebnisse und Diskussion

E
H1-Gal 5. H6B-Glc H3,4B-Clc HQ[}?IC
J/ rarue N —~ |H5B-Glc
D
H1-Gal
H2[B-Glc
W B-\
C H4-Gqal |H2.4-Fuc H3a/B-Gal ]
- / 7 " H5B-Glc  H2-Gal
H1-Gall H3-Fuc H6,6'-Gal H5E3éol /HQB_@C
/ H6'B-Glc — -

VA,

H2,4-Fuc H3a/B-Gal yo.cq|

/Hé,é/'-eo/

4.50 4.25 4.00

[Pom]

3.75 3.50

Abbildung 34:  Wie Abbildung 33. Gezeigt ist der Bereich von 3.3 ppm bis 4.65 ppm. Im STD Spektrum A
sind nur die Resonanzen besonders gekennzeichnet, die von den Protonen der 3-Fucosyl-lactose stammen

(Spektrum C).

Das Hla-Proton der Glucose zeigt eine
deutlich geringere Intensitat (1.1 %).

Die Intensititen der STD Signale der H1-
Fucose- und H1-Galactose-Protonen der 2°-
Fucosyl-lactose liegen um 0.5 %. Da Lactose
als Nichtbinder ebenfalls schwache STD-
Signale (0.5 %) liefert, kann hier nicht exakt
zwischen sehr schwacher Bindung, un-
spezifischer Bindung und Subtraktion-
Artefakten unterschieden werden. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dal3 die
STD Signale im Spektrum A (Abb. 33)
hauptsachlich von der 3-Fucosyl-lactose
stammen.

Sollte der Bindungsmodus der 3-Fucosyl-
lactose dem postulierten des Sialyl-Lewis®
entsprechen, so sind die Fucose-Protonen
und die H4- und H06-Galactose-Protonen
bzw. die entsprechenden Hydroxygruppen
besonders stark an der Bindung zum

E-Selektin beteiligt. Im STD Spektrum A
(Abb. 34) zeigen die Fucose-Protonen mit
0.8 %, 1.3 % (H2,4) und 1.0 % (H3) und die
Galactose-Protonen deutliche STD Signale.
Der prozentuale STD Effekt liegt fir die
Galactose in einem Bereich von 0.7 %
(H3a,8), 0.9 % (H5) bis 1.4 % (H6) und
1.6 % (H4). Die Methyl-Protonen der 2°-
Fucosyl-lactose und der 3-Fucosyl-lactose
sind im STD Spektrum nicht zu erkennen.
Offensichtlich ist die Methylgruppe der
Fucose nicht direkt am Protein lokalisiert
(Abb. 35). Das Gleiche gilt fiir die Protonen
der Glucose, die kaum STD Signale zeigt.
Da sich die Protonen-Resonanzen im
hump-Bereich stark tberlagern, wurde zur
weiteren  Untersuchung ein 2D STD
TOCSY-Experiment aufgenommen.
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Abbildung 35: Wie Abbildung 33. Gezeigt ist der Bereich von 1.2 ppm bis 1.535 ppm.

5.4.2 2D STD TOCSY-Experiment

Die Identifizierung des bindenden Epi-
tops der 3-Fucosyl-lactose wurde mit einer
Variante des STD TOCSY-Experiments
durchgefithrt. Nach jedem Frequenzwechsel
wurden vier dummy scans verwendet und die
Sattigungszeit des Proteins wurde auf eine
Sekunde verkiirzt. Der Relaxationsdelay
wurde zusitzlich auf zwei Sekunden ver-
lingert, damit sich ein Gleichgewicht
zwischen Sittigungstransfer vom Protein
zum bindenden Liganden und Relaxation
des Liganden einstellt. Der Relaxationsdelay
ist also linger als die Dauer der Vorsit-
tigung.

Die Kreuzsignale sollten — abhingig vom
Magnetisierungstransfer in der F1- und der
F2-Dimension — unterschiedliche Intensitéit-
en zeigen. Fir zwei gekoppelte Spins I und S

kann ein Transfer I, nach S, und ein
Transfer von S, nach I stattfinden. Die
Intensitat des Kreuzsignal hingt somit von
den  Kopplungskonstanten — und  der
Effektivitit des Sittigungstransfers vom
Ausgangsspin  ab. Im STD TOCSY-
Spektrum  erscheinen, bis auf das
H1/H2,3,4-Fuc-Kreuzsignal der 2‘-Fucosyl-
lactose, ausschlieBlich Signale der 3-Fucosyl-
lactose. Somit wird nennenswert nur die 3-
Fucosyl-lactose gebunden (Abb. 306).
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Abbildung 36:  Overlay plot des STD TOCSY-Spekttums (blau) und des off resonance TOCSY-
Spektrums (rot) der Mischung aus Lactose, 2°-Fucosyl-lactose, 3-Fucosyl-lactose und dem E-Selektin in
einem Ligand/Protein Verhiltnis je Komponente von 100/1.

Das H1/H2, 3, 4,-Fuc Kreuzsignal der 2°
Fucosyl-lactose zeigt in der F1-Dimension
einen STD Effekt von 0.09 % und in der
F2-Dimension 0.33 %. Der groBere Effekt
in der F2-Dimension ist durch die stirkere
Beteiligung an  der  Bindung  der
Hydroxygruppen an 2-, 3- und 4-Position
der Fucose zu erkliren.

Die stirksten STD Effekte sind bei den
Protonen der Fucose der 3-Fucosyl-lactose
zu finden. In der F1-Dimension ergibt sich
fur das Kreuzsignal HIB/H24 und
Hla/H24 ein Wert von 0.65 % bzw.
0.78 %. In der F2-Dimension liegen die
Effekte mit 0.9 % und 2.6 % deutlich hoher.

Offensichtlich ist der Sittigungstransfer zu
den H2- und H4-Protonen der Fucose
effektiver als der Transfer zum H1-Proton.
Die STD Effekte des H24/Hla-
Kreuzsignals sind aufgrund von Signaliber-
lagerung mit dem H2,4/H1B-Kreuzsignal in
der F2-Dimension nicht exakt bestimmbar
gewesen, so dal3 der hohe Wert von 2.6 %
mit einem grolen Fehler behaftet ist. Das
H3/H2,4-Kreuzsignal zeigt mit 0.34 % in
der F1-Dimension und 0.14 % in F2 einen
geringeren STD  Effekt. Das H3/H1-
Kreuzsignal erscheint nur in F2. Das B-
Anomer hat einen Wert von 0.62 % und das
B-Anomer einen Wert von 0.32 %.
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Abbildung 37: Dargestellt ist der prozentualer STD Effekt verschiedener Protonen der 3-Fucosyl-lactose.

Die Integrale wurden in der F1- und in det F2-Dimension aus den entsprechenden Kreuzsignale des STD
TOCSY-Experiments ermittelt. Der STD Effekt ist der prozentuale Anteil der Kreuzsignale relativ zum off’

resonance TOCSY-Spektrum.

Die Methylgruppe der Fucose zeigt nur
im STD TOCSY ein Kreuzsignal, im
eindimensionalen 'H STD Spektrum ist
nahezu kein Signal zu finden. Der STD
Effekt liegt in F2 bei 0.25 % und in F1 bei
0.09 %.

Kreuzsignal STD [%] STD [%]
3-Fucosyl-lactose | F2-Dimension F1-Dimension
H1B/H2,4 0.90 0.65
Hla/H2,4 2.60 0.78
H3/H2,4 0.14 0.34
H1B/H3 0.62 -
H1a/H3 0.32 -
H5/CH, 0.25 0.09
H1/H4 0.24 0.57
H1/H3 0.49 0.46
H1/H2 0.10 0.19
H4/H3a.B 0.36 0.27
H3a,p/H2 0.33 0.37

Tabelle 13: STD Effekte [%] der 3-Fucosyl-
lactose. Die prozentualen Werte wurden aus
einem STD TOCSY-Spektrum und einem off
resonance TOCSY ermittelt.

Die Kreuzsignale der Galactose-Protonen
zeigen in der F1- und in der F2-Dimension
dhnlich grofle STD Effekte. Am grofiten
sind die H1/H4- mit 0.57 % und die
H1/H3-Kreusignale mit 0.46 %. Im
Gegensatz zum 'H STD Spektrum sind im
STD TOCSY-Spektrum keine STD Signale
der H5- und Ho6-Protonen der Galactose zu
erkennen. Der Magnetisierungstransfer vom
H5- zum Ho6-Proton bzw. umgekehrt ist
somit wihrend der spinlock-Zeit im TOSCY-
Experiment sehr ineffizient. Zumal die
Diagonale starke Signale in diesem
Verschiebungsbereich liefert.

Die Glucose zeigt keine STD Signale und
ist somit nicht in direktem Kontakt zum
E-Selektin.

In der Mischung aus Lactose, 2°-Fucosyl-
lactose und 3-Fucosyl-lactose mit dem
E-Selektin konnte eindeutig die 3-Fucosyl-

lactose als die hauptsichlich bindende
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Verbindung identifiziert werden. Dariiber
hinaus zeigte das epitope mapping der
3-Fucosyl-lactose mit Hilfe der STD
Spektroskopie  ausschlieSlich  Protein-
kontakte der Fucose und der Galactose.
Besonders stark sind die 1-, 2-, 3- und 4-
Positionen der Fucose sowie die 1-, 3- und
4-Positionen der Galactose am Bindungs-
modus beteiligt. Aus dem 'H STD Spektrum
ergibt sich auch eine Beteiligung der 6-
Position der Galactose.

5.5 Theoretische Unter-
suchungen von E-Selektin-
Ligand-Wechselwirkungen

Die NMR-Untersuchungen der
sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek ergaben
als  Hauptbindungspartner ~ fiir ~ das
E-Selektin, die 1-2° und 1-6 verkniipfte
Fucosyl-lactose.  Zusitzlich befindet sich
eine Sulfatgruppe in rdumlicher Nihe des
H3-Protons der 1-2° verkniipften Fucosyl-
lactose. Bei der 1-6 verkntpfte Fucosyl-
lactose wurden keine Hinweise zur Position
der Sulfatgruppe ermittelt.

Zur  weiteren  Untersuchung  des
Bindungsmodus der bindenden Liganden
ergeben sich drei Fragestellungen: Wie sieht
die Konformation der bindenden Liganden
in Losung aus, in welcher Konformation
werden die Liganden gebunden und
entspricht  diese  Konformation  dem
Bindungsmodus vom Sialyl-Lewis™.

Zunichst soll ein Bindungsmodell der
Bindung vom slLe® am E-Selektin erstellt
werden. Danach erfolgt ein rationelles
Design von sulfatierten Trisacchariden mit
LeapFrog und anschlieBend wurde mit
Hilfe von MMC-Simulationen uberprift, ob
die Konformationen der Liganden mit den
héchsten Bindungsenergien denen der in
Losung entspricht.

5.5.1 E-Selektin und sLe” - Ein
Bindungsmodell

Bisher ist es noch nicht gelungen das
E-Selektin  zusammen mit dem Tetra-
saccharid Sialyl-Lewis® im Komplex zu
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kristallisieren. Die bioaktive Konformation
des sLe” ist jedoch bekannt. Die Frage lautet
nun: gibt es ein Bindungsmodus der mit der
experimentell bestimmten Konformation
des sLe® und den Strukturuntersuchungen
am E-Selektin ibereinstimmt?

Ausgangspunkt ist die Rontgenstruktur
des E-Selektins und die NMR-Strukturen
des Sialyl-Lewis®. Mit Hilfe des Programms
FlexiDock wurde versucht, einen Bindungs-
modus zu finden, dessen Wechselwirkungs-
energie maximal ist.

Entscheidend fir die Qualitit des
Bindungsmodells ist die Vorpositionierung
des Liganden in der Bindungstasche. Da die
CRD-Domine des E-Selektins  keine
ausgeprigte Tasche besitzt, ergibt sich keine
eindeutige Orientierung des sLe™.

Verschiedene Bindungsmodelle fir sle®
und dessen Derivate wurden vorgestellt, in
der die 3- und 4-Hydroxylgruppe der Fucose
am Calcium koordiniert ist und die
Sialinsdure in der Nihe von Tyr48, Arg97
und Lys113 lokalisiert ist™*. Zusitzlich
wurde eine Wasserstoffbricke von der 6-
OH Gruppe des GalNAc zur OH-Gruppe
des Tyr94 postuliert.

In dieser Arbeit wurden eine Vielzahl von
Orientierungen des sLe® zum Calcium
getestet. Auch hier ergab sich ein Bindungs-
modus, der dem oben beschriebenen
entspricht.
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Abbildung 38:  Stereodarstellung der E-Selektin Obetfliche als Connolly-Oberfliche (cyan). Die an der
Calcium-Bindungsstelle beteiligten Aminosduren sind rot eingefirbt. Die blauen Aminosiuren sind
essentiell fiir die Bindung von sLe*. Das Calcium ist gelb eingefirbt. Die Connolly-Oberfliche des
Tetrasaccharids ist als griine Punktoberfliche dargestellt.

Die Gesamtbindungsenergie, die als Be-
wertungskriterium von FlexiDock errechnet

eine Connolly-Oberfliche dargestellt. Die
Connolly-Oberfliche des sLe® ist als Punkt-

wurde, belief sich auf —98.82 kcal/mol. Die
jeweiligen  docking-Experimente  wurden
solange durchgefithrt, bis die Bindungs-
energie sich nicht weiter verbessert. In
Abbildung 38 ist die relative Orientierung
der Sialyl-Lewis® zum E-Selektin gezeigt.
Die Bindungsregion des Proteins ist durch

oberfliche dargestellt. Zusitzlich sind die
Bereiche der Aminosauren, die essentiell fur
die Bindung des Tetrasaccharids sind,
farblich markiert. Im Bindungsmodell kor-
respondieren die Kontaktstellen zwischen
Protein und dem Tetrasaccharid mit den fiir
die Bindung wichtigen Aminosauren.

|, \Lys113

ASP106 : AL Z<(R48
GLUso ASN105 / —. ARG97

Abbildung 39:  Stick-Modell des sLex in der E-Selektin Bindungsstelle. Die rot eingefirbten
Aminosiuren sind an der Calcium Koordinierung beteiligt. Die griinen Aminosauren sind fiir die Bindung
des sLex essentiell. Die Bindung der Fucose erfolgt iiber Koordinierung der 3-OH und 4-OH-Gruppe am
Calcium. Zusitzlich ist eine Wassetstoffbriicke von der 6-OH-Gruppe der Galactose zur OH-Gruppe des
Tyt94 und zum Glu92 zu erkennen. Die Koordinierung det Catboxylgruppe der Sialinsdure erfolgt iiber die
Guanidniumgruppe der Seitenkette vom Arg97.
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Im Bindungsmodell ist die Koordinier-
ung der Fucose tiber die 3-OH und 4-OH
Gruppe am Calcium und die Koordinierung
der Carboxylgruppe der Sialinsiure an der
Guanidiniumgruppe vom Arg97 von Be-
deutung. Dieser Bindungsmodus wird der
Fucose-Spezifitit des E-Selektins und dem
Vorhandensein einer negativen Ladung am
Liganden zur Stabilisierung der Bindung
gerecht. Eine Reihe von Wassestoffbriicken
erh6hen zusitzlich die Bindungsenergie. Die
6-OH Gruppe der Galactose bildet Briicken
zum Glu92, Tyr94 und zum Asnl105 aus, die
4-OH Gruppe zeigt Kontakte zum Tyr94.
Der Sauerstoff der Acetylgruppe des
GlcNAc ist in der Nahe der Aminogruppe
des Argl08. Die Fucose bildet neben der
Koordinierung am Calcium mehrere Wasser-
stoffbriicken. Die 2-OH Gruppe zeigt
Interaktionen mit dem Glul07, die 3-OH
Gruppe wechselwirkt mit dem Asn105 und
dem Asp 106 und die 4-Hydroxyl-Funktion
zeigt Kontakte zum Asn82.

Generell ist die Bindungsregion des
E-Selektin  keine  Bindungstasche  im
eigentlichen Sinn. HEs gibt keine richtige

{ Lys1ld
" ASp106 Y -

Asn8?2 Fuc\,‘ﬁ )
38 7\ GCleNAe
LE(Y conia
Glugo § I _

A
\ \

Distanz [A]
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Kavitit, in der dieser Ligand passgenau an-
docken kann. Vielmehr stellt die Bindungs-
stelle ein Plateau am Ende der lec-Domine
dar. In Abbildung 40 ist eine separierte
Oberfliche dargestellt. Gezeigt ist hier —
ausgechend von jedem Atom des Tetra-
saccharids in einem Radius von 10 A — eine
Oberfliche die farblich den Abstand zum
jeweils ndchsten Atom des Proteins
markiert. Gut zu erkennen ist, dafl die
direkte Kontaktfliche zum Protein, fast nur
unter dem sLe® zufinden ist. Besonders das
N-Acetylglucosamin ~ (grin)  und  der
Seitenarm der Sialinsdure (blau) zeigen wenig
Kontakte zum E-Selektin. Somit liegt das
Tetrasaccharid relativ  flach auf dem
E-Selektin. Bemerkenswert ist die Otientiet-
ung der Zuckereinheiten. Die Flichen der
Zuckerringe stehen fast orthogonal zur
Oberfliche des Proteins. Die Diederwinkel
der glycosidischen Bindung, die sich aus
dem docking-Modell ergeben, stimmen bis auf
die Winkel der Fucose sehr gut mit denen
aus den  #ransferred-NOE  Messungen
erhaltenen Werten tberein®.

Abbildung 40:  Stereodarstellung einer separierten Oberfliche zwischen dem E-Selektin und dem Sialyl-
LewisX. Die Fatbkodierung det Abstinde zum Protein ist links datrgestellt. Die Zuckereinheiten sind
ebenfalls farblich markiert: die Fucose ist cyan, das N-Acetylglucosamin griin, die Galactose gelb und die

Sialinsdure blau eingefirbt.
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Die glycosidischen Winkel der a-L-Fuc-
(1-3)-B-D-GIcNAc  Verkniipfung weichen
fur den @Winkel um 16° und fir den
P-Winkel um 11° von der NMR-Struktur”
ab (Tab. 14). Gezeigt ist die NMR-Struktur,
deren Diederwinkel dem Bindungsmodell
am nichsten liegt.

PH1-C1-01-Cx,
fur NeuNAC fur NeuNAC
C1-C2-02-Cx) C2-02-Cx-Hx)

P (C1-O1-Cx-Hx,

NeuNAc/Gal |-75° |-76°+10° |11° |6°+10°

Gal/GIcNAc | 39° 39° +10° |8° 12° + 6°

Fuc/GIcNAcC |54° 38°+7° |37° |26°+6°

Tabelle 14: Glycosidische Winkel von Sialyl-
LewisX. Die grau unterlegten Spalten geben die
Werte aus dem Bindungsmodell wieder. Die
Spalten jeweils rechts daneben zeigen die Werte
aus einer NMR-Struktur™.

5.5.2 De novo-Design von
Liganden mit LeapFrog

Ziel des rationalen Design mit LeapFrog
war der Entwurf eines Bindungsmodells der
a-L-Fucosyl-(1-6)-lactose und der a-L-
Fucosyl-(1-29-lactose, die als bindende
Liganden aus den STD NMR Experimenten
identifiziert wurden.

Im Gegensatz zu FlexiDock, das ein
reines docking Programm ist, bietet LeapFrog
die Moglichkeit ausgehend von einer
Proteinstruktur, bekannte Liganden oder
auch vollig neue Molekilstrukturen zu
generieren und ihre jeweilige Bindungs-
charakteristik zu untersuchen.

Ausgehend von der Kiristallstruktur des
E-Selektins wurde die Bindungsregion in
Form eines Kubus mit den Dimensionen
20A - 14 A - 21 A ausgewihlt. Zunichst
erfolgt ein mapping der Proteinoberfliche, in
dem ein Ligand in einer beliebigen Position
auf der Oberfliche des Proteins positioniert
wird. Der dreidimensionale Raum der
Bindungsregion wird dabei in Wiirfel mit
einer Kantenlinge von 0.25 A eingeteilt.
Nun wird die Bindungsenergie fir jedes
Ligandatom zu allen Proteinatomen in der
vorher definierten Bindungsregion berech-
net. Die Berechnung erfolgt mit der An-
nahme, dal3 das jeweilige Ligandatom
innerhalb des Wiirfels liegt. Wenn ein
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Ligandatom den Wairfel aufgrund von
strukturellen Verinderungen verli3t oder ein
Atom hinzukommt, wird die Bindungs-
energie nur fir dieses Segment neu be-
rechnet. Dadurch wird die Simulationsge-
schwindigkeit drastisch erthoht. Beim mapping
der Proteinoberfliche werden sogenannte
sitepoints  generiert. Diese  sitepoints  sind
optimale Positionen fiir Ligandatome (als
Sonde wird sp’-hybridisierter Kohlenstoff
verwendet) mit entgegengesetzten Vor-
zeichen der Ladung zu den Atomen des
Proteins und mit einer optimalen sterischen
Umgebung. Folgende Energieterme, die zur
Berechnung der Bindungsenergie verwendet
wurden, sind nachstehend aufgelistet:

1) Sterische-, elektrostatische- und Wasser-
stoffbriicken-Energien des Ligand-Protein-
Komplexes.  Desolvatationsenergie  der
Kavitit

2) Inkrementelle Wasserstoffbriicken-Energie

3) Ligand Desolvatations-Energie

Die eigentliche funktionelle Vielfalt
dieses Programms beginnt jedoch erst mit
der Generierung und Optimierung von Li-
ganden. Dadurch, dafl eine Modifikation
des Liganden zu einer Erhohung der
Bindungsenergie fithren soll, sind die
Modifikationen verschiedenster Natur. Diese
Modifikationen sind als sogenannte moves
definiert. Welche dieser moves und mit
welcher Frequenz sie eingesetzt werden, sind
der Intuition des Anwenders uberlassen.
Nur wenn eine dieser Modifikationen zur
einer Struktur fihrt, die eine hohere
Bindungsenergie besitzt, wird diese Struktur
als neue Ausgangsstruktur fiir den nichsten
Schritt akzeptiert. Ein kurze Uberblick iiber
die moves wird im Folgenden gegeben.

Bridge Verknupfung von zwei Liganden
(direkt oder mit Molekulen aus der
Fragmentbibliothek)

Complement | Komplementare Gruppen
werden als neue Liganden hinzu-
gefugt (z.B. eine Carboxylgruppe
wird an der Guanidiniumgruppe
eines Arg vom Protein positioniert)

Crossover Genetischer Schritt zur
Kombination von bereits
bestehenden Liganden

Fly Translation und Rotation des
Liganden

Fuse Verknupfung von Ringsystemen
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Join Verknupfung von Ligand und
Fragment

New Ein Fragment wird an einem
sitepoint des Proteins positioniert

Prune Entfernt Molekulteile eines

Liganden, die eine definierte
Bindungsenergie unterschreiten

Refine Substitution von multivalenten
Atomen
Save Abspeichern von Liganden,

deren Bindungsenergie kleiner als
ein definierten Wert ist

Twist Variation von Torsionswinkeln,
Interner minimizer
Weed Entfernt Liganden mit niedrigen

Bindungsenergien

Tabelle 15: Ubersicht det moves in det
LeapFrog Strategie.

Das Ergebnis ist ein Satz von Liganden,
die in diesen iterativen Prozel3 die besten
Bindungsenergien zeigen. Je nach Strategie
kann die Simulation zur Optimierung von
bereits bestehenden Liganden oder zur Er-
zeugung einer moglichst groflen strukturel-
len Diversitit der Liganden eingesetzt
werden. Die Fucosespezifitit des E-Selektins
mit der Koordinierung am Calcium war
Ausgangspunkt des rationalen Designs der
Liganden. Konnte diese Spezifitit mit der
LeapFrog Strategie wiedergefunden werden?

GLU30
ASP106
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Um dies zu kliren wurde die a-L-Fucose an
ciner beliebigen Position auf die Protein-
oberfliche der Bindungsregion gelegt. Fir
diesen ersten Teil der Simulation wurden nur
fly, twist und save Kommandos verwendet.
Die maximale Translation pro Freiheitsgrad
wurde auf 10 A gesetzt um die gesamte
Bindungsregion abzusuchen. Die Rotation
um die drei Achsen wurde fiir eine
groBBtmogliche Beweglichkeit des Liganden,
auf maximal 360° festgelegt. Nach einer
Million #zoves endete die Simulation mit einer
Struktur, in der die Fucose mit der 3-OH
und 4-OH Gruppe am Calcium koordiniert
ist. Nach einer weiteren Million Schritte
inderte sich die Position nicht mehr. Fur
den Optimierungs-Prozel3 wurden weitere
200000 Schritte mit 1 A maximaler
Translation und 45° maximaler Rotation
gerechnet. Der Bindungsmodus dnderte sich
noch  geringfiigig, wobei sich  die
Bindungsenergie von -51.056 kcal/mol auf
-63.14 kcal/mol verbesserte. Die Abstinde
der Fucose-Sauerstoffatome der 3- und 4-
Position zum Calcium betragen 2.15 A und
212 A. In Abbildung 41 ist die Bindungs-
geometrie dargestellt.

GLUso
ASP106

Abbildung 41:  Stereoplot des Bindungsmodells der a-L-Fucose am Calcium des E-Selektins.

57



Das Calcium ist sechsfach koordiniert,
wobei zwei Positionen von der Fucose
belegt sind. Die anderen Positionen sind
vom Asn82, Glu80, Asnl05 und Aspl06
abgedeckt. Zusitzlich erfolgt eine Bindungs-
stabilisierung durch Wasserstoffbriicken der
2-OH Gruppe zum Asn83, der 3-OH
Gruppe zum Asn83 und zum Aspl06 und
der 4-OH Gruppe zum Asn82 und Glu80.
Gegentiber dem Bindungsmodus des sle®
ergibt sich eine leichte Abweichung in der
Position der Fucose. Die Fucose ist um ca.
10° um das C4 Ringatom in Richtung
Calcium geneigt.

Ausgehend von diesem Bindungsmodell
wurde ein Fragmentbibliothek erzeugt, die
cine Lactoseeinheit beinhaltet. Die Kon-
formation der Lactose wurde mit Hilfe einer
MMC-Simulation ermittelt. Alle Verkntpf-
ungsvarianten der Cl-Position der o-L-
Fucose mit der Lactose, bis auf die eins
Position der Glucose (in der sulfatierten
Trisaccharid-Bibliothek ist die C1-Position

der Glucose mit dem Cg-spacer verknipft),
waren erlaubt. Fiur die 6,6-Positionen
wurden jeweils alle drei gestaffelten Kon-
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formationen freigegeben. Zusitzlich muflte
die Dimension der Bindungsregion ver-
groBBert werden. Die Abmessungen der Box
wurde auf 26 A - 22 A - 28 A gesetzt.

Der join move wurde nun zur Ver-
kniipfung der Lactose an die a-L-Fucose
verwendet. Fur jeden move wurde ein
gridsearch mit einer Schrittweite des -
Winkels von 1° durchgefithrt. Alle Ver-
kntpfungsvarianten wurden anschlieend
weiter optimiert. Mit insgesamt 500000
Schritten, die nur aus twist, fly und save
moves bestanden, konnten folgende Bind-
ungsenergien generiert werden.

Verkniipfung Bindungsenergie
[kcal/mol]
a-L-Fucose -65.22

1-2-Fucosyl-lactose | -34.48

1-3-Fucosyl-lactose | -65.59

1-6-Fucosyl-lactose |-81.14

1-2'-Fucosyl-lactose |-45.97

1-3'-Fucosyl-lactose | -44.27

1-4'-Fucosyl-lactose | -54.54

1-6'-Fucosyl-lactose |-75.83

Tabelle 16: Bindungsenetrgien der Vetkniipf-
ungsvarianten.

Abbildung 42:  Sterecoplot aller optimierten Verkniipfungsvarianten der a-L-Fucose mit der Lactose. Das
Protein wird als Connolly-Oberfliche dargestellt. Die rot eingefirbten Aminosiduren sind an der Calcium
Bindung beteiligt, die dunkelblau eingefirbten Aminosduren sind fiir die Bindung des Sialyl-Lewist
essentiell. Die einzelnen Strukturen sind wie folgt gekennzeichnet: 1-2: cyan, 1-3: violett, 1-6: rot, 1-2%

magenta, 1-3‘: weil, 1-4¢: griin, 1-6 gelb (vgl. Tab. 16).
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Abbildung 43: Wie Abbildung 42, seitliche Darstellung.

Bei allen computergenerierten Kom-
plexen ist die Fucose am Calcium plaziert.
Die grofiten Bindungsenergien ergaben sich
far die 1-6- und 1-6'-Verkniipfungsvarian-
ten. Die 1-2 verkniipfte Struktur besall mit
-34.49 kcal/mol die schlechteste Bindungs-
energie. Die Orientierung des zweiten
Monosaccharids, gezihlt in der Reihenfolge
nach der Verknipfung mit der Fucose, ist
bei den 1-3 und 1-6° verkniipften Verbin-
dungen dhnlich. Dieser Bindungsmodus
kommt dem vom Sialyl-Lewis* am nichsten.
Eine zweite Gruppe bilden die 1-2, 1-2° und
1-4° verbriickten Strukturen. Die 1-6 ver-
kntipfte Variante zeigt mit der gro3ten Bind-
ungsenergie von -81.15 kcal/mol eine um
180° gedrehte Position der zweiten Zucker-
einheit gegentiber dem Bindungsmodell vom
sLe®. Fine fast senkrechte Anordnung des
Trisaccharids zur Oberfliche des E-Selektins
bildet die 1-3° Struktur. Im nichsten Schritt
soll die optimale Position und Verkniipfung
von Sulfatgruppen an der Lactose ermittelt
werden. Ausgehend von den im vorherigen
Schritt generierten Liganden, sind alle Posi-
tionen der Lactose bis auf die 1-Position
zuginglich. Zusitzlich wurden alle Kombi-
nationen der gestaffelten Konformationen
des w-Winkels berticksichtigt. Somit ergibt

sich fir die Liganden, bei denen die 6- und
6°-Position frei ist, neun Moglichkeiten der
Anordnung.  Insgesamt ergaben sich 51
Liganden, die wvirtuell sulfatiert wurden
(Mehrfachsulfatierung war mdglich). Die
verwendete Sulfatgruppe wurde unproto-
niert eingesetzt, somit lieferte der sp3-hybri-
disierte Sauerstoff als direkter Wechselwir-
kungspartner mit Wasserstoffbriicken-Do-
natoren und partiell positive geladenen
Atomen die grofiten Bindungsenergien.
Uber ein join Kommando wurde die
Sulfatgruppe an alle relevanten Positionen
der Lactose gesetzt. Parallel dazu wird eine
Optimierung der Orientierung des Liganden
tber twist und fly Kommandos durchge-
fihrt. Nach 86000 moves ergaben sich 187
Liganden. Alle Liganden, die eine schlech-
tere Bindungsenergie als -34 kcal/mol besa-
Ben, wurden nicht weiter optimiert. Mit den
restlichen 137 Liganden wurde anschlieend
eine Optimierung der Konformation und
der Position in der Bindungsregion durchge-
fihrt. Mit 185000 fly, twist und save mwowes
wurde der Design-Proze3 mit LeapFrog
beendet. In Tabelle 17 sind fur jede Ver-
kntpfungsvariante nur jeweils die funf be-
sten Strukturen und zusitzlich die monosul-
fatierten Verbindungen aufgelistet.

59



Ergebnisse und Diskussion

Verknupfung (Sulfatierungs- | Bindungsenergie 1-3'-Fucosyl-lactose -44.52
muster) [kcal/mol] 1-4'-Fucosyl-lactose -59.73
1-2-Fucosyl-lactose -34.46 1-6-Fucosyl-lactose -87.53
1-3-Fucosyl-lactose -66.52 3-O-Sulfat -115.67
6'-O-Sulfat -113.37 4',6'-Di-O-sulfat -140.10
4',6'-Di-O-sulfat -120.08 3'.4,6'-Tri-O-sulfat -145.88
3',4',6'-Tri-O-sulfat -121.42 2,3',4",6'-Tetra-O-sulfat -141.57
2',3.4".6'-Tetra-O-sulfat -127.59 3,2'.3"4 -Tetra-O-sulfat -139.71
6.3',4',6'-Tetra-O-sulfat -125.99 2,3,3',6'-Tetra-O-sulfat -138.83
2,2'.,3",4",6'-Penta-O-sulfat | -122.84 1-6'-Fucosyl-lactose -76.10
1-2'-Fucosyl-lactose -47.11 2-O-Sulfat -98.23
4'-O-Sulfat -93.64 3,2'-Di-O-sulfat -75.45
3'-O-Sulfat -77.09 2,6,4'-Tri-O-sulfat -75.82
6'-O-Sulfat -43.68 2,3,6,4 -Tetra-O-sulfat -135.58
3',6'-Di-O-sulfat -71.00 3,2',4",6'-Tetra-O-sulfat -133.00
3,3'-Di-O-sulfat -61.16

Tabelle 17: Etgebnisse des Design-Proze3 mit

LeapFrog. Gezeigt sind die Fucosyl-lactose

Verkniipfungsvarianten und deren Sulfatierungsmuster mit den entsprechenden Bindungsenergien. Die
grau untetlegte Struktur (1-6-Fucosyl-3¢,4¢,6‘-Tti-O-sulfo-lactose) zeigt die groB3te Bindungsenergie (-145.88

kcal/mol)

Die unsulfatierten 1-2-, 1-2° und 1-3°
Fucosyl-lactosen zeigen mit -34.46 kcal/mol,
-4711 kcal/mol und -44.52 kcal/mol die
geringsten Bindungsenergien. Die virtuelle
Sulfatierung der 1-3- und 1-2- Variante
ergab  keine  Steigerung der  Bind-
ungsenergie. Die 1-2°-Fucosyl-lactose zeigt
fir das 4“-O-sulfat eine deutliche Ver-
besserung der Bindungsenergie um 46.53
kcal/mol auf -93.64 kcal/mol. Die anderen
Sulfate ergaben nur moderate Steigerungen
um maximal 29.98 kcal/mol. Fir die 1-4¢
Verkniipfungsvariante  ergab  sich  ein
Energiewert von -59.73 kcal/mol. Die an-
schlieBende virtuelle Sulfatierung fithrte zu
keiner Verbesserung der Bindungsenergie.
Von den noch verbleibenden unsulfatierten
Trisacchariden zeigte die 1-6 verkniipfte
Verbindung (-87.53 kcal/mol), gefolgt von
der 1-6° (-76.10 kcal/mol) und 1-3-Variante
(-66.52 kcal/mol), die hochste Bindungs-
energie. Den groB3ten Einfluf3 einer Sulfatier-
ung ergab sich bei der 1-3-Fucosyl-lactose.
Hier steigerte sich die Bindungsenergie fiir
das 6-O-Sulfat um 46.85 kcal/mol auf -
113.37 kcal/mol. Das 2°34‘,6“Tetra-O-
sulfat dnderte seine Bindungsenergie um
61.38 kcal/mol auf -127.59 kcal/mol. Das
4 6-Di-O-sulfat hat mit -120.08 kcal/mol
ebenfalls eine hohe Wechselwirkungsenergie.
Eine Mehrfachsulfatierung der 1-6-Fucosyl-
lactose flihrte zum 3°,4°,6°-Tti-O-sulfat, das
mit -145.88 kcal/mol (Abb. 44, 45)
insgesamt die hochste  Affinitdit  zum

E-Selektin aufweist. Alle weiteren mehrfach
sulfatierten Verbindungen zeigen Werte
zwischen -130 kcal/mol und -140 kcal/mol.
Das Monosulfat an 3-Position besitzt den
héchsten Wert von allen monosulfatierten
Liganden (-115.67 kcal/mol). Als letzte
Verknupfungsvariante ergab sich fir die
1-6‘-Fucosyl-lactose die grofite Bindungs-
energie von -76.10 kcal/mol. Die virtuelle
Sulfatierung dieses Liganden fiihrte nur beim
2-Sulfat (-98.23 kcal/mol) und bei den
Tetrasulfaten zu einer Steigerung der
Bindungsstirke (2,3,6,4-Tetra-O-sulfat
-135.58 kcal/mol, 3,2°4°,6“Tetra-O-sulfat
-133.00 kcal/mol).

Betrachtet man das FErgebnis der
Simulation zeigt die 1-6-Fucosyl-lactose und
deren sulfatierte Derivate die gréf3ten Bind-
ungsenergien. An zweiter Stelle rangieren die
1-6‘-Fucosyl-lactose Varianten und an dritter
Position die 1-3-Fucosyl-lactosen. Betrachtet
man nur die Monosulfate ergibt sich ein
etwas anderes Bild. Das 3-O-Sulfat der 1-6-
Fucosyl-lactose zeigt mit -115.67 kcal/mol
die gréfite Bindungsenergie. Gefolgt vom 6°-
O-Sulfat der 1-3-Fucosyl-lactose (-113.37
kcal/mol) und dem 2-O-Sulfat der 1-6°-
Fucosyl-lactose (-98.23 kcal/mol). An vierter
Position liegt die 1-2“Fucosyl-4-O-sulfo-
lactose (-93.46 kcal/mol). Nur geringfiigig
schlechter ist das 2-O-Sulfat der 4-Fucosyl-
lactose (-92.57 kecal/mol). Den Abschluf}
bildet das 6°-O-Sulfat der 1-3‘-Fucosyl-
lactose (-41.94 kcal/mol).
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LYS111}

ARG108

Abbildung 44:  Das 3%4%,6-Tti-O-sulfat der 1-6-Fucosyl-lactose ist mit einetr Bindungsenetgie von -145.88
kcal/mol als beste Struktur aus dem Design-ProzeBl mit LeapFrog hetvorgegangen. Das E-Selektin ist als
Conolly-Obetrfliche dargestellt. Das Argl108 und das Lyslll zeigt mit der Guanidinium- und Amino-
Funktion ditekte Kontakte zu den Sulfatgruppen. Die Fucose ist am Calcium koordiniert. Die

Wasserstoffbriicken sind als gelbe gestrichelte Linien dargestellt. Das Calcium ist gelb eingefirbt.

Abbildung 45: Wie Abbildung 44, seitliche Darstellung.

In der 1-6-Fucosyl-3‘4%,6%tri-O-sulfo-
lactose liegen die beiden Pyranoseringe der
Fucose und Glucose fast parallel tber-
einander. Die Hauptwechselwirkungsenergie
ergibt sich aus den Kontakten der Fucose
zum Calcium und aus den Kontakten
zwischen den Sulfatgruppen der Galactose
zum Argl108 und zum Lys111.

In allen generierten Strukturen ist die
Fucose am Calcium positioniert. Lediglich

eine Rotation der Fucose um das Calcium ist
zu beobachten. Die Koordinierung erfolgt
aber bei allen Strukturen tber die 3-OH-
und 4-OH-Gruppe der Fucose.

Zusammenfassend zeigen alle Fucosyl-
lactosen, bis auf die 1-3°, 1-4° und 1-2
verkniipfte Fucosyl-lactose, eine Steigerung
der Bindungsenergie nach der virtuellen
Sulfatierung.
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Abbildung 46:  Stereoplot der monosulfatierten Verbindungen. Die Verkniipfungsvarianten sind wie folgt
farblich markiert: 1-3-Fucosyl-6‘-O-sulfo-lactose: griin, 1-2‘-Fucosyl-4‘-O-Sulfo-lactose: magenta, 1-6-
Fucosyl-3-O-sulfo-lactose: orange, 1-6‘-Fucosyl-2-O-sulfo-lactose: weill. Das Protein wird als Connolly-
Oberfliche dargestellt. Die rot eingefirbten Aminosduren sind an der Calcium Bindung beteiligt, die
dunkelblau eingefirbten Aminosiduren sind fiir die Bindung des Sialyl-Lewis* essentiell. Das Calcium ist
gelb eingefirbt.

Abbildung 47: Wie Abbildung 46, seitliche Darstellung.
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Abbildung 48:  Stereodarstellung des 3-O-Sulfat der 1-6 verkniipften Fucosyl-lactose. Dieser Ligand zeigt
mit —115.67 kcal/mol die héchste Bindungsenergie det monosulfatierten Verbindungen. Die Fucose ist am
Calcium koordiniert. Die Wasserstoffbriicken sind als gelbe gestrichelte Linien dargestellt. Das Protein
wird als Connolly-Obetfliche dargestellt. Die rot eingefirbten Aminosiuren sind an der Calcium Bindung
beteiligt, die blau eingefirbten Aminosiuren sind fiir die Bindung des Sialyl-Lewis® essentiell. Das
Calcium ist gelb eingefirbt. Zusitzlich ist das Arg108 blau gefirbt.

Der Design-Proze3 mit LeapFrog ergab
das 3-O-Sulfat der 1-6 verkntpften Fucosyl-
lactose  als  besten  monosulfatierten
Liganden. Die Bindungsenergie belduft sich
auf -115.67 kcal/mol (Abb. 48). Die
Differenz zwischen dem unsulfatierten
Derivat und der sulfatierten Verbindung
betrigt 28.14 kcal/mol. Somit ist die
Affinitit zum Protein bereits ohne Sulfat-
gruppe hoch. Ausschlaggebend fir diese
hohe Bindungsenergie ist neben der Ko-
ordinierung der Fucose am Calcium, die
Lage der Hydroxymethylgruppe  der
Galactose. Die Hydroxymethylgruppe liegt
direkt in einer Ausbuchtung zwischen dem
Argl08 und dem Calcium. Der Pyranose-
ring steht dabei orthogonal zum Protein und
bildet mit der 4-OH-Gruppe Wasser-
stoffbricken zum Argl08 und zum Glu88
aus. Die Sulfatgruppe ist dhnlich zu den
anderen monosulfatierten Strukturen posi-
tioniert. Sie liegt zwischen dem Lys111 und
dem Arg108.

Vergleicht man die Strukturen der
unsulfatierten Trisaccharide (Abb. 42) mit

den monosulfatierten Verbindungen,
ergeben sich sehr dhnliche glycosidische
Diederwinkel. Die maximale Abweichung
betrdgt ca. 14°. In Tabelle 18 sind die
Diederwinkel  aufgelistet. Somit hat die
Sulfatierung keinen groflen Einfluf3 auf die
dreidimensionale Gestalt der Trisaccharide.

Dennoch kann aufgrund einer Sulfatier-
ung eine rdumliche Umorientierung der Tri-
saccharide erfolgen. Besonders deutlich wird
dies bei der 1-2° verknupften Fucosyl-
lactose. Hier vollzieht der Ligand eine
Rechtsdrehung um ca. 90°, so daf} die
Galactose nicht mehr tber der Fucose steht
sondern zum Lys111 ausgerichtet ist
(Abb. 49). Die Sulfatgruppe, die an 4
Position verkniipft ist, kann in dieser
Anordnung optimal mit den basischen
Seitenketten wechselwirken.
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Verknuipfung: o[ Y[l o[ Y[l Verkniipfung: ol°] vl ol°] vl
Lactose Gal Gal Fuc Fuc Lactose, Sulfat Gal Gal Fuc Fuc
1-2'-Fucosyl- 73.2| -27.2 39.6| -63.3 1-2'-Fucosyl-4'- 755 -21.5 39.0| -70.5
lactose O-sulfo-lactose

1-3'-Fucosyl- 52.3 4.5 62.2| -18.7 1-6'-Fucosyl-2- 46.3 -0.7 66.8 96.3
lactose O-sulfo-lactose

1-4'-Fucosyl- 59.5 -2.5 41.8 | -134.7 1-3-Fucosyl-6'- 75.3 34.0 53.5 34.8
lactose O-sulfo-lactose

1-6'-Fucosyl- 47.9 1.5 61.3 99.0 1-6-Fucosyl-3- 67.1 9.1 61.2| 1420
lactose O-sulfo-lactose

1-2-Fucosyl- 63.6 -0.6 38.8| -136.9

lactose Tabelle 18: Diederwinkel der glycosidischen
1-3-Fucosyl- 76.7 24.1 59.0 25.1 Bindungen der verschiedenen unsulfatierten-
lactose und sulfatierten Trisaccharide. Gezeigt sind nur
1-6-Fucosyl- 69.4 1.8 71.6| 1375 die Monosulfate, deren Bindungsenergie nach
lactose der Sulfatierung gestiegen sind.

Abbildung 49:  Stereoplot der unsulfatierten 1-2°-Fucosyl-lactose (griin) und der 6‘-sulfatierten 1-2¢-
Fucosyl-lactose (magenta). Der Ligand vollzieht nach der Sulfatierung im Optimierungsprozel3 eine
Rechtsdtehung um ca. 90°. Das Protein witd als Conolly-Oberfliche datgestellt. Die rot eingefirbten
Aminosiuren sind an der Calcium Bindung beteiligt, die dunkelblau eingefirbten Aminosiuren sind fiir
die Bindung des Sialyl-Lewis* essentiell. Das Calcium ist gelb eingefarbt.

Die 1-6°-Verkniipfungsvariante zeigt nach
der Sulfatierung an 2-Position auch eine
verinderte  Orientierung  der  Lactose
(Abb. 47). Die Glucose liegt nicht wie im
unsulfatierten Trisaccharid mit der 6-OH-
Gruppe am Arg97. Die Glucose ist jetzt
vielmehr zwischen dem Lys11l und dem
Arg108 angeordnet, so dal3 die Sulfatgruppe
zwischen der Aminofunktion und der
Guanidiniumgruppe, maximale Wechsel-
wirkungenergie zeigt.

Die Position der 1-3, 1-3° und 1-6 vet-
kntpften Fucosyl-lactose ist vor und nach
der virtuellen Sulfatierung fast identisch.
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5.5.3 Ein Vergleich:
Bindungsmodell sLe” -
De novo-Design von
sulfatierten Trisacchariden
mit LeapFrog

Die rdumliche Orientierung vom Sialyl-
Lewis® im Bindungsmodell ist wesentlich
durch vier Merkmale gekennzeichnet: die
Fucose ist tber die 3-OH- und 4-OH-Grup-
pe am Calcium gebunden, die Galactose
zeigt mit der 6-OH-Gruppe eine Wasser-
stoffbriicke zum Tyr94 und zum Glu92, die
Koordinierung der Carboxylgruppe der
Sialinsdure erfolgt iber die Guanidnium-
gruppe der Seitenkette vom  Arg97, das
N-Acetylglucosamin tragt nur unwesentlich
zur direkten Wechselwirkung mit dem
E-Selektin bei. Das Ergebnis des docking mit
FlexiDock wurde fiir sLe® mit LeapFrog
Uberprift. Die Bindungsenergie des Tetra-
saccharids belief sich auf —76.37 kcal/mol.

Entscheidend ist fiir diesen Bindungs-
modus die Position der Fucose am Calcium

und die ionische Wechselwirkung der
Carboxylgruppe der Sialinsiure zum Arg97.
Diese Interaktion ist aber nur dann méglich,
wenn ein Mindestabstand zwischen der
Fucose und der Carboxylgruppe eingehalten
wird. Im Protein betrigt der Abstand vom
Calcium zum N™ des Arg97 10.1 A und zum
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N" 10.4 A. Im Bindungsmodell des sl.e*
wird dieser Abstand mit einer parallelen An-
ordnung der Fucose zur Galactose uUber-
briickt. Der Abstand vom Sauerstoffatom in
3-Position der Fucose, das den dichtesten
Kontakt zum Calcium zeigt, zum Kohlen-
stoffatom der Carboxylgruppe betrigt 9.5 A.

Bei der 1-6-Fucosyl-6-O-sulfo-lactose
kann der Abstand im Protein vom Calcium
zum N"™ des Arg97 (10.1 A) mit einer an der
6-Position befindlichen Sulfatgruppe tber-
briickt werden. Hier betrigt der Abstand
vom Sauerstoffatom der Fucose zum
Schwefelatom 9.4 A. Zusitzlich ist die Posi-
tion der Glucose mit der Position der
Galactose gegentiber dem Bindungsmodell
im sLe® ausgetauscht. Die 1-6‘-Fucosyl-6-O-
sulfo-lactose, die im Design-Proze3 mit
LeapFrog generiert wurde, zeigte aber auf-
grund einer nicht optimalen Anordnung der
Sulfatgruppe zur Guanidiniumgruppe des
Arg97 eine Bindungsenergie von -82.39
kcal/mol (Abb. 50). Eine bessere Bindungs-
energie ergibt sich fir die 1-6-Fucosyl-2-O-
sulfo-lactose (-98.23 kcal/mol), in der die
Sulfatgruppe mit der 2-Position verkniipft
ist. Hier ist die Sulfatgruppe zwischen dem
Lys111 und dem Argl08 lokalisiert und die
Koordinierung der Fucose am Calcium ist
deutlich verzerrt (Abb. 50).

Abbildung 50:  Stereoplot der 6‘-Fucosyl-lactose (2-O-Sulfat: magenta, 6-O-Sulfat: griin) und des Sialyl-
Lewis* (orange). Das E-Selektin wird als Connolly-Oberfliche dargestellt. Die rot eingefitbten Amino-
sduren sind an der Calcium Bindung beteiligt, die dunkelblau eingefirbten Aminosiuren sind fiir die
Bindung des Sialyl-Lewis* essentiell. Zusitzlich ist das Argl08 blau markiert. Das Calcium ist gelb

eingefirbt.
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Abbildung 51:  Stereoplot des 3°-O-Sulfat (griin) und des 6°O-Sulfat (magenta) der 3-Fucosyl-lactose.
Das Sialyl-Lewis* ist orange eingefirbt. Das E-Selektin wird als Connolly-Oberfliche dargestellt. Die rot
eingefitbten Aminosduren sind an der Calcium-Bindung beteiligt, die dunkelblau eingefirbten
Aminosiuren sind fiir die Bindung des Sialyl-Lewis® essentiell. Zusitzlich ist das Argl108 blau markiert.
Das Calcium ist gelb eingefirbt.

Die 1-3-Fucosyl-lactose, die dem Lewis®
ohne N-Acetylgruppe entspricht, zeigt
gegeniber dem Bindungsmodell des sLe”
eine verinderte Anordnung. Das Tri-
saccharid, das in seiner 3‘“sulfatierten, 6°-
sulfatierten und in seiner unsulfatierten
Form fast deckungsgleich ist, ist um ca. 45°
gekippt. Die Bindungsenergie des 3-O-
Sulfat der 1-3-Fucosyl-lactose liegt bei -73.05
kcal/mol. Die Sulfatgruppe ist zum Arg97
ausgerichtet. Der Abstand zwischen dem
Sauerstoffatom der Fucose in 3-Position und
dem Schwefelatom betrigt 7.9 A. Somit wird
in dieser Konformation der notwendige
Abstand vom Calcium zur Guanidinium-
gruppe des Arg97 nicht uberbrickt. Mit
-113.37 kcal/mol zeigt das 6°-O-Sulfat die
zweitgrofite  Bindungsenergie von allen
monosulfatierten Liganden. Verantwortlich
fir diesen hohen Wert ist die optimale Lage
der Sulfatgruppe zwischen dem Lys111 und
dem ArglO8 (Abb. 51). Wenn beide
Positionen sulfatiert sind, also die 2°- und die
6°-Position, wird nur eine Bindungsenergie
von —105.29 kcal/mol erreicht. Der Abstand
zwischen den beiden Sulfatgruppen ist
demnach zu klein, um die Distanz vom
Arg97 zum Lys111 optimal zu tiberbriicken.

Offensichtlich ~ kommen nur zwei
Positionen am Protein fir eine negativ
geladene Gruppe des Liganden in Betracht.

Die Position am Arg97 und die Position
zwischen dem Lys111 und dem Argl08. Da
der Abstand vom Calcium zu den
Stickstoffatomen des Arg97 um maximal
1.5 A groBer ist als der Abstand vom
Calcium zum Stickstoff des Lys111, kann die
groBBere Distanz nur vom sle® uberbriickt
werden. Zusitzlich wird durch die relative
Position der Fucose am Calcium, die
glycosidisch mit der Lactose verkniipft ist,
eine direkte Orientierung der Lactose in
Richtung Arg97 erschwert. Die Ver-
kntpfung der Fucose zur Lactose kann nur
an einer dem Arg97 abgewandten Position
erfolgen. Die optimalen Anordnungen der
sulfatierten Trisaccharide sind somit durch
die starken Wechselwirkungsenergien der
Sulfatgruppen zum Lys111 und zum Arg108
bestimmt.

5.6 MMC-Simulationen

Entspricht die gebundene Konformation
der Liganden der Vorzugskonformation der
Liganden im freien Zustand? Mit Hilfe von
MMC-Simulationen soll diese Frage geklart
werden.

Da das Sybyl-Kraftfeld nicht speziell fir
Zucker parametrisiert wurde und somit der
exo-anomere Effekt nicht berticksichtigt
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wurde, wurden MMC-Simulationen der
monosulfatierten Strukturen mit GEGOP
durchgefiihrt, die im Design-Proze3 mit
LeapFrog ecine Steigerung der Bindungs-
energien lieferten. Zusitzlich wurde eine
MMC-Simulation der Lactose durchgefiihrt.
Alle Simulationen wurden mit einer ab-
standsabhingigen Dielektrizititskonstanten
mit € = 5 durchgefithrt. Die Sulfatgruppe
wurde mit vier symetrisch angeordneten
Sauerstoffatomen mit einer Bindungslinge
von je 1.43 A verwendet.

Der Cgy-spacer ist bei den Trisacchariden
nicht berticksichtigt worden. Es ist anzu-
nehmen, daB3 die lange Alkylkette hoch
beweglich ist und Wechselwirkungen zum
Protein eher unspezifischer Natur sind.

Eine Clusteranalyse extrahierte anschlie3-
end die Hauptfamilien der MMC-Simula-
tionen und ermdglicht die Erstellung einer
sinnvollen Startstruktur fiir weitere docking-
Experimente und liefert ein Modell fir die
Vorzugskonformation der ungebundenen
Liganden.

5.6.1 MMC-Simulation von

Lactose

Im Design-Prozef3 mit LeapFrog wurde
Lactose als Fragment definiert. Lactose
sollte dabei mit einem Bindungsmodell der
a-L-Fucose beliebig verknupft werden. Die

Gruppe| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.| Energie o
[%] [kcal/mol)| [kcal/mol]

4 32.1 1503 0.35 6.9 4.3

3| 25.1| 1176 0.41 7.8 4.0

71 22.71 1062 0.13 9.7 4.2

5] 111 519 0.28 11.8 5.0

6 4.4 206 0.18 14.9 5.2

2 4.1 194 0.44 14.3 4.1

1 0.4 18 0.77 194 3.1

47.4
35.6
111.6
337.6
32.2
445
206.2
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Ausgangskonformation der Lactose wurde
mit Hilfe einer MMC-Simulation bei einem
Temperaturparameter von 2000 K ermittelt.
Von insgesamt 5 Mio. MMC-Schritte wurde
3210049 Konformationen  akzeptiert,
welches einer Akzeptanzrate von 64.2 %
entspricht. Die durchschnittliche Energie
der akzeptierten Konformationen betrug
8.97 kcal/mol.

Fir die Clusteranalyse wurden 3000
Konformationen von der Ausgabedatei der
MMC-Simulation — ausgewiahlt. Fur  die
Clusterung wurden nur die @ und Y Winkel
der glycosidischen Bindung verwendet. Der
Schnitt im Clusterbaum erfolgte bei sieben
Gruppen. Die Numerierung der Gruppen
entspricht ihrer Reihenfolge beziiglich des
Ahnlichkeitskoeffizienten.

Es wurden zwei Hauptgruppen mit
32.1% und 25.1 % gefunden, die einen
Ahnlichkeitskoeffizienten von 0.345 und
0.411 zeigen. Die durchschnittliche Energie
betragt 6.91 kcal/mol und 7.75 kcal/mol.
Die @Winkel betragen 47.4° und 35.62°.
Der y-Winkel liegt bei 8.06° und 324.88°.

Eine Diskriminanzanalyse soll nun
- ausgehend von den sieben Klassen - den
gesamten Datensatz durchsuchen. Als Zu-
ordnungskriterium wurde jeweils fur den ¢
und Y-Winkel das zweifache der Standard-
abweichung der Winkel aus der Clusterung
herangezogen.

alF]| wllfol’]

w[’]
Gal

o]l w[]

Glc

0[]

o [’]

19.5
18.9
34.7
215
21.2
13.3
18.6

8.1
324.9
353.7
330.1
1745
246.6

9.2

16.9
16.2
15.7
15.4
17.7
28.7

9.6

38.2
50.4
34.4
68.5
72.0
27.2
79.4

96.9
92.5
94.7
94.2
98.6
96.1
88.2

27.4
324.7
46.6
35.7
352.4
8.0
17.8

84.8
99.0
97.2
92.9
82.3
91.6
88.8

118.4
118.6
119.3
119.3
121.9
122.2
1247

4.0
3.9
3.9
4.1
3.8
3.2
2.3

Tabelle 19: Schnitt im Clustetbaum bei sieben Gruppen. Dargestellt sind die Gruppen, numeriert nach
den besten Ahnlichkeitskoeffizienten. Die nichsten beiden Spalten geben die prozentuale GroBe und die
tatsidchlichen Anzahl der Konformationen an, die durch die jeweilige Gruppe reprisentiert wird. In der
vierten Spalte ist der Ahnlichkeitskoeffizient gezeigt. AnschlieBend ist der durchschnittliche Energieinhalt

und die entsprechende Standardabweichung o dargestellt.

In den folgenden Spalten sind die

glycosidischen Winkel g und g und der w- und der 1-Winkel mit ihren Standardabweichungen aufgelistet.

67



Klasse| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.| Energie o
[%] [kcal/mol]| [kcal/mol]

4 32.7| 1633592 0.99 6.1 3.8

3| 23.2] 1158700 0.99 7.6 3.6

7| 17.4] 868570 0.96 10.0 3.9

5| 10.7] 536972 0.98 10.7 4.0

6 4.6 232345 0.98 14.1 4.3

2 4.0 201425 0.96 141 4.4

1 2.2| 112482 0.99 10.8 5.5

Restklasse 5.1 255915 0.73 16.7

o]

50.8
32.8
112.7
341.0
31.2
44.4
181.6

75.8

a[’]

17.5
15.4
27.5
18.7
19.7
12.4
11.9

Wl

54
326.0
353.8
329.1
177.5
256.7

1.9

345.6

all

13.6
15.0
15.3
13.3
14.7
295

7.9
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w[’]
Gal

43.9
48.2
49.0
44.7
38.4
47.3
515

53.3

0[]

96.2
96.7
96.2
96.5
98.1
97.3
95.1

w[’]
Glc

15.6
359.8
20.5
285
345.8
7.6
254

235

0[]

89.6
98.9
95.1
915
95.2
100.1
84.3

T[]

118.3
118.7
1195
118.9
121.6
121.7
120.7

121.9

a[’]

3.8
3.8
3.6
3.8
3.4
3.5
3.7

Tabelle 20: Klasseneinteilung nach der Diskriminanzanalyse. Die Hauptklasse ist grau unterlegt. Die
Spalten entsprechen der Tabelle 19. Zusitzlich ist die Restklasse angegeben, in der sich die
Konformationen befinden, die keiner Klasse zugeordnet werden konnte.

Die Rethenfolge der Klassen hat sich
nach der Diskriminanzanalyse nicht ver-
andert. Auch die GroBenordnung der pro-
zentualen Verteilung der einzelnen Gruppen
ist konstant geblieben. Die Hauptklasse ist
mit 32.7 % populiert. Die Restklasse, in der
die Konformationen liegen, die keiner Grup-
pe zugeordnet werden konnte, liegt bei
5.1 %. Fir den Aufbau der Liganden mit
LeapFrog wurde die Lactose mit der
Konformation aus der Hauptklasse gewahlt .

5.6.2 MMC-Simulation der 1-2'-
Fucosyl-4'-O-sulfo-lactose

Die MMC-Simulation des 4-O-Sulfat der
1-2¢ verkniipften Fucosyl-lactose wurde mit
einem Temperaturparameter von 2000 K
durchgefiihrt. Von funf Millionen MMC-
Schritte wurden 1822340 Konformationen
akzeptiert, das einer Akzeptanzrate von
36.45 %  entspricht. Die durchschnittliche
Energie der akzeptierten Konformationen
betrug 20.16 kcal/mol.

Fir die Clusteranalyse wurden 3000
Konformationen von der Ausgabedatei der
MMC-Simulation — ausgewahlt.  Fir die
Clusterung wurden nur die ¢- und - Winkel
der glycosidischen Bindung der Galactose
und der Fucose verwendet. Zusitzlich
wurde der fur die Orientierung der Sulfat-
gruppe wichtige Torsionswinkel O-5-O-C
geclustert Der Schnitt im Clusterbaum
erfolgte bei sieben Gruppen (Tab. 22). Die

Hauptgruppe ist mit 44.7 % populiert. Der
Ahnlichkeitskoeffizient liegt bei 0.266 und
die durchschnittliche Energie betrigt 16.73
kcal/mol. AnschlieBend wurde mit diesen
sieben Gruppen eine Diskriminanzanalyse
durchgefiihrt. Die Kiriterien fir die Dis-
kriminanzanalyse entsprach denen, die bei
der Analyse der Lactose verwendet wurden.

Nach der Diskriminanzanalyse wurden
drei Hauptklassen erzeugt, die mit 33.3 %,
17.2% und 16.2 % populiert sind. Die
durchschnittliche Energie der ersten Klasse
liegt bei 15.59 kcal/mol, die der zweiten
Klasse liegt bei 17.54 kcal/mol und die
Energie der dritten Klasse bei 20.52
kcal/mol. Die Restklasse ist mit 15.9 %
populiert.

Vergleicht man die Torsionswinkel der
LeapFrog-Struktur mit denen der MMC-
Simulation, so entspricht die Konformation
keiner der Klassen der Diskriminanzanalyse
exakt. Dennoch sind die globalen Strukturen
dhnlich. Mit GEGOP berechnet ergibt sich
fir die LeapFrog-Struktur eine Energie von
53.65 kcal/mol.

Ligand o'l wll| ol1| w[1|S-0O-C-H
Gal Gal Fuc Fuc [°]

1-2'-Fucosyl- 75.5| -21.5 39.0| -70.5 53.8

4*-O-sulfo-

lactose

Klasse 3 70.8 20| 43.8| 2438 11.4

Klasse 4 441] -19.8| 61.4 40.3 18.1

Klasse 1 89.7 2.2 15| -30.7 13.7

Tabelle 21: Diederwinkel des LeapFrog-

Liganden und der drei am héchsten populierten
Klassen der MMC-Simulation. Gezeigt sind nur
die geclusterten Torsionswinkel.
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Gruppe| GroRke| Anzahl| Ahnlichk.| Energie al oFNlol®ll wiH ol eC)lol?ll Wil ol
[%] [kcal/mol)| [kcal/mol]] Gal Gal Fuc Fuc

3| 44.7] 3623 0.27 16.7 7.3| 73.9]127.6 1.9/18.9| 43.9/24.0] 25.2|19.5

4 16.1| 1392 0.24 19.6 8.2| 43.2|20.1|331.8(33.8] 56.8(22.5|] 40.7|18.4

1| 16.0] 1298 0.34 21.0 7.2| 90.3|31.2(357.1|21.9] 0.3|22.0| 324.5|19.8

6 6.5 529 0.20 254 7.1| 122.2| 29.4( 357.3| 21.4| 40.9| 13.9] 233.9| 46.6

2 5.9 481 0.27 24.1 7.5| 62.4]20.7348.5/33.9| 36.4|14.8| 184.3| 36.3

7 5.8 471 0.15 25.7 7.5| 50.7|18.7(204.4| 24.2| 54.0{19.7| 32.3|62.6

5 4.9 396 0.23 26.6 7.6] 42.1]| 18.6| 233.5| 55.9| 358.4| 22.1| 341.1| 29.0

0-S-0-C[]| o[ S-0-CH[Y ol wll| ol wll ol trl|oll| Tl ol s-0-Cl| ol
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat

78.1] 100.7 11.5{17.5] 59.0|88.5] 18.7|91.1| 118.5| 3.8/ 118.7| 3.7 119.5| 3.8

77.2|101.8 20.4121.0| 43.4]90.0| 10.6| 91.8( 118.9| 4.0{119.2( 3.9 119.6| 3.9

95.6/ 101.0 14.7{19.9] 46.2|95.0] 9.5/89.8/119.3| 3.6/ 119.1| 3.6 119.1| 3.7

260.7| 96.5 11.7{14.4] 46.6|85.7| 16.4|91.9| 119.3| 3.4|121.8| 2.9 119.1| 3.7

55.8] 89.5 16.9 18.5| 76.5|89.9] 2.9/84.9|119.5| 3.8/121.6| 3.2 119.6| 4.0

94.8| 97.6 14.7{18.7| 64.2|87.0] 65.1]94.1| 122.5| 3.3|119.5| 3.2 119.7| 3.6

116.7|] 91.8 12.5(18.6] 136.5| 99.4| 18.4]| 90.2| 120.7| 3.2|118.2| 3.6 120.1] 3.3

Tabelle 22: Schnitt im Clustetbaum bei sieben Gruppen. Die Spalten entsprechen der Tabelle 19. Zu-
satzlich sind die Diederwinkel der Sulfatgruppe (0O-5-O-C) und die S-O-C-Winkel mit ihren
Standardabweichungen o angegeben.

Klasse| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.] Energie ol ool WNal°ll o[°ll o°l] W[ ol°]
[%0] [kcal/mol)| [kcal/mol]|] Gal Gal Fuc Fuc
3| 33.3]1664418 0.98 15.6 6.7] 70.8/22.2 2.0/16.8|43.8|21.8| 24.8]|14.3
4] 17.2] 858053 0.97 17.5 7.0] 44.1|15.0|340.2| 26.2| 61.4|19.2| 40.3]15.5
1| 16.2| 810287 0.97 20.5 6.5] 89.7|30.5/357.8/19.7] 1.5]|21.6(329.3]|18.0
7 5.0] 247651 0.97 23.9 6.9] 48.0|16.3|196.6] 23.5| 52.0| 18.9| 29.6| 26.6
2 4.4] 221939 0.96 24.2 6.9] 63.8|19.8|347.8]29.4| 37.7| 12.7| 186.1| 28.7
5 4.3] 212510 0.94 25.7 6.9] 43.9|15.3|249.3|49.3] 0.4]|20.1|337.6|27.9
6 3.8] 187733 0.95 25.0 6.4] 121.6| 30.4| 356.8| 18.1] 40.7| 11.7| 238.1]| 42.9
Restklasse| 15.9] 797410 0.85 27.2 79.8 343.6 34.3 35.2

0-s-0-C[]| o[ S-O-CH[ )| o[l wl)| ol wll| ol trl| ol Tl ol so-crl|all
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat
66.7| 99.6 11.4| 16.1| 56.3| 89.1] 13.6(91.7|118.5| 3.8|118.4 3.8 119.3|] 3.6
86.5| 99.9 18.1] 18.8| 54.8(90.7| 3.3/ 89.5/118.5| 3.8/118.9| 3.8 119.5] 3.7
76.6| 101.2 13.7] 17.5| 57.2(89.1| 7.0/90.7]119.1| 3.7|118.8| 3.8 119.4] 3.7
55.3|100.5 13.4] 16.7| 63.4( 90.3| 352.6/ 98.1| 121.9 3.3|118.8] 3.9 119.4] 3.6
23.9|101.1 14.1]117.1| 57.3( 90.5| 15.6/86.3|119.0( 3.8|121.7| 3.4 119.3] 3.6
74.5| 99.2 12.6] 17.1| 56.9(90.7| 20.3|94.5|121.4 3.7|118.8| 3.8 119.4] 3.7
41.5(100.3 12.0] 14.3| 54.8(90.1| 31.7|90.9/119.8 3.6|121.5| 3.4 119.3] 3.7
47.5 15.1 58.3 19.7 120.3 120.2 119.9

Tabelle 23: Klasseneinteilung nach der Diskriminanzanalyse. Die grofite Klasse ist grau unterlegt. Die
Spalten entsprechen der Tabelle 20. Zusitzlich sind die Diederwinkel der Sulfatgruppe (O-S-O-C) und die
$-0O-C-Winkel mit ihren Standardabweichungen o angegeben.
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Abbildung 52:  Stereoplot der LeapFrog-Struktur (1-2°-Fucosyl-4‘-O-sulfo-lactose) und der gemittelten
Strukturen der drei am hdchsten populierten Klassen aus der Diskriminanzanalyse. Der Fit erfolgte iiber
die Ringatome der Galactose. Die LeapFrog-Struktur ist cyan, die Struktur der Klasse 3 ist rot, die der
Klasse 4 magenta und die Struktur der Klasse 1 ist griin eingefarbt.

Somit liegt die Konformation energetisch
um tber 39 kcal/mol tber den gemittelten
GEGOP-Konformationen.

Bezieht man die Standardabweichungen
der Diederwinkel mit ein, ist die LeapFrog-
Struktur der gemittelten Struktur der Klas-
se 1 am dhnlichsten. Besonders deutlich ist
dies im overlay plot in Abbildung 52 zuerken-
nen. Die Klasse 1 ist allerdings nur mit
16.2 % in der MMC-Simulation populiert.

Die Fucose ist gegeniiber den gemit-
telten Strukturen der MMC-Simulation
gedreht. Die Sulfatgruppe zeigt ebenfalls
eine Abweichung des Torsionswinkels
S-O-C-H um ca. 40°. Offenbar sind die
starken Wechselwirkungen der Fucose und
der Sulfatgruppe zum Protein struktur-
bestimmend fiir den Liganden.

5.6.3 MMC-Simulation der 1-6'-
Fucosyl-2-O-sulfo-lactose

Die MMC-Simulation des 2-Sulfat der
1-6° verkniipften Fucosyl-lactose wurde mit
einem Temperaturparameter von 2000 K
durchgefithrt. Von finf Millionen MMC-
Schritte wurden 2114956 Konformationen
akzeptiert, das einer Akzeptanzrate von

42.3 % entspricht. Die durchschnittliche
Energie der akzeptierten Konformationen
betrigt 18.7 kcal/mol.

Der Schnitt im Clusterbaum erfolgte bei
24 Gruppen. Die Hauptgruppe ist mit 11%
populiert und zeigt eine durchschnittliche
Energie von 14.8 kcal/mol. Nach der
Diskriminanzanalyse verkleinert sich die
Hauptklasse auf 8.8 % wund hat einen
Energieinhalt von 13.5 kcal/mol. Die
LeapFrog-Struktur besitzt eine mit GEGOP
berechnete Energie von 9.95 kcal/mol.
Aufgrund der erhohten Flexibilitit der
1-6-Verkniipfung der Fucose sind die
Klassengroflen wesentlich kleiner, da der w-
Winkel der Galactose, neben den @ und -
Winkel der Fucose und Lactose und dem
Sulfatwinkel (S-O-C-H), geclustert wurden.
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Gruppe| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.| Energie ol ool W o’ e[l a[°l] W[ o]
[%0] [kcal/mol)| [kcal/mol]] Gal Gal Fuc Fuc

14 11.0 788 0.25 14.8 6.5] 50.3(24.1|357.9]20.1| 46.5] 22.3]| 145.0( 44.1

19 8.9 637 0.17 17.4 6.6| 32.8/37.3|351.5(25.1| 50.0] 29.6] 196.0| 36.2

16 8.1 576 0.22 17.2 6.0 73.6/27.1|358.1| 19.2| 51.3]| 25.4| 184.7| 36.0

17 7.6 543 0.20 18.1 6.3| 22.2|32.0|327.6(28.1| 54.0| 24.4]| 249.3| 33.4

13 6.9 495 0.26 17.5 7.1 4.0/26.8|323.7(17.6| 48.7] 26.6| 191.9( 48.3

9 6.9 492 0.28 15.3 6.5| 54.0/27.9] 2.0(15.5|55.1]19.5|271.1|25.8

22 6.4 454 0.14 18.6 7.71109.91 42.9]| 357.7| 16.6| 50.1] 28.2| 201.2| 30.3

3 5.9 422 0.43 17.9 6.1| 12.3|23.7]|329.6(20.8| 54.4] 24.0] 220.3| 31.0

O-S-O-C[°]| o[]) S-O-C-H[l|o[]] wllfolF]] w[l}] o) Tl ol Tl ol S-O-C[]|al]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat

83.0( 99.4 358.5| 30.5| 67.4(30.8] 19.2| 85.6/118.7| 3.7|117.8| 4.2 119.6] 3.6

42.7| 99.4 356.0| 24.6| 271.0( 34.1] 32.3| 92.3]118.6( 3.9]118.3] 3.9 119.1 3.7

337.5| 99.6 11.6| 24.1| 150.4( 45.2| 353.5] 98.5|118.6| 3.7|117.7| 4.0 119.0f 3.7

306.0] 90.3 8.4|26.9]180.4| 33.1| 36.9| 90.7|119.3| 3.7|118.0f 3.6 119.0f 3.7

57.7( 95.2 2.9(23.3[ 79.3]128.3] 64.8/100.0|119.1| 4.0/ 118.0( 4.0 118.8| 3.6

73.5| 95.4 2.5|24.3| 84.5/31.0] 12.4| 88.4|118.4| 4.2|118.8| 4.1 1189 3.6

83.9(102.4 1.1/ 39.3| 333.6/39.8] 8.1] 85.9|119.7| 4.0|{118.0| 3.6 119.7| 3.3

218.1] 95.4 3.1/ 26.9|349.7| 31.8] 20.2| 93.0|118.6] 3.4|118.4| 4.1 118.8| 3.8

Tabelle 24: Schnitt im Clustetbaum bei 24 Gruppen. Gezeigt sind nur die ersten acht Gruppen. Die
Spalten entsprechen der Tabelle 22.

Klasse| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.] Energie ol oY ol’ll Wl ol o'l ol Wl o]
[%6] [kcal/mol)| [kcal/mol]] Gal Gal Fuc Fuc
14 8.8| 441690 0.96 13.5 6.2]50.9f 21.3| 359.3| 17.5| 50.3| 19.1| 148.1| 33.1
17 6.9| 344767 0.95 17.3 6.3( 30.4| 28.0| 336.0{ 24.2| 53.9| 21.2| 252.1| 29.2
19 6.2| 312066 0.95 16.5 6.4(39.9| 30.8| 352.9( 23.0| 57.0| 21.7| 201.9( 29.7
13 5.8] 292317 0.95 16.7 6.2| 5.3|26.2|325.0{16.2|50.1| 23.5| 193.7| 43.4
18 5.7/ 285188 0.93 18.5 6.4(96.8| 43.9| 359.8( 18.6| 9.9]29.7| 159.9( 40.8
22 5.5| 275154 0.94 17.2 6.7(98.2| 37.2| 1.4|15.8|54.2|23.2| 203.0| 28.6
9 5.4 271359 0.96 14.1 6.1 55.7| 23.8| 0.6{14.9|55.1| 18.8| 261.3| 23.9
16 5.0 251296 0.95 16.5 6.2|68.6| 24.0| 359.3| 18.4| 53.9| 22.2| 191.1{ 30.0
Restklasse| 14.8|741782 0.77 25.3 38.9 334.4 35.4 198.4
0-s-0-C[]| o[ S-O-C-H[Y ol wll|ollwll|ol] tF|oll| tr| ol so-Cll|al]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat
104.1]| 102.3 358.0] 26.3| 64.0| 25.6( 22.2]91.0| 118.4| 3.8|117.9] 3.9 119.1] 3.7
69.1( 99.1 4.6] 24.6] 178.5( 28.2| 15.2| 94.3| 118.6] 3.9/118.1 3.9 119.0| 3.7
82.2( 99.9 358.3| 23.3| 267.7| 29.1| 21.6/ 90.6| 118.5| 3.8|117.9] 3.9 119.0] 3.7
89.7( 100.2 0.4] 22.3] 78.9|25.5| 8.3(95.5(118.8] 3.8|117.9 3.9 119.0| 3.7
106.0/101.5 3.8| 23.5| 76.6|29.7| 27.3|91.3| 119.4] 3.7|118.0| 3.8 119.0| 3.7
111.1]101.9 0.6] 30.5| 332.4| 35.2| 29.2( 91.4| 119.5] 3.7|117.7 3.9 119.2| 3.8
66.8[ 98.9 1.5|23.1| 85.8]|26.6| 20.0| 90.8| 118.5] 3.8/118.3| 3.9 119.0] 3.7
80.7( 99.8 8.5] 23.2| 151.9| 32.7| 23.6{ 92.1| 118.7] 3.8/ 117.9| 3.9 119.0| 3.7
120.6 0.2 114.0 21.3 120.4 118.4 119.9

Tabelle 25: Klasseneinteilung nach der Disktriminanzanalyse. Gezeigt sind nur die etsten acht Klassen.
Die gréfite Klasse ist grau untetlegt. Die Spalten entsprechen der Tabelle 23.
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Abbildung 53:  Stereoplot der LeapFrog-Struktur (1-6‘-Fucosyl-2-O-sulfo-lactose) und der gemittelten
Strukturen der drei am hoéchsten populierten Klassen aus der Diskriminanzanalyse. Der Fir erfolgte tiber
die Ringatome der Glucose. Die LeapFrog-Struktur ist cyan, die Struktur der Klasse 14 ist rot, die der
Klasse 17 magenta und die gemittelte Struktur der Klasse 19 ist griin eingefarbt.

Der overlay plot zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen der Lactose-
Konformation der LeapFrog-Struktur und
den ersten drei Konformationen aus der
Diskriminanzanalyse. Die Fucose liegt aber
nur in der Hauptklasse in einer Anordnung
vor, die der LeapFrog-Struktur dhnlich ist.

Ligand |o[1| 1| ol1| wIl| w[1|S-O-C-H
Gal| Gal| Fuc Fuc | Gal []

1-6'- 46.3| -0.6|66.8 96.3 | 42.7 -54.1

Fucosyl-

2-sulfo-

lactose

Klasse 14 | 50.9| -0.7 | 50.3 | 148.1| 64.0 -2

Klasse 17 | 30.4 | -24.0 | 53.9 | -107.9 | 178.5 4.6

Klasse 19 | 39.9| -7.1|57.0| -158.1| -92.3 -1.7

Tabelle 26: Diederwinkel des LeapFrog-
Liganden und der drei grofiten Klassen der
MMC-Simulation. Gezeigt sind nur die ge-
clusterten Torsionswinkel.

Betrachtet man die geclusterten Torsions-
winkel, so besteht zwischen den Werten der
Klasse 14 und der LeapFrog-Struktur eine
gute Ubereinstimmung. Der @-Winkel der
Fucose und der Sulfatwinkel (S-O-C-H)
weicht jedoch um 51° bzw. um 52° ab.

5.6.4 MMC-Simulation der 1-3-
Fucosyl-6'-O-sulfo-lactose

Eine MMC-Simulation des 6‘-Sulfat der
1-3 verkniipften Fucosyl-lactose erfolgte mit
einem Temperaturparameter von 2000 K,
wobei 1570140 Konformationen akzeptiert
wurden (314 %). Die durchschnittliche
Energie der akzeptierten Konformationen
betrigt 18.8 kcal/mol.

Die Clusteranalyse fithrt zu  drei
Hauptklassen mit einer Gréfie von 23.0 %,
21.2 % und 13.3 %. Die gemittelte Struktur
der Hauptgruppe hat einen Energieinhalt
von 14.3 kcal/mol. Nach der Diskriminanz-
analyse wechselten die ersten beiden Klassen
die Position. Somit ist Klasse 9 mit 14.7 %
die Hauptklasse und Klasse 5 mit 13.2 % an
zweiter Stelle. Dennoch besitzt die Klasse 5
mit 13.6 kcal/mol einen um 1.1 kcal/mol
niedrigeren Energiewert. Die Restklasse ist
mit 15.5 % populiert.
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Gruppe| GroRke| Anzahl| Ahnlichk.| Energie of ool wllloll ool Wl ol
[%] [kcal/mol)| [kcal/mol]| Gal Gal Fuc Fuc
5| 23.0] 2163 0.18 14.3 7.5 55.5|22.4| 14.9{11.9| 57.2(21.2| 41.0|{18.0
9| 21.2| 1993 0.11 15.7 6.8 65.7|23.2| 18.8{14.0f 53.1|23.4| 40.2|16.8
101 13.3| 1245 0.07 16.5 7.6 63.1| 39.6| 15.3|{13.8| 52.7|23.6] 42.6|18.6
14 8.5 796 0.00 21.1 7.8 70.5]29.1| 26.9|14.1| 348.9| 25.1| 345.3| 28.8
3 5.8 542 0.25 17.8 8.1| 55.3|24.8| 18.9(14.6| 31.7|22.4| 44.9|46.6
15 3.6 340 -0.01 23.6 6.9| 334.6| 22.9| 337.8{ 16.1| 52.0{20.5| 71.2|35.8
11 3.4 317 0.06 22.3 6.7| 335.8| 29.5| 334.7| 20.4| 44.9]26.5| 70.1|46.7
1 3.2 302 0.42 16.7 9.0 56.8|31.0f 14.7|{11.3| 45.4|23.5| 39.5|19.7
7 31 294 0.13 26.3 8.4 72.1]23.7| 30.4{13.8| 39.4|13.6|182.9|31.2
6 31 290 0.14 28.7 6.9 51.5|23.9|186.4|23.1| 46.1|25.3] 63.7|25.2
8 29 276 0.12 23.9 7.9]144.0| 33.2| 5.8{13.6| 52.8]23.1] 64.2|20.3
13 29 273 0.00 28.9 6.8 36.9|22.9|193.1{ 30.0f 32.1|17.0| 184.9| 35.6
12 2.8 262 0.06 26.5 5.8| 38.8|23.5/169.6{17.7| 12.9|17.7| 342.2|29.3
4 1.7 160 0.22 25.6 8.5|321.2| 20.2| 327.8{ 20.1| 56.1|19.0f 68.4|38.1
2 15 139 0.34 26.7 6.6 52.8|31.4|182.4(25.2| 2.3/19.7| 6.9/34.3
0-S-0-C[]] o[]| S-O-C-H[F]|o[*]] wl]fol7]| wllfal?]l Tl ol Tl ol S-O-C[al]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat
173.0] 102.4 209.0137.2| 130.2| 64.5 14.4|83.3(118.8 3.9(119.1] 3.5 118.3] 3.9
114.9] 100.8 168.7| 41.4] 325.6| 55.6| 34.0182.0]1119.2| 3.8/ 118.6| 3.6 118.1] 3.9
84.4( 99.7 108.9] 27.5] 99.8|48.9| 28.1183.8/119.1| 4.0{119.0] 3.5 118.8] 3.6
93.7(101.4 188.8| 50.3] 89.5|82.0| 64.3]191.4|119.2| 3.8/118.9| 3.7 118.1] 3.8
111.9] 96.6 161.9] 26.3] 175.4| 29.4| 18.4/80.0{118.6] 3.7/ 118.9] 3.9 118.4] 3.9
288.3| 94.5 189.4162.4] 172.0|1 42.0| 37.8192.91120.0| 4.2|120.4| 3.4 119.1] 3.6
148.4] 96.3 177.8] 38.81 324.6| 39.8| 6.4/ 85.6]119.6] 3.3/119.9] 3.9 117.3] 3.3
261.1(100.7 274.2118.9]107.7| 23.6[ 25.6|79.3(119.1| 4.2(118.2| 4.2 118.9] 3.4
314.4{100.0 199.8]56.1] 139.3| 82.0| 40.5|75.8/119.9] 4.0{121.7| 3.3 118.4] 3.8
114.9] 96.0 168.7| 42.4] 312.3| 93.2| 285.4| 82.3| 122.6] 3.3|/120.9| 4.1 118.9| 4.2
228.9(100.1 215.7137.3|1 203.1| 79.5 49.1|84.8(121.1| 3.8(119.6| 3.7 118.9] 3.4
319.3( 96.6 178.9] 46.2] 60.0|84.3| 335.2192.1|1121.2| 3.2/121.3| 3.1 118.9] 3.3
13| 974 162.6| 51.2] 82.2|85.2|338.2|82.1|1 122.4] 3.2|119.6] 3.9 118.2] 3.3
353.5(103.5 200.8139.7| 59.9(33.1 38.6{90.0{120.1f 5.0{119.6| 3.8 119.3] 3.9
39.7 94.1 234.1141.6|173.0| 32.3| 343.6/ 88.1| 122.8| 3.5/118.8| 3.8 118.6] 2.4
Tabelle 27: Schnitt im Clusterbaum bei 15 Gruppen. Die Spalten entsprechen der Tabelle 22.

Berechnet man die Energie der Ligand ctli;llI g[]I cg["] lIIJ:[°] t»()s[]I $-O-C-H
LeapFrog-Struktur mit GEGOP erhalt man TS Fucowr [ 7531340 535|348 701 T
eine Wert von 13.90 kcal/mol. 6 -sulfo-

Die globalen Konformationen der drei lactose

. . Klasse 9 64.1|18.5|54.7[37.9] -43.4] -179.8
Hauptklassen und die Konformation der Klasse 5 554173816011 3921 1331 1469
LeapFrog-Struktur  sind  zunichst sehr Klasse 10 58.9]13.2]|54.4| 401 78.2 112.9
ahnlich. Abweichungen ergeben sich beim ) '
wWinkel der Galactose und leichte Tabelle 28: Diederwinkel des LeapFrog-

Differenzen beim Sulfatwinkel (S-O-C-H).
In der Klasse 9 betrigt die Abweichung im
w-Winkel 58° und im Sulfatwinkel 13°. Die
Orientierung der Sulfat wird auch hier
mal3geblich durch die Wechselwirkung mit
den basischen Seitenketten vom Lys111 und
dem Arg108 bestimmt.

Liganden und der drei grofiten Klassen der
MMC-Simulation. Gezeigt sind nur die
geclusterten Torsionswinkel.
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Klasse| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.| Energie o ool WwINolll el ol W ol
[%] [kcal/mol)| [kcal/mol]f Gal Gal Fuc Fuc

9| 14.7]| 735091 0.94 14.7 6.7| 64.1120.9] 18.5|11.9] 54.7(21.9] 37.9(13.9
5| 13.2]661035 0.94 13.6 6.6| 55.4|19.6] 13.8/10.9] 60.119.2| 39.2(14.5
10| 13.2|660398 0.96 14.5 7.0] 58.9125.6] 13.2|11.5| 54.4(21.8| 40.1{15.2
3 8.7| 436583 0.96 15.3 7.1 54.9|21.4] 14.4]12.3] 42.0({23.1] 40.7(21.3
14 7.2| 360599 0.89 19.6 7.5 67.2|123.7] 25.2]12.9]354.2(21.3|357.1{ 29.5
8 4.8] 240391 0.90 21.6 6.8/ 125.0130.6] 8.5]12.0] 58.0(18.9] 60.8(18.9
1 3.8| 190310 0.97 14.3 6.8| 58.6/20.0] 14.3|10.4] 50.0(23.6| 37.6(14.5
15 3.2] 161989 0.93 21.8 7.1{335.01 21.5] 337.6] 13.6] 58.2(17.5| 62.1f23.7
11 3.2| 158684 0.94 22.1 7.4]335.7| 24.8| 337.0] 16.3] 54.3[21.9] 66.0{29.5
7 2.6] 131739 0.90 23.7 7.1] 69.6]22.4] 24.9]110.9] 40.4(10.7|173.7({23.1
6 2.5|127238 0.89 26.5 6.8| 48.3|18.6|187.71 21.9] 44.0(26.0| 61.7{21.9
13 2.41120328 0.88 29.4 6.7| 38.3|21.1)191.8|24.8] 36.3(14.7|182.1{ 30.9
12 2.0] 99526 0.90 25.5 7.0 41.1115.7|167.7| 14.3] 15.6(16.2| 342.8( 28.2
4 1.9] 93689 0.95 21.5 7.41322.2| 15.7) 330.5] 13.7] 60.5[16.0| 65.2(23.7
2 1.0] 47891 0.94 26.5 7.0] 46.8/20.3|177.4]121.3] 11.7({15.1] 9.7{33.7

Restklasse| 15.5| 774509 0.77 26.1 52.8 17.0 34.8 52.2

O-S-O-C[’]| o[]] S-O-C-H[Jo[’l] wll ol w[fol]] t[Yol) Tl ol S-O-C[] o]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat

104.6| 102.5 180.2] 36.7| 316.6( 50.0| 22.1| 84.1|118.8| 3.8|118.5| 3.8 118.3] 3.8
83.8( 100.6 213.11 32.6] 133.0( 54.3| 18.7|85.4|118.5| 3.8|118.7| 3.8 118.4] 3.8
91.8( 100.7 112.9]27.9| 78.2|37.6] 24.1|86.3(118.6] 3.8|118.6| 3.8 118.8] 3.8
71.4(100.9 163.3] 26.4| 183.8| 26.6| 19.7|84.5(118.6] 3.8|118.8| 3.8 118.4] 3.8
133.3|102.0 187.6|48.8| 82.6|79.1| 24.6(81.3(119.4] 3.8|118.7| 3.8 118.5] 3.8
71.3(100.3 206.6| 37.7| 197.6( 84.8| 39.1| 86.6{119.9| 3.6/ 119.6| 3.7 118.4] 3.8
70.1(100.8 267.8|117.9]108.3| 24.5| 18.9]85.1118.5| 3.8|118.5| 3.8 118.9] 3.7
50.4 99.7 186.5]|55.5(178.7| 39.7| 22.1{86.3(119.3] 3.7|119.7| 3.8 118.6] 3.8
66.5( 98.7 181.9] 39.4| 309.0| 35.6| 23.8(88.2(119.5] 3.8|120.0| 3.8 118.4] 3.8
243.91 103.5 183.0]50.7| 132.9| 83.6] 13.3(80.6] 119.7| 3.8/121.9] 3.4 118.5] 3.8
10.0| 103.6 170.7]42.0f 9.1|91.8|321.9({95.5(122.1] 3.3]120.4| 3.7 118.5] 3.8
14.5] 100.5 176.7|44.9| 72.0|189.9|335.8(98.6] 121.8] 3.4{121.7| 3.4 118.6] 3.8
22.9( 99.2 160.9] 45.1| 53.1| 81.6|321.4(88.6( 121.9] 3.5|119.4| 3.7 118.6] 3.8
92.8(100.9 198.1]41.4 59.5|31.1| 46.2(89.3(119.9] 3.8|120.0| 3.7 118.4] 3.8
343.3| 101.0 215.81 39.0] 176.9( 32.2| 339.6] 91.1| 122.0] 3.4|119.5| 3.7 118.5] 3.8

75.7 177.3 93.3 22.6 120.8 120.1 118.7

Tabelle 29: Klasseneinteilung nach der Diskriminanzanalyse. Die grofite Klasse ist grau unterlegt. Die
Spalten entsprechen det Tabelle 23.
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 54:  Stereoplot der LeapFrog-Struktur (1-3-Fucosyl-6‘-O-sulfo-lactose) und der gemittelten
Strukturen der drei am héchsten populierten Klassen aus der Diskriminanzanalyse. Der Fit erfolgte tiber
die Ringatome der Galactose. Die LeapFrog-Struktur ist cyan, die Struktur der Klasse 9 ist rot, die der
Klasse 5 magenta und die Struktur der Klasse 10 griin eingefirbt.

5.6.5 MMC-Simulation der 1-6-
Fucosyl-3-0O-sulfo-lactose

Die MMC-Simulation des 3-Sulfat der 1-6
verknipften Fucosyl-lactose wurde mit
einem Temperaturparameter von 2000 K
durchgefiihrt. Von funf Millionen MMC-
Schritte wurden 1570140 Konformationen
akzeptiert, dal3 einer Akzeptanzrate von
31.4% entspricht. Die durchschnittliche
Energie der akzeptierten Konformationen
betrigt 18.81 kcal/mol.

Der Schnitt im Clusterbaum erfolgte bei
20 Gruppen. Die vier Hauptgruppen, die mit
tber 10 % populiert sind, zeigen durch-
schnittliche Energien von 14.8 kcal/mol bis
16.5 kcal/mol, wobei die vierte Gruppe die
niedrigste Energie hat. Nach der Dis-
kriminanzanalyse ergaben zwei Haupt-
klassen tber 10 % Populationsanteil. In der
Tabelle 32 sind die vier grof3ten Klassen mit
den entsprechenden geclusterten Torsions-
winkel gezeigt. Die Restklasse ist mit 17.2 %
populiert. Die LeapFrog-Struktur liefert mit
GEGOP einen Energiewert von 12.92
kcal/mol.

Ligand o1 wll| o1 wIl| w[1|S-O-C-H
Gal | Gal| Fuc Fuc | Glc []

1-6- 57.4] 9.9|63.6|144.4|-95.8 52.2

Fucosyl-

3-sulfo-

lactose

Klasse 15 56.4| 5.4 | 54.1|-127.3| 63.1 12.6

Klasse 19 5471109 38.2| 164.3| 25.1 7.4

Klasse 8 60.3| 2.1| 56.5[-140.1| 34.3 14.2

Klasse 17 50.6| 4.1 25.6| 139.0|-67.5 10.7

Tabelle 30: Diederwinkel des LeapFrog-
Liganden und der vier am héchsten populierten
Klassen der MMC-Simulation. Gezeigt sind nur
die geclusterten Torsionswinkel.

Gute Ubereinstimmung besteht bei der
Lactoseeinheit zwischen der LeapFrog-
Struktur und den gemittelten Kon-
formationen der MMC-Simulation. Der w-
Winkel der Glucose korrespondiert aber nur
mit der Struktur der Klasse 17. Der Sulfat-
winkel (§-O-C-H) zeigt bei allen Kon-
formationen nach der Diskriminanzanalyse
leichte Abweichungen.

Klasse 17, die mit 9.1 % populiert ist,
zeigt die groBte  Ahnlichkeit mit der
LeapFrog-Struktur. Sie besitzt mit 13.6
kcal/mol die niedrigste Energie aller Klassen
nach der Diskriminanzanalyse.
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Gruppe| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.| Energie of ool wilol'll e°lf o1} W] ol
[%0] [kcal/mol)| [kcal/mol]| Gal Gal Fuc Fuc
19 15.4| 1246 0.16 16.5 7.5 51.1|23.3| 11.5(20.3|35.3|35.6[ 159.6 36.0
8| 14.0] 1134 0.33 15.2 6.7 65.6/26.7| 1.8(14.7|55.7|21.3|215.5[42.0
15 14.0f 1128 0.22 16.1 6.6 55.7|28.0] 3.5(17.7|51.5|22.4|230.6/39.1
17 11.6 939 0.19 14.8 6.7 41.3|36.1| 3.2(17.2|24.8|29.5|137.8/29.1
10 7.8 633 0.31 17.8 75| 66.9|33.1] 7.2|15.8]|52.5|24.0|258.8|36.7
14 7.0 565 0.23 18.3 6.4 75.1|127.9| 1.2(14.6| 9.1|27.3|113.6/43.7
16 5.9 480 0.20 17.4 7.4] 40.8/43.0] 3.9(19.8|17.7|27.4] 99.8/22.2
6 3.8 303 0.35 19.9 7.71156.7|124.9| 7.1|11.2|46.2|23.7| 183.7| 45.1
12 34 271 0.26 22.3 8.0(328.1| 27.2| 334.7| 16.6| 24.4| 32.4| 159.7| 41.5
9 3.2 261 0.31 20.3 7.7 343.1| 26.8| 332.7( 12.3| 61.7| 19.4| 195.3| 39.8
4 3.1 251 0.39 16.4 7.0l 29.5|41.0|333.9(20.1|57.9/ 18.8| 172.5| 23.0
11 2.2 178 0.31 22.9 6.7| 334.5| 28.2| 326.5( 12.8| 37.5| 35.4| 247.4| 37.6
20 21 173 0.11 27.8 7.2| 38.0|22.0| 188.5|24.6| 18.1]| 37.5| 156.7| 33.2
O-S-O-C[]f o[?]| SSO-C-H[)oF]| [} o] wllfcllf Tl ol T[] ol S-O-C[]fal]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat
48.8| 101.8 7.81 23.5| 65.6| 93.2| 19.6/30.2|118.9| 4.0|118.2| 3.7 119.2] 3.6
114.6] 96.5 17.3(21.9] 89.6| 98.0(327.9]29.5(118.6] 3.8(118.1 4.0 118.7] 3.5
65.5| 98.9 14.8(21.8] 59.3| 96.8 65.8/28.5(118.6] 3.8(118.3( 3.9 119.2] 4.0
2525/ 101.3 13.6(21.8] 65.3| 92.3(290.4|20.2(118.8| 3.8 118.1| 4.1 118.9| 3.7
255.2| 97.6 10.1{ 22.5] 22.1| 98.5(142.2|19.1(118.7| 3.4{118.9( 4.0 119.0] 4.2
317.0{ 100.7 16.8(19.7| 29.4|/103.5( 82.8/27.0(119.0| 3.9(118.8( 3.8 119.4] 3.7
59.1] 99.1 17.3(24.2] 90.0| 94.7| 43.8/31.6(118.6| 4.1|118.2( 3.3 119.2| 34
63.3] 91.9 25.0| 22.3|101.5| 87.5| 48.6(32.8(119.4| 4.0{117.9( 3.8 118.7] 3.5
299.9| 92.7 12.1(18.8] 59.0| 86.7| 68.4]29.6(120.1| 3.8(118.2( 4.1 118.2] 4.3
142.3] 94.7 29.0| 22.7|141.7|103.7| 22.9]45.1119.9| 3.9(117.1| 4.1 119.6] 3.3
138.7] 97.0 33.8/20.1| 283.4| 86.7|276.3|27.7|119.6| 3.7|116.8| 3.4 119.1] 3.3
122.6] 95.0 22.4118.5| 97.8| 88.9(138.0(38.2(119.4| 3.5|117.5( 4.2 119.5| 3.3
213.5| 96.0 40.41 35.2| 99.7| 94.8| 47.7/91.8|121.4| 3.5|117.8| 3.8 120.4] 3.3

Tabelle 31: Schnitt im Clusterbaum bei 20 Gruppen. Gezeigt sind nur die ersten 13 Gruppen. Die Spalten
entsprechen der Tabelle 22.

Klasse| GroRe| Anzahl| Ahnlichk.] Energie o oFNNol°ll WINol'l el ol wI°l o]
[%0] [kcal/mol)| [kcal/mol][ Gal Gal Fuc Fuc

15| 12.1| 606285 0.96 14.8 6.2| 56.4|23.9| 5.4]14.7| 54.1|20.8|232.7| 33.4

19| 11.7|583120 0.95 15.8 6.4| 54.7]22.0] 10.9/16.7] 38.2|31.9|164.3|28.7

8 9.2| 461658 0.96 14.1 6.3| 60.3]23.5| 2.1]112.8] 56.5|19.6/219.9|31.9

17 9.1]| 454529 0.96 13.6 6.5 50.6|24.6] 4.1|114.1] 25.6|28.4|139.0| 24.8

16 6.5| 324070 0.96 16.1 6.8 45.2]29.1] 5.3]17.3] 24.0|27.6] 98.2|20.9

10 6.3] 316344 0.96 15.8 6.2| 65.7|24.6] 6.4]14.4] 54.7|20.7| 249.3| 33.4

14 5.4] 267887 0.95 17.1 6.5 73.3]123.9] 1.3]113.4] 16.5|27.7|112.7| 38.3

6 3.4] 170808 0.95 19.0 6.4 149.6|22.3| 6.6 9.8] 46.2|21.4|180.3|47.6

4 3.3]167371 0.96 15.0 6.9| 32.3]34.7| 346.0] 15.9] 60.1| 16.6| 170.5| 21.9

9 3.1] 156042 0.95 19.0 6.3(344.2| 22.6] 334.0[ 11.8] 59.0| 18.1]| 203.5| 39.1

12 3.0] 147995 0.95 19.7 6.6( 336.8| 21.2| 334.4| 13.3] 28.4| 29.9| 150.2| 38.7

3 2.4| 120440 0.96 19.7 6.7| 65.1]126.9] 3.7]16.4]|354.5|19.3|210.2| 26.1

11 2.3| 116546 0.95 20.6 6.5(340.1] 21.8| 330.1| 11.6] 46.3| 28.5| 248.2| 33.9
Restklasse| 17.2|860304 0.79 24.3 60.5 358.9 28.8 188.4
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0-s-0-C[]| o[l s-Oo-CH[I| ol @[l ol ool trlall] T ol s-o-Crlfol]
Sulfat Sulfat Gal Glc Gal Fuc Sulfat
87.6| 99.2 12.6] 20.0| 60.1] 96.7] 63.1] 25.8| 118.4| 3.8/ 118.1| 3.9 118.9] 3.7
85.9(100.0 7.4]21.2|59.8/96.8] 25.1|26.8|118.5| 3.9(118.0f 3.9 119.0] 3.7
93.1{ 100.0 14.2] 19.6| 58.6] 96.7]| 325.7] 25.3| 118.5| 3.8/ 118.2|] 3.9 118.9] 3.7
87.3| 98.9 10.7] 19.6| 67.4] 97.9] 292.5] 18.2] 118.5| 3.8/ 118.0| 3.8 118.9] 3.7
52.7(101.8 13.9]22.1| 59.7] 97.2| 45.5|24.1] 118.4| 3.8/ 118.2| 3.8 119.1] 3.7
65.0 99.4 10.7] 20.0| 53.3] 96.6] 138.7] 18.1] 118.6| 3.8/ 118.1| 3.9 119.0] 3.7
26.5|103.4 14.8| 18.4| 61.5| 96.6] 82.9]24.2] 118.5| 3.8/ 118.4| 3.8 119.0] 3.7
80.3| 98.4 22.718.3| 52.4| 97.7| 50.5|28.1|119.9| 3.6(118.0f 3.9 119.1] 3.7
91.5( 98.7 28.9( 18.6| 63.2| 98.6| 285.6| 20.5| 118.7| 3.8(117.8| 3.9 119.2] 3.7
91.3| 97.8 25.8(19.9| 40.9199.8| 18.3|37.7|118.9| 3.8(118.1| 3.9 119.3] 3.7
84.1| 99.2 16.7] 16.7| 46.0/ 98.6] 66.3] 26.6] 119.1| 3.8/ 118.0| 3.8 119.0] 3.7
67.8(100.8 16.6] 20.1| 74.6] 96.2]| 131.5] 24.6] 118.7| 3.7/ 118.1| 3.9 119.0] 3.8
60.9] 99.6 23.3|16.8| 47.7] 98.8| 128.4| 33.3| 119.1| 3.8(118.2| 3.9 119.1] 3.7
88.9 26.1 47.8 36.1 120.1 118.6 119.9

Tabelle 32: Klasseneinteilung nach der Disktiminanzanalyse. Die groBte Klasse ist grau unterlegt. Gezeigt
sind nur die ersten 13 Gruppen. Die Spalten entsprechen der Tabelle 23.

Abbildung 55:  Stereoplot der LeapFrog-Struktur (1-6-Fucosyl-3-sulfo-O-lactose) und der gemittelten
Strukturen der vier am héchsten populierten Klassen aus der Diskriminanzanalyse. Der Fit erfolgte tiber
die Ringatome der Glucose. Die LeapFrog-Struktur ist cyan, die Struktur der Klasse 15 ist rot, die der
Klasse 19 magenta, die der Klasse 8 griin und die Struktur der Klasse 17 ist gelb eingefirbt.

MMC-Simulation mit nennenswerten Anteil
populiert (9.1 %).

Die 1-6-Fucosyl-3-O-sulfo-lactose wurde
im Design-Prozel3 mit LeapFrog als bester
monosulfatierter Ligand generiert. Nicht nur
die optimale Position der Fucose am 5.7
Calcium und die statken Wechselwirkungen ’
der Sulfatgruppe mit dem Lys111 und dem
Argl08 liefern hohe Bindungsenergien. Die
Galactose ist ebenfalls durch die Position
der Hydroxymethylgruppe in einer Kavitit
des Proteins und durch eine Wasserstoff-
bricke der 4-OH-Gruppe mit dem Argl08

Die LeapFrog-Strukturen im
Vergleich mit den NMR-
spektroskopischen
Ergebnissen

Die Verkntpfungsvarianten der Fucose
an einem Lactosecre sind durch unter-

am Bindungsprozel3 beteiligt. Zusitzlich ist
die mit GEGOP berechnete interne Energie
der Konformation des Liganden sehr
gunstig (12.92 kcal/mol) und wurde in einer

schiedliche 'H-chemische Verschiebungen
der Fucose-Protonen charakterisiert. Fir die
1-6° und 1-4° verkniipften Fucosyl-lactosen,
die aufgrund der Synthesebedingungen der
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sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek in der
Mischung enthalten sein konnten, lagen
keine NMR-spektroskopischen Daten vor.
Somit wire bei einer Ubereinstimmung der
'H-chemischen Verschiebungen, der zur
Identifizierung herangezogenen Resonanzen
mit den Resonanzen der als bindungsaktiv
gefundenen Verknupfungsmuster, eine an-
dere Interpretation moglich. Dennoch
wurde eindeutig die 1-6 Fucosyl-lactose als
stirkste E-Selektin bindende Komponente
mit dem STD NMR-Verfahren identifiziert.
Die Position der Sulfatgruppe konnte fir
diese Verkntpfungsvariante mit Hilfe der
NMR-Untersuchungen nicht geklirt werden.

Die Ergebnisse des STD TOCSY-Expe-
riments und die T,-Relaxationsdaten zeigen
eine starke Beteiligung der Fucose am Bin-
dungsprozef3. Die Protonen der Galactose
sind ebenfalls nennenswert in  der
E-Selektin-Bindungstasche lokalisiert. Die
Untersuchung einer Mischung aus Protein
mit Lactose, 2-Fucosyl-lactose und 3-Fuco-
syl-lactose konnte dies bestitigen. Auch hier
zeigten die Fucose und die Galactose der 3-
Fucosyl-lactose die stirksten STD Effekte.

Das rationelle Design mit LeapFrog von
fucosylierten Disacchariden fithrte zu ver-
schiedenen Verknipfungsvarianten. Klas-
sifiziert nach ihrer virtuellen Bindungsener-
gie, ist die unsulfatierte Form und das
3-Sulfat der 1-6 verknupften Fucosyl-lactose
in Ubereinstimmung mit den NMR-Ergeb-
nissen der beste Ligand. Auch die Beschrei-
bung des konformativen Verhaltens im
nichtgebundenden Zustand mittels MMC-
Simulation ergab fir die gebundene Kon-
formation des 3-Sulfat der 1-6 verkniipften
Fucosyl-lactose das globale Energiemini-
mum. Der Bindungsmodus scheint aber
gegentiber dem des Sialyl-Lewis®, das den
nattrlichen Liganden darstellt, aufgrund
eines kiirzeren Abstands von der Fucose zur
Sulfatgruppe nicht zu entsprechen. Vielmehr
orientiert sich das negativ geladene Sulfat
zum Lys111l und nicht, wie beim Sialyl-
Lewis®, die negativ geladene Carboxylat-
gruppe zum Arg97.

Die zweite Verknupfungsvariante, die als
bindungsaktive =~ Komponente in  der
sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek identi-
fiziert wurde, ist die 2‘“Fucosyl-lactose.

Ergebnisse und Diskussion

Selektive 1D 'H-COSY- und 1D 'H-
TOCSY-Experimente deuten aufgrund eines
tieffeldshzfts des H3-Protons der Fucose von
zumindest einer Komponente dieses Ver-
kntpfungstyps auf die riumliche Nihe einer
negativ geladenen Sulfatgruppe hin.

Im Design-Prozel3 mit Leapfrog wurden
verschiedene monosulfatierte  2‘-Fucosyl-
lactosen generiert. Eine von Thnen — das 3
Sulfat - zeigt mit —77.09 kcal/mol eine recht
hohe Bindungsenergie. Bei niherer Betracht-
ung der Konformation dieses Liganden er-
kennt man den direkten Kontakt des H3-
Protons der Fucose mit der Sulfatgruppe
(Abb. 56). Der Abstand des H3-Protons
zum Sauerstoffatom der Sulfatgruppe be-
trigt 2.75 A.

Darauthin wurde eine Mischung aus
Lactose, 2°-Fucosyl-lactose und 3-Fucosyl-
lactose zusammen mit dem E-Selektin un-
tersucht. Als wesentliche Bindungskompo-
nente wurde die 3-Fucosyl-lactose identifi-
ziert. Diese Verkniipfungsvariante wurde
jedoch nicht in der sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek als bindungsaktive Verbindung
gefunden. Da diese Komponente im Ge-
gensatz zu den anderen Verkniipfungsvari-
anten nur zu einem geringen Anteil in der
sulfatierten Trisaccharid-Bibliothek vorhan-
den war, ist anzunehmen, daf3 auch bei ho-
her Bindungsaktivitit keine STD-Effekte zu
detektieren sind.

Die 2°“Fucosyl-lactose zeigte in der Mi-
schung mit drei Verbindungen eine sehr
geringe Bindungsaktivitit. In der sulfatierten
Trisaccharid-Bibliothek wurde diese Kom-
ponente jedoch als bindender Ligand identi-
fiziert. Die Sulfatierung moduliert offen-
sichtlich die Bindungsaffinitit und ist somit
fur die 2°verkniipfte Fucosyl-lactose essen-
tiell. Betrachtet man die theoretischen Er-
gebnisse, so wird diese Annahme bestitigt.
Das unsulfatierte Trisaccharid zeigt mit
-47.11 kcal/mol eine geringe Bindungs-
energie. Die sulfatierten Varianten besitzen
mit —93.64 kcal/mol (4°-Sulfat) und mit
-77.09 kcal/mol (3°-Sulfat) eine wesentlich
hohere Wechselwirkungsenergie.

Vergleicht man die beiden unsulfatierten
Strukturen der 2% und der 3-Fucosyl-lactose,
ergibt sich fur die 3-Fucosyl-lactose eine um
ca. 20 kcal/mol stirkere Bindungsenergie.
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Ergebnisse und Diskussion

Dies fithrt zu einer fast vollstindigen Ver- Lactose, 2°“-Fucosyl-lactose und 3-Fucosyl-
dringung der 2‘-Fucosyl-lactose in den STD lactose.
NMR Experimenten der Mischung aus

Abbildung 56:  Stereoplot des 3‘-Sulfat der 2°-Fucosyl-lactose. Das H3-Proton der Fucose und die
Sulfatgruppe ist als Kalottenmodell dargestellt. Der Abstand vom H3-Proton der Fucose zum
Sauerstoffatom der Sulfatgruppe betrigt 2.75 A. Das Protein wird als Connolly-Oberfliche dargestellt. Die
rot eingefirbten Aminosiuren sind an der Calcium Bindung beteiligt, die dunkelblau eingefirbten
Aminosiuren sind fiir die Bindung des Sialyl-Lewis® essentiell. Zusitzlich ist das Argl108 blau markiert.
Das Calcium ist gelb eingefirbt.
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6. Zusammenfassung

Die Entdeckung neuer Leitstrukturen
und deren Optimierung sind die grund-
legenden  Herausforderungen  moderner
Wirkstofforschung. Die Anwendung von
Methoden zum effektiven sereening von
Substanzmischungen auf  biologische
Aktivitit ist somit der erste Schritt zur
Entwicklung neuer Pharmaka. Das /igh
throughput screening (HTS) ist in der Lage
mehrere zehntausend Verbindungen pro Tag
zu untersuchen. Als erginzende Verfahren
etablieren sich zunehmend NMR gestiitzte
Methoden zur Untersuchung von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen. ~ Auf  theo-
retischer Seite gewinnt das rationale Wirk-
stoffdesign immer mehr an Bedeutung. Ziel
ist es, durch Kombination dieser und
anderer Verfahren die Suche nach neuen
Wirkstoffen effektiv zu gestalten.

Das E-Selektin, das als Initiator bei der
Leukocyten-vermittelten Entziindungs-
reaktion eine wesentliche Rolle spielt, ist das
molekulare Zielprotein dieser Arbeit. Neue
Leitstrukturen, die als Antagonisten gezielt
diese Immunreaktion unterdriicken koénnen,
sind somit von besonderen Interesse.

Ausgangspunkt hierfiir war eine zufalls-
fucosylierte und zufallssulfatierte Trisac-
charid-Bibliothek, in der eine oder mehrere
Komponenten eine hohe Bindungsaktivitit
zum E-Selektin zeigten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde dieses komplexe Gemisch von
sulfatierten ~ Trisacchariden  auf  seine
E-Selektin Bindungsaktivitit mit Hilfe von
NMR-spektroskopischen Verfahren unter-
sucht. Parallel zu den experimentellen
Untersuchungen  wurden  verschiedene
Verfahren der theoretischen Analyse zur
Bindung, zum konformativen Verhalten und
zum virtuellen Design der Bestandteile der
Substanz-Bibliothek  durchgefiihrt.  Eine
vergleichende Analyse der virtuell erzeugten
Verbindungen mit dem Sialyl-Lewis®, das
den nattrlichen Liganden des E-Selektins
darstellt, ergab genauere Einblicke in die
molekularen  Erkennungsprozesse — der
Liganden.

Das E-Selektin wurde als Chimire eines
IgG Immunglobulins mit der lec-Domine
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des E-Selektins und somit mit zwei Ligand-
Bindungsstellen eingesetzt. Die sulfatierte
Trisaccharid-Bibliothek lag als Gemisch von
ca. 200 Verbindungen vor. Die Fucosylier-
ung und die Sulfatierung erfolgte an allen
Positionen des Lactoseeinheit. Die Cl1-
Position der Iactose ist mit einem
aromatischen Cg-spacer verkniipft, wodurch
diese Position nicht modifiziert wurde. Als
typische Instrumente zur Untersuchung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen  mittels
der NMR-Spektroskopie  wurden  das
transferred NOE-Verfahren, T,-Relaxations-
zeitmessungen und ein neues Verfahren zum
screening  von  Substanz-Bibliotheken — auf
Bindungsaktivitit — das STD NMR Ver-
tahren (saturation tranfer difference) — eingesetzt.
Besonders das zuletzt genannte Verfahren
erwies sich als besonders erfolgreich. Es
gelang, direkt aus der Mischung die
bindenden Komponenten zu identifizieren.

Neben Standard TOCSY- und NOESY-
Experimenten  wurden  selektive  1D-
TOCSY- und 1D-COSY-Experimente zur
Identifizierung der Verkniipfungsvarianten
tiber die spezifischen 'H-chemischen Ver-
schiebungen der Fucose durchgeftihrt. Ab-
hingig von der Position der Verknipfung an
der Lactose zeigen besonders die H1- und
die Hb5-Protonen der Fucose charakter-
istische 'H-chemische Verschiebungen. Die
Analyse der 1D STD NMR-Experimente
und des 2D STD TOCSY-Experiments
ergab als Hauptbindungspartner Derivate
der 6-Fucosyl-lactose und der 2°Fucosyl-
lactose. Spezielle Pulsprogramme fir die
STD TOCSY NMR-Experimente wurden
entwickelt. Die Subtraktion der Spektren
erfolgte bereits wihrend der Akquisition.
Mit geeigneten Phasencyclen wurde bei den
eindimensionalen Experimenten die Dif-
ferenzbildung nach jedem swn durch
Drehung der Empfingerphase um 180° vot-
genommen. Im STD TOCSY Experiment
erfolgte die Subtraktion nach einem
kompletten Phasencyclus des jeweiligen F1-
Inkrements.

Hinweise zur Position der Sulfatgruppe
wurden bei der 1-2“Fucosyl-lactose ge-
funden. Das H3-Proton der Fucose zeigt zu-
mindest fiir eine Komponente dieses Ver-
kntpfungstyps einen signifikanten tiefeldshif?
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der 'H-chemischen Verschiebung. Dieser
shift kann ursachlich auf die raumliche Nihe
einer Sulfatgruppe zuriickzuftihren sein.

Die T,-Relaxationszeiten und die STD
TOCSY-Signale zeigen fur die Protonen der
Fucose und der Protonen der Galactose
beider Verknipfungsvarianten die stirksten
Bindungseffekte.

Der  genaue  Bindungsmodus  des
nattrlichen Liganden sLe” ist nicht bekannt.
Bisher ist es noch nicht gelungen das Sialyl-
Lewis® mit dem E-Selektin zusammen zu
kristallisieren. Die Calcium-Abhingigkeit der
Bindung und die fiir die Bindung wichtigen
Aminosduren sind jedoch mit Hilfe von
Mutagenese-Experimente aufgeklirt. Auch
die Konformation des Liganden im ge-
bundenen Zustand konnte durch #NOE-
Messungen bestimmt werden.

Als Grundlage fir weitere theoretische
Untersuchungen wurde zunichst tber ein
docking-Verfahren (FlexiDock), das den
Liganden flexibel und das Protein starr hilt,
ein Bindungsmodus generiert, der den
Konformationsdaten der NMR-Analysen
sowie der postulierten Orientierung des
Sialyl-Lewis® in der Bindungstasche ent-
spricht. In diesem Bindungsmodell ist die
Fucose tber die 3-OH- und die 4-OH-
Gruppe am Calcium koordiniert. Die 6-OH-
Gruppe der Galactose bildet mit dem Tyr94,
Asnl05 und dem Glu92 mehrere Wasser-
stoffbriicken. Fine zusitzliche Wasserstoff-
bricke ergibt sich fiur die 4-OH-Gruppe
zum Tyr94. Die Position der negativ
geladenen Carboxylgruppe liegt nahe an der
Guanidiniumgruppe der Seitenkette vom
Arg97. Das Glucosamin und die Seitenkette
der Sialinsiure zeigen wenig direkte
Kontakte zum E-Selektin.

Entscheidend fir diesen Bindungsmodus
ist die Position der Fucose am Calcium, die
Lage der Carboxylgruppe am Arg97 und das
Netzwerk an  Wasserstoffbriicken — der
Galactose. Diese Anordnung wird nur
erreicht, wenn der Abstand von ca. 10 A
vom Calcium zum N"-Atom des Arg97 im
Protein, von komplementiren Gruppen des
Liganden tiberbriickt wird.

Die NMR-Analysen der sulfatierten
Trisaccharid-Bibliothek ergaben als Haupt-
bindungspartner die 6-Fucosyl-lactose und
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die 2°“Fucosyl-lactose. In einem de novo-
Design Proze3 mit der Software LeapFrog
wurden alle moglichen Verknipfungs-
varianten generiert und auf ihre Bindungs-
aktivitit untersucht. In diesem Prozef3
wurden die Liganden schrittweise aufgebaut
und entsprechend ihrer Bindungsenergie
klassifiziert. Zunichst konnte die Bindungs-
region der Fucose am Calciumatom definiert
werden. Ausgehend von dieser Position
wurden alle moglichen Variationen der
Fucose mit der Lactose erzeugt. Die
anschlieBende Sulfatierung der Lactose
bildete den Abschluf3. Betrachtet man die
Bindungsenergien der monosulfatierten
Strukturen, wurde in Ubereinstimmung mit
den NMR-Ergebnissen, die 1-6-Fucosyl-
lactose  als  bindungsstarkster  Ligand
generiert. Die Sulfatgruppe ist bei diesem
Ligand mit der 3-Position der Glucose
verkntpft. Die 2“Fucosyl-lactose wurde
ebenfalls als 4°Sulfat mit einer hohen
Bindungsenergie erzeugt. Die Konformation
dieser Verknipfungsvariante liefert auch ein
Modell fir den in den NMR-Spektren
gefundenen tieffeldshsft des H3-Protons der
Fucose. Die Sulfatgruppe ist in dieser
Anordnung in unmittelbarer rdumlicher
Nihe des Protons, dessen Resonanz um 0.15
ppm verschoben ist.

Aufgrund der kirzeren Distanzen von
der am Calcium koordinierten Fucose zur
Sulfatgruppe aller generierten Trisaccharide,
unterscheidet sich der Bindungsmodus im
Vergleich zum Sialyl-Lewis® deutlich. Die
negativ geladene Gruppe ist nicht, wie im
Bindungsmodell des Sialyl-Lewis®, am Arg97
lokalisiert, sondern ist zwischen dem Lys111
und dem ArglO8 positioniert. Offen-
sichtlich kann der Abstand vom Calcium
zum  Arg97 (ca. 10 A) nicht von den
sulfatierten ~ Trisacchariden  Gberspannt
werden.

Da der gebundene Zustand der Liganden
nur eine Konformation von vielen
Moglichen  darstellt,  wurden ~ MMC-
Simulationen der bindungsaktivsten mono-
sulfatierten ~ Trisaccharide  mit  dem
Programm GEGOP (geometry of glycoproteins)
durchgefiihrt. Mit diesem Verfahren ist es
moglich, den gesamten Konformationsraum
einer chemischen Struktur abzutasten.
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Zusitzlich  wurde eine  Clusteranalyse
verwendet, die zu einer mathematisch
exakten  Ableitung der  konformativ
bevorzugten  Strukturen  fihrt.  Die
Hauptklassen dieser Analyse stellen dann
nicht nur die energetisch glnstigsten
Konformationen dar, diese Hauptklassen
sind durch ihren hohen Populationsanteil
auch ein Mal} fir die tatsdchliche Existenz
einer Konformation.

Der Vergleich der Konformationen im
gebundenen Zustand mit den gemittelten
Konformationen der Hauptklassen aus der
Clusteranalyse, ergab eine hohe Uber-
einstimmung. Somit sind die im De novo-
Design-Prozel3 ~ generierten  Strukturen
energetisch gunstige Konformationen und
entsprechen den bevorzugten Zustinden.

Besonders deutlich wird dies bei dem
3-Sulfat der 1-6 verkntpften Fucosyl-lactose.
Die LeapFrog-Struktur zeigt eine Kon-
formation, die der gemittelten Kon-
formation einer der Hauptklassen entspricht
und das globale Energieminimum darstellt.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, ein
NMR-gestiitztes  sreening  Verfahren — zu
etablieren mit dem die bindungsaktivsten
Komponenten aus einer extrem komplexen
Mischung  sehr  dhnlicher  sulfatierter
Trisaccharide identifiziert wurden. Diese
Strukturen, die im  Gegensatz zum
natirlichen Liganden Sialyl-Lewis® eine
andere Verkniipfungsposition der Fucose
besitzen — statt der 3-Position, ist die Fucose
dieser Liganden mit der 6- oder der 2
Position verkniipft - stellen in Ubereinstim-
mung mit theoretischen Methoden des
Wirkstoffdesigns neue Leitstrukturen als
Antagonisten des E-Selektins dar.

Zusammenfassung
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6.1 Summary

The discovery and optimization of new
lead substances is a big challenge in modern
drug research. The application of effective
screening methods for testing biological
activity of compound mixtures is the initial
step in the development of new
pharmaceuticals. High throughput screening
(HTS) is able to test several 10000
compounds per day. However, NMR-
spectroscopic tools are alternatives for the
investigation of protein ligand interactions
and are increasingly used for screening.
Additionally, molecular modeling can be a
useful technique for lead generation and lead
optimization of biologically active com-
pounds. Currently, computer docking
studies are often used to simulate inhibitors
or antagonists.

The biological target in this thesis is E-
selectin which mediates the early steps of the
recruitment of leukocytes from the blood
stteam during inflammation. New lead
structures which suppress this immune
response are therefore of special interest.

To find new inhibitors we tried to
identify the bioactive component from a
library which has high affinity in a bioassay.
The library is composed of substances
resulting from a random sulfatation followed
by fucosylation of lactose. This complex
mixture was investigated by NMR-spec-
troscopy and theoretical analysis, i.e. docking
experiments, MMC-simulations, and
methods for the virtual design and optimi-
zation of saccharide ligands. A comparative
study of the virtually generated ligands and
the natural ligand sialyl Lewis™ resulted in a
more precise view of the binding properties.

The E-selectin used here was an IgG-
chimera with the E-selectin lec-domain with
two binding sites. The sulfated trisaccharide
library contained about 200 compounds.
The fucosylation and sulfatation was
performed randomly at each position of the
lactose unit. The Cl-position of the lactose
is joined to an aromatic Cg-spacer. The
protein ligand interactions were studied by
NMR-experiments such as transferred NOE
(#NOE) and T,-relaxation time

Summary

measurement. Additionally the binding
activity of the mixture was tested with a new
NMR-experiment. This technique is called
STD-NMR (saturation tranfer difference)
and can be used for screening compound
libraries for binding activity to proteins.

The chemical shifts of the various
compounds with different fucose linkage
patterns  were assigned by TOCSY-,
NOESY-, and selective COSY-, and
TOCSY-experiments. Especially the HI1-
and H2-proton shifts of the fucose are in-
dicative of the linkage position to the
lactose. By 1D and 2D STD NMR-spectros-
copy two binding ligands with 1-6 and 1-2°
fucosylated lactose cores were characterized.
A special TOCSY STD pulse program was
developed. Subtraction was performed prior
to Fourier transformation by phase cycling.
In the case of the 1D STD NMR-
experiment, subtraction occurs after every
scan by inverting the receiver phase by 180°.
In the 2D STD TOCSY NMR-experiment
the subtraction took place after a complete
phase cycle of the respective Fl-increment.

Indications of the position of the sulfate
group were found for the 1-2%fucosyl-
lactose. The H3-proton of the fucose shows
at least for one compound a significant
downfield shift. This shift can originate from
a sulfate group which is in proximity to the
H3-proton.

The T,-relaxation time and the STD
TOCSY experiments indicate that the fucose
and galactose protons have the strongest
interactions with the protein.

The exact binding mode of the native
ligand sialyl Lewis® has stil not been
determined unambiguously. Up to now, no
crystallographic data of a complex of E-
selectin with sialyl Lewis™ is available. But in
all C-lectins the carbohydrate is complexed
to the protein by forming coordination
bonds with a conserved calcium, as well as
by hydrogen bonding with acid and amide
sidechains that also coordinate to the
calcium. The essential amino acids involved
in carbohydrate binding could also be
determined by mutagenesis experiments.
Additionally, the conformation of the sialyl
Lewis" tetrasaccharide bound to E-selectin
was determined from transfer NOE
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(#NOE) data followed by a distance-
geometry analysis.

The basis for further theoretical studies
was generated with a docking procedure
(FlexiDock), which keeps the protein fixed
and the ligand flexible. The resulting
structure is in good agreement to the NMR-
analysis and shows the predicted orientation
of sialyl Lewis® in the binding pocket. In this
orientation, the fucose is coordinated with
the 3-hydroxy group and the 4-hydroxy
group to the calcium atom. The 6-hydroxy
group of the galactose formed multiple
hydrogen bonds to Tyr94, Asnl05 and
Glu92. Additionally, a hydrogen bond was
found between the 4-hydroxy group and
Tyr94. The negatively charged carboxy
group was in proximity to the guanidino
group of Arg97. The glucosamine and the
side chain of the sialic acid were not in close
contact to the protein.

The crucial features of this binding mode
is the coordination of the fucose to the
calcium, the position of the carboxy group at
Arg97, and the network of hydrogen bonds
of the galactose. This orientation can only be
reached, if a ligand can bridge the distance
of about 10 A between the calcium and the
N™-atom of the Arg97.

In a de novo design process with the
program LeapFrog, all possible fucose
linkage combinations to the lactose were
generated. The ligands were built stepwise
and classified by their binding energy. First,
the binding region of the fucose to the
calcium could be defined. Starting from this
position, all possible structures of the fucose
with the lactose were generated in silico.
Subsequently, the lactose core was sulfated
randomly. In good agreement with the NMR
data, the 1-6-fucosyl lactose is the best
ligand. The sulfate group of this computer
generated structure was in the 3-position.
The 1-2°-fucosyl-4-O-sulfo lactose was also
found as a ligand with a high binding energy.
The conformation of this compound results
in a good model for the downfield shift
(1.15 ppm) of the proton resonance of the
H3 fucosyl proton. In this configuration, the
sulfate group is situated in the vicinity of the
H3-proton.

Summary

Because of the smaller distances of the
fucose to the sulfate group, the binding
mode of all sulfated trisaccharides differs
from the one of the tetrasaccharid sialyl
Lewis®, where the negatively charged group
is located at the Arg97. In all sulfated
trisaccharides, the negatively charged sulfate
group is positioned between Lys111 and
Argl08. Apparently, the distance between
the calcium and the Arg97 cannot be
bridged by the vitually generated sulfated
trisaccharides.

The bound conformation represents only
one possible conformation, therefore a
MMC-simulation of the most active mono
sulfated trisaccharides with the program
GEGOP (geometry of glycoproteins) was
carried out. The method was chosen to
ensure that all sterically possible con-
formations were considered. Additionally a
cluster analysis was performed to create a
mathematically exact description of the
preferred conformations. The major classes
of this analysis represent energetically
favorable conformations.

Comparison of the structures in the
bound state with the averaged structures
from the major classes of the cluster analysis
resulted in a good agreement. Therefore, the
virtually generated structures are
energetically reasonable and correspond to
the preferred states of the molecules.

The LeapFrog structure of the 1-6-
fucosyl-3-O-sulfo-lactose  shows a con-
formation which is equivalent to one of the
major groups of the cluster analysis.

In this thesis, a NMR-based powerful
screening tool for investigating a complex
mixture composed of very similar sulfated
trisaccharides was established. The bioactive
compounds could be identified and
characterized. These structures are different
from the natural ligand sialyl Lewis™. The
linkage of the fucose is in the 6- or in the 2
position but not in the 3-position, which is
found in sialyl Lewis™. In good agreement
with theoretical methods, these structures
are new leads as antagonists to E-selectin.
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1. Experimenteller Teil

7.1 Probenpraparation

7.1.1 E-Selektin

Das E-Selektin wurde von der Firma
Ciba Geigy zur Verfiigung gestellt. Die re-
kombinante deglycosylierte Variante ist eine
IgG Chimare, in der die Ectodominen von
humanem E-Selektin mit der Fc-Region
eines humanen Antikérpers der Klasse Gl
kombiniert wurde™”". Die Molektlmasse
betrigt 220 kDa. Die Aufreinigung erfolgte
ber eine Sephadex G4000PWXL Siule.

Zur Umpufferung wurde eine Ultra-fil-
tration mit einer Centricon-30 (Amicon)
durchgefihrt, die zuvor sechsmal mit 2 ml
ultrareinen H,O gesptlt wurde. 2.5 mg
E-Selektin in 4.583 ml PBS-Puffer wurde
sechsmal mit je 2 ml Imidzol-D, Puffer
(Imidazol-D, 75 mmol/l, CaCl, 1 mmol/],
0.04 % NaN;, pH = 7.5) zentrifugiert. Das
E-Selektin wurde vor und nach der Ultrafil-
tration zur Konzentrationsbestimmung mit
einem UV-Spektrometer (Uvikon 922, UV-
1609 Shimadzu) vermessen.

2.5

0

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

nm

|—0.5454 mg /ml— 0.2727 mg /m|

Abbildung 57: UV-Spektrum vor der Ultra-
filtration. Die rote Kurve zeigt die Originalprobe
(0.5454 mg/ml). Die Blaue Kurve zeigt das UV-
Spektrum der halb verdiinnten Probe. Die Werte
in der Grafik zeigen die Extinktion bei 280 nm.
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Nach der Ultrafiltration wurden 2.3 mg
E-Selektin erhalten, welches ein Verlust von
8 % darstellt. Fur die NMR-Analyse wurde
die Probe auf ein Endvolumen von 600 ul
konzentriert. Bei zwei Bindungsstellen ergibt
sich eine Konzentration von 33.3 umol/],
das einer Gesamtmenge von 20 nmol Bin-
dungsstellen entspricht.

7.1.2 Die sulfatierte Trisaccharid-
Bibliothek

Die sulfatierte Trisaccharid-Bibliothek
wurde von Ole Hindsgaul zur Verfiigung
gestellt. Der Syntheseweg ist auf Seite 28
dargestellt. Die Gesamtmenge der Probe
betrigt 7.7 mg. Bei ca. 200 verschiedenen
Verbindungen ergibt sich fiir eine mono-
sulfatierte und monofucosylierte Kom-
ponente (Natriumsalz) bei einem Molekular-
gewicht von 824.83 g/mol in 500 ul D,O-
Losung eine Konzentration von 934
umol/L. Das entspricht einer Substanzmenge
von 46.7 nmol je Komponente. Fir die
NMR-Experimente wurde die Probe viermal
in je 2 ml D,O (99.9 %, Deutero GmbH)
gelést und lyophilisiert. AbschlieSend wurde
die Substanz-Bibliothek mit Imidzol-D, Puf-
fer auf ein Endvolumen von 500 pl ge-
bracht.

7.1.3 Die Mischung aus der
sulfatierten Trisaccharid-
Bibliothek und dem
E-Selektin

Die STD NMR-Experimente wurden in
einer Mischung von 8.7 zu 1 je Komponente
im Verhiltnis zum E-Selektin durchgefihrt.
Bei 500 pl Losungsvolumen der sulfatierten
Trisaccharid-Bibliothek aus 46.7 nmol je
Komponente ergab sich eine Proteinmenge
von 5.3 nmol (160 pl der Protein-Losung
0.6.1). Das Gesamtvolumen dieser Mischung
belief sich auf 660 ul (Imidazol-D, Puffer).
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7.1.4 Die Mischung aus Lactose,
2'-Fucosyl-lactose,
3-Fucosyl-lactose und dem
E-Selektin

Die Lactose wurde von der Firma Sigma
bezogen. Die 2%“Fucosyl-lactose und die
3-Fucosyl-lactose waren bei CALBIO-
CHEM erhailtlich. Alle Verbindungen lagen
als a/B-Gemisch der Glucose vor. Fur die
NMR-spektroskopischen  Untersuchungen
auf Bindungsaktivitit wurden die Verbin-
dungen mit einem UberschuB3 je Kompo-
nente von 100/1 im Verhaltnis zum E-Se-
lektin eingesetzt. Die Gesamtmenge an
Protein betrug bei zwei Bindungsstellen des
E-Selektin (IgG Chimidre) 12 nmol. Das
Protein wurde in Imidzol-D, Puffer (Imida-
zol-D, 75 mmol/l, CaCl, 1 mmol/1, 0.04 %
NaN,, pH = 7.5) gelost. Fur die NMR-
Probe wurden zu 500 pl der Protein-Losung,
200 ul einer Losung (Imidzol-D, Puffer) aus
1.2 umol je Komponente hinzugefugt.

7.2 NMR-Experimente

Alle NMR-Experimente wurden an ei-
nem DRX 500 Spektrometer der Firma
Bruker am Institut fiir Organische Chemie
in Hamburg durchgefiihrt. Der Magnet hat
eine magnetische Induktion von 11.67 Tesla
und eine Larmor-Frequenz fuir Protonen
von 499.87 MHz und 125.77 MHz fiir “C-
Kerne. Der 90° hard-Puls fiir Protonen hat
eine Pulslinge von 9.9 us bei einer Ab-
schwichung von 0 dB.

Alle Experimente wurden mit einem in-
versen 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf
mit Z-Gradienten und abgeschirmten Spulen
durchgefithrt. Die Spektren wurden bei
310 K aufgenommen. Die 2D-Experimente
wurden in F -Richtung phasensensitiv durch
TPPIL (time proportional phase increment) auf-
genommen.

Die Messungen erfolgten in D,0-L6-
sung (Deutero GmbH, 99.9 %) bei 310 K.
Das HDO-Signal diente als interner Stan-
dard und wurde einer chemischen Ver-
schiebung von 4.72 ppm zugeordnet. Zu-
siatzlich erfolgte eine Wasserunterdriickung
in Form einer Vorsittigung des HDO-Reso-
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nanz-Signals'® (Bei den STD NMR-Experi-
menten erfolgte keine Wasserunterdriik-
kung). Die Auswertung, Prozessierung, Pha-
senkorrektur, Basislinienkorrektur und Kali-
brierung der Spektren, inklusive der Integra-
tion der 2D-NOESY-Experimente, erfolgte
mit der Software XWINNMR (Ver.: 2.5)
und Aurelia (Ver.: 2.5.9) der Firma Bruker
auf Silicon-Graphics Workstations (Indy,
02, Octane).

7.2.1 'H-NMR-Experimente

Alle 1D 'H NMR-Experimente und
'HSTD NMR Experimente wurden mit
einer spektralen Weite von 10 ppm aufge-
nommen. Alle Spektren wurden mit 32k
Datenpunkten aufgenommen und vor der
Fourier-Transformation auf 64 k mit Nullen
aufgefillt. Dies entspricht einer digitalen
Auflésung von 0.076 Hz/Pkt. Zur Apodi-
sierung wurde das FID mit einer Exponen-
tialfunktion multipliziert (Ib = 0.3). Nach der
Phasenkorrektur wurden die Protonen-
spektren einer automatischen Basislinien-
Korrektur mit einem Polynom fiinften Gra-
des unterzogen. Zur Unterdrickung der
Proteinresonanzen kam ein spinlock-Puls mit
Linge von 10 ms und einer Abschwichung
von 10 dB zum Einsatz.

Die Optimierung der Vorsittigung er-
folgte durch 'H STD NMR-Experimente
mit unterschiedlicher Anzahl an Gauss-Pul-
sen (1, 5, 10, 15, 20, 30, 40) mit 1 K scans.
Die Pulslinge betrug 50 ms, der delay
zwischen den Pulsen betrug 10 ms und die
Pulsstirke der Vorsittigung lag bei 40 dB.
Die Einstrahlposition fir die Vorsittigung
des Proteins (on resonance) wurde fur die
NMR-Experimente mit der sulfatierten Tri-
saccharid-Bibliothek auf —3000 Hz (-6 ppm)
gesetzt. Die off resonance Frequenz betrug
20000 Hz (40 ppm). Bei 46.7 nmol je Kom-
ponente wurden 5.3 nmol E-Selektin einge-
setzt. Das Mischungsverhaltnis belief sich
somit auf 8.7/1 je sulfatierten Trisaccharid.

Die 'H STD NMR-Experimente der Mi-
schung aus Lactose, 2-Fucosyl-lactose und
3-Fucosyl-lactose wurden mit einer oz
resonance Frequenz von 3590.81 Hz aufge-
nommen. Es wurden 1.2 umol je Verbin-
dung eingesetzt. Bei einer Proteinmenge von
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12 nmol ergibt sich ein Uberschufl pro
Komponente von 100/1. Da es sich bei den
STD Experimenten um Differenzmessun-
gen handelt, wurde die Phasencyclen so ge-
wihlt, dal3 bei den eindimensionalen Expe-
rimenten die Subtraktion jeweils abwech-
selnd nach jedem scan erfolgte. Das heil3t, die
Frequenz der Vorsittigung wechselt eben-
falls nach jedem scan. Im 2D STD TOCSY
Experiment wurde die Differenzbildung
nach jeweils acht scans durchgefihrt, bzw.
die Experimente wurden abwechselnd fiir
jedes Inkrement als on resonance und als off
resonance Spektrum in zwei getrennte Daten-
satze gespeichert. Die Differenzbildung er-
folgte dann erst nach der Akquisition.

Die T,-Relaxationszeitmessungen wurden
mit der CPMG-Pulssequenz durchgefiihrt.
Die Anzahl der scans betrug je Experiment
32 scans.

Zur Identifizierung des Spinsystems der
Fucose wurden 1D-TOCSY und 1D-COSY-
Experimente durchgefiihrt. Die selektiven
Gauss-Pulse (80 ms, 62.5 dB) erfolgten je-
weils auf die Fucose H1-Ringprotonen der
a-L-1-6-Fucosyl-lactose  (4.994 ppm) und
der a-L-1-2-Fucosyl-(lactose (5.240 ppm).
Die selektiven TOCSY-Experimente wurden
jeweils mit 480 scans aufgenommen, die se-
lektiven COSY-Experimente mit 3 K scans.

7.2.2 2D-tNOESY

Fir die Aufnahme der 2D-#NOESY-
Spektren der sulfatierten Trisaccharid-Bi-
bliothek in Gegenwart des E-Selektins (Mi-
schungsverhiltnis:  11.6/1, 46.7 nmol/4
nmol) wurde nach dem ersten 1/2-Puls ein
spinlock-Puls mit einer Linge von 15 ms und
einer Abschwichung von 10 dB eingesetzt.
Die Anzahl der #-Inkremente betrug 512
mit jeweils 4 K Datenpunkte in 32 scans. Die
Datenmatrix wurde vor der Fourier-Trans-
formation auf 4 K - 1 K Datenpunkte mit
Nullen aufgefullt und in F; und F, mit einer
/2 verschobenen Sinusquadrat-Funktion
multipliziert. Nach der Phasen-korrektur
wurden alle #NOESY-Spektren einer auto-
matischen Basislinienkorrektur mit einem
Polynom fiinften Grades unterzogen.

Die Bestimmung der #NOE-Aufbaura-
ten erfolgte durch die Aufnahme von Spek-
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tren mit unterschiedlichen Mischzeiten: 25
ms, 50 ms, 75 ms, 100 ms und 250 ms. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm
Aurelia (Ver.: 2.5.9). Nach einem automati-
schen peak picking und anschlieBender Inte-
gration der Resonanzen, erhielt man durch
ein doppelt exponentiellen Fit die jeweiligen
Aufbaukurven:

f(t) = pOle " [(1- ™)
7.2.3 2D STD NMR-Experimente

In dieser Arbeit wurden zur Identifizie-
rung der bindenden Komponenten der sul-
fatierten Trisaccharid-Bibliothek - in Ge-
genwart des E-Selektins - ein 2D STD
TOCSY aufgenommen. Der Uberschuf3 an
sulfatierten Trisaccharid betrug je Substanz
87 zu 1 (Ligand/Protein). Die STD
TOCSY-Experimente der Mischung aus
Lactose, 1-2-Fucosyl-lactose und 1-3-Fuco-
syl-lactose erfolgten mit einem Mischungs-
verhiltnis von 100/1. Die Anzahl der #-In-
kremente betrug 256 mit jeweils 4 K Daten-
punkte in 112 scans, (Das Standard TOCSY-
Experiment wurde mit 64 scans aufgenom-
men). Die Datenmatrix wurde vor der Fou-
rier-Transformation auf 8§ K - 1 K Daten-
punkte mit Nullen aufgefillt und in F, und
F, mit einer 1/2 verschobenen Sinusquadrat-
Funktion multipliziert. Nach der Phasenkor-
rektur wurden das TOCSY und das STD
TOCSY-Spektrum einer automatischen Ba-
sislinienkorrektur mit einem Polynom fiint-
ten Grades unterzogen.

7.3 Theoretische Verfahren

Alle Docking Experimente wurden mit
dem Programm Sybyl (Ver.: 6.5 #pdate 3 und
Vers.: 6.6, , Tripos Inc.) auf einer Silicon
Graphics Workstation (O2, Octane) durch-
gefihrt. Alle Rechnungen basierten auf dem
Tripos Kraftfeld”””. Die Atomladungen
wurden nach Gasteiger und Marsili berech-
net™. Die MMC-Simulationen erfolgten
mit dem Programm GEGOP (Ver.: 2.7). Die
anschlieBende Clusteranalyse wurde mit dem
Programm CLAG (Ver.: 1.0) vorgenommen.
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7.3.1 Docking Experimente

Die docking Experimente des sLe® am
E-Selektin erfolgte mit der bioaktiven Kon-
formation des Tetrasaccharids. Verschiedene
Orientierungen des Sialyl-Lewis® in der Bin-
dungsregion der CRD-Domine des E-Se-
lektins wurden als Startstruktur getestet.

Die a-L-1-6-Fucosyl-lactose und die a-L-
1-2°-Fucosyl-(lactose, die als bindende
Hauptbestandteile der sulfatierten Trisac-
charidbibliothek identifiziert werden kon-
nten, waren ebenfalls als Liganden Gegen-
stand von docking Experimente. Da es fiir
diese Verbindungen keine Konformations-
daten gibt, wurden MMC-Simulationen und
ein schrittweises Aufbauen der Struktur mit
dem Programmodul LeapFrog durchgefiihrt.

7.3.1.1 De novo-Design mit
LeapFrog

Das de novo Programm LeapFrog wurde
zum Abtasten der Bindungsregion mit der
a-L-Fucose als Ligand und anschlieBender
Optimierung der Verknipfungsposition an
Lactose verwendet. Dieser Satz von Ligan-
den wurde abschlieBend an allen relevanten
Positionen der Lactose virtuell sulfatiert.

Fir die Berechnung der Bindungsenergie
zwischen dem Liganden und dem Protein
wurden folgende Energieterme verwendet.

1) Sterische und Elektrostatische Energie
bs

12’
S rGS

abstoflender Anteil des Gitterpunktes vom
Zentrum des Wiirfels indem sich ein Atom des
Proteins befindet (site).

a =2k [2R)*,

anziehender Anteil der van der Waals Energie des
Liganden.

by =k {2R)",

abstoRender Anteil der van der Waals Energie des
Liganden.

I = Abstand zwischen Ligandatom und Proteinatom
R, K : Werte der Atomtypen.
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2) Ligand-Desolvatationsenergie

Es= ZQqu —Aga +Bgb;
I

— ds
Qe=) 7
elektrostatischer Anteil des Gitterpunktes vom
Zentrum des Wiirfels indem sich ein Atom des
Proteins befindet (site).

(s = Ladung des Proteinatoms.
0; = Ladung vom Ligandatom i.

Ag =) =,
6

S rGS

anziehender Anteil des Gitterpunktes vom

Zentrum des Wiirfels indem sich ein Atom des

Proteins befindet (site).

Aktivitatskoeffiziert = —(0.1)
+0.035NAtome
NWasserstifbriickenaome
NAtome

+1.372

Dieser Koeffizient entspricht einer einfachen QSAR
Beziehung und wird mit 1.38 multipliziert, bevor dieser
Wert mit den anderen Anteilen der Bindungsenergie
kombiniert wird. Er entspricht der log1o Verteilung
einer Verbindung, im Vakuum und in wéRriger
Umgebung.

3) Kavitats-Desolvatationsenergie

SE= Faktor[(Grad— Neutralgrai)
[(Atomladung— Neutralladmg)

Faktor=-1
Grad= Der elektrostatische Gradient des
Gitterpunktes, der einem Proteinatom am nachsten liegt.
Der Gradient des Gitterpunkts berlicksichtigt alle
elektrostatischen Beitrage der Kavitatsatome.
Xa~Xg )

D2
X = X-Komponente des elektrostatischen Gradienten.
A =Kavitatsatom.
G = Gitterpunkt.
Neutralgra =-10
Neutrallading = 0.2 (Abs. Ladung).

Zusatzlich werden die beiden Terme begrenzt. Der erste
und zweite Term ist mit min. 0 und max. 2 begrenzt.

Grad=-2[Q,

Betrachtet man die Formel ergibt sich aus einer
Kombination eines kleinen Feldgradienten mit einer
kleiner Atomladung oder eines hohen Gradienten

mit einer hohen partiellen Atomladung - ein groRer
Beitrag zur Kavitétssolvatationsenergie. Dieser

Beitrag steigt quadratisch mit der Differenz zu ihren
Neutralwerten. Schlechte Solvatationsenergien ergeben
sich aus polaren Atomen in unpolarer Umgebung und
aus unpolaren Atomen in polarer Umgebung.
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Die GréBe der Box, die das Bindungs-
epitop des E-Selektins einschlief3t, hat die
Dimension von 20 A - 14 A - 21 A. Das drei-
dimensionale Gitter wurde mit einem Ab-
stand der Gitterpunkte von 0.25 A berech-
net.

In der ersten Phase wurden zwei Millio-
nen Schritte (oves) durchgefihrt. Es wurden
zunichst nur fly, twist, weed und save
Kommandos  benutzt. Die  maximale
Schrittweite betrigt fiir den fly move 10 A
und fir den twist move maximal 360°. Im an-
schlieBenden refinement wurden noch weitere
200000 Schritte mit maximal 1 A und 45°
Schrittweite gerechnet (Tab. 33).

Move Rel. Haufigkeit Rel. Haufigkeit
(Phase I) (Phase Il)

Fly 5 -

Twist 1

Save 1 -

Join - 1

Weed 1

Tabelle 33: Relative Haufigkeiten der moves.

Die Endposition der a-L-Fucose wurde
dann als neuer Startpunkt fiir die Optimie-
rung der Verkniipfungstelle an Lactose ver-
wendet. Jetzt wurde nur der join move ver-
wendet. Das genaue Protokoll der einzelnen
moves ist dem Sybyl Manual zu entnehmen®.

In der zweiten Phase (Tab. 33) wurde die
OH-Gruppe in eins Position der a-L-Fucose
gegen ein Wasserstoffatom substituiert, da
LeapFrog nur Wasserstoffatome fir die
Verkniipfung zweier Molekile auswihlt und
anschliefend auch nur diese Atome entfernt,
wire sonst die Folge bei der Verkniipfung
von zwei Hydroxylgruppen eine peroxidi-
sche Bindung und keine glycosidischen Bin-
dung.

Alle Hydroxyl-Positionen der ILactose
wurden als mogliche Verknupfungsvarianten
mit der a-L-Fucose freigegeben. Fur die 6
und 6° Position wurden alle drei gestaffelten
w-Winkel berticksichtigt. Die Schritt-weite
des glycosidischen -Winkels der a-L-
Fucose betrug 1°. Die Anfangskonfor-
mation der Lactose wurde aus einer MMC-
Simulation und anschlieBender Cluster-
analyse erhalten. Mit insgesamt 50000 Schrit-
ten erhielt man alle Verknipfungsvarianten
in ihrer energetisch giinstigsten Position. Die
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Box fiir die Bindungstasche wurde auf 26 A -
22 A - 28 A erweitert,

Die dritte Phase beinhaltet eine
Optimierung der Position der Liganden und
deren Konformation. Mit 500000 fly und
twist moves wurde dieser Optimierungs-
prozeB3 durchgefithrt. Die Schrittweiten
betrugen 1 A und 10° (Tab. 34).

Move |Rel. Rel. Rel.
Haufigkeit | Haufigkeit | Haufigkeit
(Phase lll) | (Phase IV) | (Phase V)

Fly 1 10 20
Twist 1 5 40
Save 1 1
Join - 1 i
Weed | - 1

Tabelle 34: Relative Hiufigkeiten det moves.

Ausgehend von den jeweils besten
Liganden der verschiedenen Verknupfungs-
varianten ergaben sich insgesamt sieben
Liganden. Zusitzlich wurde die Anzahl der
Liganden um alle gestaffelten Rotations-
konformere des w-Winkels erweitert. Fir
Liganden mit einer freien 6- und 6-OH
Gruppe wurden also neun Strukturen
erhalten. Die Gesamtzahl von 51 Liganden
wurden anschlieBend in Phase IV virtuell
sulfatiert (Tab. 34).

Mit 86000 Schritten wurde neben dem
join Kommando auch der twist, fly, save
und weed 7ove verwendet. Die Schrittweiten
betrugen 2 A und 45°. Es sollte somit
gleichzeitig die virtuelle Sulfatierung der
Lactose und eine Optimierung der Position
und Konformation der neuen Liganden
durchgefiihrt werden. Die Anzahl der
generierten Strukturen belief sich auf 440.

In der letzten Phase (Phase V, Tab. 34)
mit insgesamt 185000 Schritten wurde ein
refinement beziglich der Konformation und
der Position der Liganden durchgefiihrt.
Lediglich 136 Strukturen wurden verwendet,
deren Bindungsenergie hoéher als
-34 kcal/mol waren Es wurden aus-
schlieBlich fly, twist und save Kommandos
verwendet. Die maximale Varianz betrug fir
den fly move 1 A und fiir den twist move 10°.
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7.3.1.2 Docking mit FlexiDock

Alle docking Experimente wurden mit
dem Programmodul FlexiDock von der
molecular modeling software Sybyl durchgefiihrt.
Die Anzahl der Generationen belief sich
maximal auf eine Million pro Experiment.
Die Startstruktur einer neuen Simulation
ergab sich aus der Endstruktur der voran-
gegangenen Rechnung. Dieser Prozell wurde
solange durchgefiihrt, bis sich die Bindungs-
energie nicht weiter verbesserte.

Wihrend der Simulation wurde das
Proteingertst in seiner Struktur nicht ver-
andert. Die Torsionswinkel des Liganden
sind jedoch frei drehbar.

Die Berechnung der Bindungsenergie
erfolgte mit folgenden Energietermen des

Tripos force freld ™'

1) van der Waals Energie
2)  Elektrostatisches Potential
3) Torsionspotential

In Abweichung von den Standardwerten
des Tripos Kraftfeldes wurde ein Wasser-
stoff van der Waals Radius von 1 A statt von
1.5 A, ein Wasserstoff van der Waals epsilon
von 0.03 statt 0.042 und ein van der Waals
cutgff von 16 A statt 8 A verwendet. Die
Dielektrizititskonstante wurde auf eins
gesetzt.

Fir die Experimente wurden folgende
Parameter  verwendet.  Zur  niheren
Erklirung der Begriffe ist im Handbuch

nachzusehen®.

Parametersatz FlexiDock

h_vdw_radius 1.0
h_vdw_epsilon 0.030
grid_bounds x -10.0 10.0
grid_bounds y -10.0 10.0
grid_bounds z-10.0 10.0
max_saved 20
diel_const 1.0
hb_factor 0.7
dist_cutoff 16.0
e_thresh 20.0
grid_resolution 0.35
extra_dist 15
site_radius 1.0
site_score 100.0
proximity_mult 2.0
proximity_fract 0.1
dist_dep_diel yes
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use_charges yes

use_tors yes

use_constr no

use_backbone no

use_nonrot no

use_grid_vdw no

use_site_points no

restart_run no

bounds Torsional 0.0 360.0
bounds Rotation 0.0 360.0
bounds TransX -4.0 4.0
bounds TransY -4.0 4.0
bounds TransZ -4.0 4.0

initial_bounds Torsional 0.0 360.0

initial_bounds Rotation 0.0 360.0
initial_bounds TransX -2.0 2.0
initial_bounds TransY -2.0 2.0
initial_bounds TransZ -2.0 2.0
mut_window Torsional 60.0
mut_window Rotation 60.0
mut_window TransX 0.5
mut_window TransY 0.5
mut_window TransZ 0.5

Torsional 360.0
Rotation 360.0

large_mut_window
large_mut_window

large_mut_window TransX 2.0
large_mut_window TransY 2.0
large_mut_window TransZ 2.0
conv_thresh Torsional 5.0
conv_thresh Rotation 5.0
conv_thresh TransX 0.1
conv_thresh TransY 0.1
conv_thresh TransZ 0.1

H#H#
### chrom_rms increased from
{2.5,2.5,0.05,0.05,0.05} 3-11-98 jle

Ht

chrom_rms Torsional 60.0
chrom_rms Rotation 60.0
chrom_rms TransX 0.1
chrom_rms TransY 0.1
chrom_rms TransZ 0.1

Torsional 60.0
Rotation 60.0

initial_chrom_rms
initial_chrom_rms

initial_chrom_rms TransX 0.5
initial_chrom_rms TransY 0.5
initial_chrom_rms TransZ 0.5

Torsional 30.0
Rotation 30.0

gene_mut_thresh
gene_mut_thresh

gene_mut_thresh TransX 0.3
gene_mut_thresh TransY 0.3
gene_mut_thresh TransZ 0.3

Xover_method
scaling_method
parent_method
gen_method

GA_XOVER_TP
GA_SCALE_RANK
GA_PARENT_ROUL
GA_GEN_STEADY
_STATE
GA_ISLAN_EXCHANGE
GA_STEADY_STATE

island_method
steady_state_method

_REPLACE
rot_trans GA_RT_ALLOW
num_islands 1
pop_size 500
num_elite 1
num_random 3
gen_number 0
exchange_int 0
num_exchange 5
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print_interval 200
arch_interval 0
ss_Xover_chance 0.40.2
ss_mut_chance 0.4
Xover_chance 0.8
mut_chance 0.15
avg_Xover_chance 0.0
full_mut_chance 0.1
large_mut_chance 0.0
swap_mut_chance 0.25
tourney_chance 0.75
max_score le7
max_initial_score 0.0
box_sel_limit 0.4
crit_gene 0.95
crit_score 0.5
dupl_score_window 20.0
rank_increment 19000.0
rank_multiple 6.0
dynamic_mut_delta 0.02
max_dynamic_mut_delta 1.0
use_all_bonds no
use_no_bonds no
duplicate_check yes
use_initial_geom yes
print_settings no
check_initial no
exceed_window no
avg_use_trans no
dynamic_mut no
gen_limit 1000
gen_limit 100000

7.3.2 MMC-Simulation

Das Programm GEGOP (geometry of glyco-
proteins, Vers. 2.7) kombiniert ein erweitertes
HSEA-Kraftfeld (bard sphere exo-anomeric) und
das ECEPP/2-Kraftfeld mit einem Metro-
polis-Monte-Carlo-Algorithmus®™.

Alle MMC-Simulationen wurden mit ei-
nem Temperaturparameter von 2000 K
durchgefithrt. Weiterhin wurde eine ab-
standsabhingige Dielektrizititskonstante
mit dem Wert fiinf verwendet.

Im Programm GEGOP werden die pyra-
nosidischen Ringe als starr betrachtet, so dal3
nur die Diederwinkel @ und @ der glycosidi-
schen Bindung und w der C5-C6-Bindung
variiert werden. Zusitzlich wird noch der
glycosidische Bindungswinkel T wihrend der
Simulation variiert. Die Winkel sind wie
folgt definiert: ¢ = H1-C1-O1-CX, y = Cl1-
O1-CX-HX, s = C1-O1-C6-C5,0 = OO6-
C6-C5-O5, ¢ (Sulfat) = O4-S1-O1-CX, ¢
(Sulfat) = S1-O1-CX-HX und 1 = C1-O1-
CX. Hierbei ist mit X die Verkntupfungspo-
sition des Aglycons bezeichnet.
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Die maximalen Schrittweiten flir die Va-
riation der Diederwinkel ¢, ¢ und w und der
glycosidische Bindungswinkel 1 der ver-
schiedenen Simulationen sind nachfolgend
gezeigt.

Al Ayl rw| At

30.0] 30.0] 60.0] 8.0

Tabelle 35: Maximale Schrittweiten der Winkel
wihtend det MMC-Simulation.

7.3.3 Clusteranalyse

Die grof3en Datensitze der MMC-Simu-
lationen wurden mit Hilfe einer Clusterana-
lyse untersucht (CLAG, Cluster-analyse von
Glycoproteinen, Vers.: 1.0). Ziel war es, die
energetisch giinstigsten Hauptfamilien von
Molekilen aus den Simulationen zu erhalten
und deren Konformationen fiir weitere
docking Experimente zu verwenden.

Der Korrelationskoeffizient zweier Kon-
formationen A,B mit den Winkelvektoren
a= (al,...,am) und b= (b ,...,bm) wird be-
rechnet, in dem man zunachst die Winkel als
Punkte auf dem Einheitskreis auffasst, die
durch cos und sin reprisentiert werden. Man
erhalt also zwei Vektoren:

a== (cosal,sinal,...,cosam,sinam) und b'.

Dieses sind Vektoren im R*™ | die einen
Winkel a (0°-180°) einschlieBen. Je groBer
der Winkel ist, desto unterschiedlicher sind
die Vektoren. Also nimmt man als Korrela-
tionskoeffizient cos a der 0° auf 1 und 180°
auf —1 abbildet. Da man Werte zwischen 0
und 1 erhalten mdchte, transformiert man

die Werte noch in dieses Intervall Q(%l)é

Den cos a erhilt man Uber das Skalar-
produkt aus der Gleichung

(a) =[al o cosa
Wegen cos? x +sin®x =1 gilt:

el =16 = m

93



Ausserdem gilt folgendes Additions-
theorem :

cos(a - b) =cosaltosb+sinalsinb

0 (ab) =cosa, [tos b, +sina, [sinb, +...
+cosa,, [tosbh,, +sina,, $inb,,
=cos(a, - by)+...+ cos(am -b )
Also gilt :

a = cos ! cos(al - b1)+... +cos(am _b’"))E
0 m? O

Dies ist die Gleichung fiir den Fall, daf3
alle Winkel mit 1 gewichtet wurden.

Um alle Informationen bei der Cluste-
rung zu erhalten, arbeitet das Programm
nicht mit einer n On sondern mit einer 2n O
2n Matrix. Vor der ersten Zusammenfith-
rung beider Konformationen hat die Matrix
im oberen linken Viertel als Eintrige den
Korrelationskoeffizienten. Die Diagonal-
clemente werden auf 1 gesetzt, da sie die
Korrelation mit sich selbst reprisentieren.
Alle anderen Elemente werden zunichst auf
0 gesetzt.

Ausserdem verfligt jede Zeile/Spalte tber
eine Sperre, die bei Aktivierung die
entsprechende Zeile/Spalte ausblendet. Das
Programm sucht nur in den Spalten und
Zeilen nach den besten Korrelations-
koeffizienten, die freigegeben sind.

Zu Beginn sind die ersten n
Konformationen frei und die folgenden
gesperrt. Bei der ersten Zusammenfihrung
wird die n+lInte Spalte gedffnet und die
beiden Ursprungskonformationen gespertt.
Danach  werden die entsprechenden
Korrelationskoeffizienten in  die neue
Zeile/Spalte eingetragen. Ausserdem wird
als Erkennungsmerkmal fiir den Urprung
der virtuellen Konformation an den Stellen,
wo der Korrelationskoeftizient mit den childs
eingetragen werden misste, -1 eingetragen.
Ist ein child Dbereits eine virtuelle
Konformation, wird mitgezahlt, wie viele der
realen Konformationen in dieser Gruppe
sind und diese Zahl mit negativen
Vorzeichen eingetragen. Dadurch lisst sich
spater leicht rekonstruieren, wie grof3 die
Gruppen sind.
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Dieser Vorgang wird nun so oft wieder-
holt, bis nur noch eine Gruppe tbrig ist.

Der Ausgangspunkt der Diskriminanz-
analyse war die Klasseneinteilung aus der
Clusteranalyse. Die dort gefundenen Mittel-
werte und Standardabweichungen der Klas-
sen dienen als Vergleichswert fir die Zu-
ordnung der Konformationen in die Klas-
sen. Die Konformationen wurden nach-
einander aus der MMC-Simulation gelesen
und den Klassen zugeordnet. Dabei wurde
eine sogenannte Restklasse eingefiihrt, die
alle Konformationen aufnimmt, die die Zu-
ordnungskriterien bei keiner Klasse erfillen.
Erfillt eine Konformation die Kriterien in
mehreren Klassen, wurde sie derjenigen zu-
geordnet, mit der sie den besten Ahnlich-
keitskoeffizienten hatte. Das Zuordnungs-
kritertum war das o - Kriterium. In den neu
gebildeten Klassen wurden wieder Mittel-
werte und Standardabweichungen berechnet.

Das  o-Kriterium  praft, ob  eine
Konformation in der o-Umgebung der
Klasse liegt. Als Vergleichswerte dienten
dabei die Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus der Clusteranalyse. Dabei
wurde fur jeden Winkel geprift, ob der
Abstand des Winkels zum Mittelwert der
Klasse kleiner ist als die Standard-
abweichung. Ist dies fiir mindestens einen
Winkel nicht der Fall, gilt das o-Kriterium
als nicht erftllt. Dabei wurden die Winkel
mit Nullgewicht nicht bertcksichtigt. In
allen Analysen wurde als o-Kriterium das
zweifache des jeweiligen o-Wertes der
entsprechenden Winkel eingesetzt.
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8. Pulsprogramme

8.1 1D STD NMR-Experiment

;zgdiffspsl2.0s

;avance-version

;1D difference sequence with f2 presaturation
,defined by frequency list

;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan

;spin lock for protein suppression

;Avance.incl
"lulexp/stan/nmr/lists/pp/zgdiffsps|2.os"

1ze

2d1

3d12 pl1:fl
d7 fq1:f2

4 pll:spl:f2
d1i
lo to 4 times 10
pl phl
d12 pl2:fi
p2 ph2
go=2 ph31
wr #0

exit

ph1=0220133120023113
ph2=13132020
ph31=0022113322003311

;*******Power Level**********

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f1 channel - power level for spin lock pulse
(10-15dB)

;spl: f2 - channel - power level for shaped pulse
;between 40 -70 dB depending on protein and
Jligand

; Pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - spin lock pulse for protein suppr.
,(10-30 ms, depending on the protein)

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse
,(gauss ca. 50 msec)

; Delays

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1
,relaxation [min 20usec]

;d11 : delay between shaped presat pulses

,[1 msec]

;presaturation = (p11 + d11) *17 (presaturation
;should be around 2 sec)

;fql : define frequencies for on and off resonance
,presaturation

;0 499,87000 on resonance 8x(6000HZ) off
;resonance 8x(10000HZ)

;NS = 16*n

;DS =16

Pulsprogramme

8.2 T,-Relaxationsmessung

;cpmgpr_os OS 03/98

;avance-version

;T2 measurement using Carr-Purcell-Meiboom-Gill
,sequence

#include <Avance.incl>

"p2=p1*2"
;"d11=30m"

1ze
2d12 plo:fl
dl cw:fl
di3 do:fl
di2 pl1:fi
pl phl
3d20
p2 ph2
d20
loto 3timesc
go=2 ph31
d11 wr #0 if #0 ivc
loto 1times 14
exit

ph1=00221133
ph2=13130202
ph31=00221133

;*******Power Level**********

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
; Pulse

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

; Delayg******xrx

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

:d20: fixed echo time to allow elimination of diffusion
:and J-mod. effects

;d12: delay for power switching [20 usec]

;d13: short delay [3 usec]

;vc : variable loop counter, taken from vc-list

;L4: 14 = number of experiments = number of values
,in ve-list

:NS:8*n

:DS: 16

;td1: number of experiments

;define VCLIST

;this pulse program produces a ser-file (PARMOD =
,2D)

;d20: d20 should be << 1/J ,but > (50 * P2)

;vc : vc should contain even numbers to provide
;for cancellation of 180 degree pulse errors

96



8.3 trNOESY-Experiment

;noeprtpslzqg OS 8/97

;avance-version

;TRNOE measurement

;dipolar coupling may be due to trnoe or chemical
,exchange.

;phase sensitive using TPPI

;with presaturation during relaxation delay and
,mixing time

;with T1roh filter after first 90 deg pulse (Scherf &
JAnglister

;Biophys. J. 64, 754-761 (1993))

;zero quantum dephasing using a gradient and spin-
,locking

;at the same time (Davis et al. IMR A 105, 167-183
/(1993))

;with a gradient in the mixing time for water
,suppression

;Avance.incl
;Grad.incl - include file for Gradient Spectroscopy

;;"do=3u"
;;"d11=30m"
;;"d12=20u"
;'d13=3u"

1ze
2d11
3d12 pl9:fl
dl cw:fl
d13 do:fl
d12 pl1:f1
50u setnmr2|0 sethmr0|34
pl phl
d12 pl2:fi
p2 ph4 ;T1roh filter
do
d12 pl5:f1
(p5 ph5):fl (p15:gp5) ;spin-lock and gradient
di6
di2 pl1:f1
pl ph2
d12 pl9:fi
d8 cw:fl
d13 do:fl
d12 pl1:fi
pl6:gp2
di6
3u setnmr2”0 setnmr0”34
pl ph3
go=2 ph31
d11 wr #0 if #0 id0 ip1 zd
d11lip4
lo to 3 times td1
exit

ph1=0 2
ph2=0000000022222222
ph3=00221133

ph4=13

ph5=13

ph6=0213
ph31=0220133120023113

Pulsprogramme

-*******Power Level**********

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f1 channel - power level for T1roh filter (10-15
dB)

;pI5 : f1 channel - power level for spin-lock (~ 8 dB)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation

; Pulse * *

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - spin lock pulse (10-20 ms,
dependent on the protein)

;p5 : f1 channel - spin-lock pulse

;p15: gradient for zero quantum dephasing [2.5 ms]
;p16: gradient for water suppression during mixing
time [1-2 ms]

; Delays* ok

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d8 : mixing time with presaturation

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]
;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [3 usec]
;d16: gradient recovery delay [50 us]

;in0; 1/(2 * SW) = DW

;nd0: 2

:NS:8*n

:DS: 16

;td1: number of experiments
:MC2: TPPI

:**********Gradienten*********
;gradient ratios of ~ 8 % corresponds appr. to the
,spin-lock of 8 dB

8.4 2D STD TOCSY-Experiment

;mlevprtpspdf.os 08/98

;avance-version

;homonuclear Hartman-Hahn transfer using
,MLEV17 sequence

;for mixing

;using two power levels for excitation and Spinlock
;presat with shaped pulse defined by frequency list
:internal substraction

;phase sensitive using TPPI

;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson. 65, 355-360
,(1985)

#include <Avance.incl>

"p5=p6*.667"
"p7=p6*2"
"d0=3u"
"d11=30m'’
"d12=20u"
"d13=3u"

1ze
2 d12 fql:f2
3d12 pl1:fl
4 pll:spl:f2
di4
loto 4 times |7
pl phl
do
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d12 pl10:f1
(p17 ph26)

5 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p5 ph23)
loto 5 times 11
(p17 ph26)
go=2 ph31
d11 wr #0 if #0 idO ip1 zd
lo to 2 times td1

exit

ph1=0220133102201331

ph22=3131020231310202
ph23=0202131302021313
ph24=1313202013132020
ph25=2020313120203131
ph26=0202131302021313
ph31=0220133120023113

;*******Power Level**********

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-Spinlock
;spl: f2 - channel shaped pulse power level 30 -70
:dB

; Pulsgriik

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p5 : f1 channel - 60 degree low power pulse
;p6 : f1 channel - 90 degree low power pulse
;p7 : f1 channel - 180 degree low power pulse

;p17: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]
; Delays

;dO : incremented delay (2D) [3 usec]
;d7 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [3 usec]
;d14: delay between presat pulses [1 msec]

;L1: loop for MLEV cycle: (((p6*64) + p5) * 11) +
;(p17*2) = mixing time

;I7: loop counter, (d14 + pl11) * I7 = presaturation
;time

;in0: 1/(2 * SW) = DW

:nd0: 2

:NS: 16 *n

:DS: 16

;td1: number of experiments

;MC2: TPPI

;fql : define frequencies for on and off resonance
;presaturation

;01 499,87000 on resonance (20000HZ) off
;resonance (-3000HZ)

Pulsprogramme

8.5 2D STD TOCSY-Experiment
(epitope mapping)

;stdmlev2fds

;O. Schuster, M. Mayer, B. Meyer, Department of
;Chemistry

;University of Hamburg, Germany

;email: bernd_meyer@sgil.chemie.uni-hamburg.de
;avance-version

;homonuclear Hartman-Hahn transfer using
,MLEV17 sequence

;for mixing

;using two power levels for excitation and Spinlock
;writing two files with dslist, subtracion of processed
;data only

;presat with shaped pulse defined by frequency list
;1

;phase sensitive using TPPI

;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson. 65, 355-360
;(1985)

;dummy scans performed after every frequency
:switch

# 1 "lu/expl/stan/nmr/lists/pp//Avance.incl"
;Avance.incl

"p5=p6*.667"
"p7=p6+2"
"d0=3u"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=3u"

1ze
3u fql:f2

2d11

3d7 pll:fi

4 pll:spl:f2
di4
loto 4 times |7
pl phl
do
d12 pl10:f1
(p17 ph26)

5 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(pS ph23)
loto 5times |1
(p17 ph26)
go=2 ph31
do wr #1 if #1 ze fql:f2
goto 7

6d1l
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7 d7 pll:fl ;nd0: 2
8 pll:spl:f2 iNS:8*n
di4 ;DS: 2-4
lo to 8 times |7 ;td1: number of experiments
pl phl ;MC2: TPPI
do ;
d12 pl10:f1 ;fql : define frequencies for on and off resonance
(p17 ph26) ;presaturation
9 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22) ;O 499.87000 on resonance (-3590.81HZ) off
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24) ;resonance (20000HZ)

(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p5 ph23)
lo to 9 times 11
(p17 ph26)
go=6 ph31
d9 wr #2 if #2 id0 ip1 ze fql:f2
lo to 3 times td1

exit

ph1=02201331

ph22=31310202
ph23=02021313
ph24=13132020
ph25=20203131
ph26=02021313
ph31=02201331

;*******Power Level**********

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-Spinlock
;spl: f2 - channel shaped pulse power level 50 -60
:dB

; Pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p5 : f1 channel - 60 degree low power pulse

;p6 : f1 channel - 90 degree low power pulse

;p7 : f1 channel - 180 degree low power pulse

;p17: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]
;p11: shaped pulse [50 msec]
Delays

;dO : incremented delay (2D [3 usec]

;d7 : relaxation delay; 1-5 * T1
;d9 : delay between on and off resonance switch
;[min 30msec]

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d12: delay for power switchi [20 usec]
;d13: short delay [3 usec]
;d14: delay between presat pul [1 msec]

;L1: loop for MLEV cycle: (((p6*64) + p5) * 11) +
;(p17*2) = mixing time

;17: loop counter, (d14 + pl11) * I7 = presaturation
;time

;in0: 1/(2 * SW) = DW
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