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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pharmazeutisches Screening

Die pharmazeutische Industrie benétigt zur Entdeckung von neuartigen
Substanzen mit spezifischer biologischer Aktivitat verlassliche Assays. Die Testung
von Einzelsubstanzen oder Mischungen bezuglich ihrer Affinitat erfolgt in der
Industrie meist mit Hochdurchsatz-Screening-Methoden (HTS). Diese koénnen
mittlerweile bis zu 100000 Substanzen am Tag und mehr untersuchen (1). Die am
haufigsten verwendeten Tests sind die Fluoreszenz-basierten Assays auf der einen
Seite und die immunologisch-basierten andererseits. Letztere verwenden die
hochspezifischen Antikérper-Antigen Bindung zur Detektion (2-4). Ein Problem
solcher Tests ist, dass der Schwellenwert fir die Detektion eines bindenden Molekuls
— ein sogenannter Hit — eine etwa mikromolare Dissoziationskonstante voraussetzt.
Niedrigaffine Substanzen kdnnen somit nur schwer entdeckt werden. Besonders in
den frihen Screening-Phasen sind diese niedrigaffinen Substanzen jedoch von
grossem Interesse. Dies liegt daran, dass es teilweise Proteine gibt, flr die nicht
direkt hochaffine Liganden gefunden werden kdnnen. Zudem wird trotz des hoch
angelegten Schwellenwertes ein gewisser Prozentsatz an sogenannten false positives
erhalten, d.h. Hits, die keine sind. Die Weiterverfolgung dieser nicht-bindenden
Substanzen ist ineffektiv; sie kann die weitere Forschung in eine vollig falsche
Richtung lenken.

Ein weiterer Nachteil der HTS-Methoden ist, dass sich die Zielproteine — die
sogenannten Targets — zum Teil nicht mit einfachen Assays testen lassen. Die
Entwicklung eines neuen HTS-Assays benétigt inklusive der Validierungsphase
mittlerweile etwa ein halbes Jahr. Ferner sind viele der interessanten Targets
membranstandige oder transmembrane Proteine und dadurch mit HTS-Methoden
nicht ohne weiteres zuganglich. Es besteht folglich ein grosser Bedarf an der
Entwicklung und Optimierung neuer Testmethoden, mit denen auch schwer

untersuchbaren Proteine analysiert werden kénnen.
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1.2 Die Bestimmung von Dissoziationskonstanten

Haufig wird die Bindungsaffinitéat eines Rezeptors gegenuber einem Liganden

Uber die thermodynamische Gleichgewichtskonstante K definiert:
° [PL

wobei [P] und [L] fur die Konzentration des Proteins, respektive des Liganden
steht und [PL] die Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes reprasentiert. Die
Einheit dieser Dissoziationskonstante ist in Mol/L definiert, und je niedriger der K_-
Wert liegt, desto hoher ist die Affinitat des Rezeptors fur den Liganden. Der K_-Wert
gibt die Inhibitorkonzentration an, die nétig ist, um die Halfte der Bindungsplatze
des Rezeptors zu belegen. Das bedeutet fur potentielle pharmazeutische Wirkstoffe —
soweit sie als Inhibitoren einer bestimmten Wirkung agieren sollen, dass der K -Wert
moglichst klein sein sollte, um mit niedrigen Dosierungen auskommen zu kénnen.

Die Dissoziationskonstante kann auch Uber die Kinetik der Assoziation und
der Dissoziation des Liganden definiert werden:

k
KD :Lﬁ

on

K, steht dabei fur die Dissoziationsrate und k_, fur die Assoziationsrate. Fur
eine diffusionskontrollierte  Assoziationsrate, die bei kleinen Molekulen
Ublicherweise in einem Bereich von 10" — 10° s* M™ liegt, kann bei einem bekannten
K,-Wert die Dissoziationsrate bestimmt werden. Beispielsweise entspricht ein K_-
Wert von 10" M unter diesen Bedingungen einem k_-Wert im Bereich von 1 - 10s™.

Hier soll konkreter auf die Mdglichkeiten zur Bestimmung der Dissoziations-
konstante eingegangen werden. Viele Methoden zur Messung von Aktivitat (Assays)
sind Kompetitionsexperimente, d.h. es werden IC-Werte gegenuber einem
bekannten Binder bestimmt. Der IC,-Wert beschreibt die Konzentration eines
kompetitiv wirkenden Inhibitors, bei der 50% eines spezifisch bindenden Liganden
verdrangt werden. Die IC -Werte sind zuséatzlich zur Affinitat des Inhibitors auch
abhangig von der Affinitat und Konzentration des bekannten Binders. Aus dem IC, -
Wert lasst sich dann auch der K_-Wert berechnen (5). Haufig verwendete Methoden
sind der ELISA-Assay, Hamagglutinations-Assays, Fluoreszenz-Assays sowie

Radioimmuno-Assays (RIA). In den letzten Jahren ist auch vermehrt Oberflachen-
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Plasmonen-Resonanz (SPR) eingesetzt worden, da so zusatzlich die Kinetik der
Interaktionen bestimmt werden kann (siehe auch Abschnitt 1.7).

Die Vergleichbarkeit der K -Werte, die aus verschiedenen Methoden erhalten
wurden, ist oftmals schlecht. Unterschiede in der Konzentration, der Reinheit und
Aktivitat der Proteine oder Inhibitoren — sowie der Temperatur oder dem pH-Wert
kdnnen einen erheblichen Einfluss haben. Selbst bei einer Verwendung der gleichen
Methode kann es zu bedeutenden Unterschieden kommen. Beispielsweise ist der
K,-Wert eines Protein-Ligand-Komplexes bei SPR-Untersuchungen sehr stark davon
abhangig, welchen der beiden Partner man immobilisiert. Die Immobilisierung des
niedermolekularen Partners kann dabei zu bis um den Faktor 10000 hdhere
Affinitaten liefern, als wenn der makromolekulare Rezeptor immobilisiert wird (6).
Desweiteren sind K_-Werte von den jeweiligen Methode nur Uber einen bestimmten
Affinitatsbereich akkurat bestimmbar. Keine Methode ist Uber einen Bereich von

mehr als sechs Zehnerpotenzen genau.

1.3 Die Bestimmung von Bindungsepitopen

Bei Protein-Protein-Interaktionen wird der Kontakt meist durch eine
begrenzte Anzahl an Aminosauren hergestellt. Diese Kontaktflache oder -region
wird als Bindungsepitop bezeichnet. Die Anzahl der Aminosauren, die eine solche
Region ausmachen, variiert dabei zwischen 7 und etwa 30. Erschwert wird die
Bestimmung des Epitops dadurch, dass die Aminosauren, die das Epitop ausmachen,
sich oftmals auf unterschiedlichen Doméanen des Proteins befinden, das Epitop also
diskontinuierlich ist. Einfacher ist die Bestimmung, wenn das bindende Epitop linear
ist — also aus einem kontinuierlichen Aminosaurestrang besteht. Hier kann tber
kombinatorische Peptidbibliotheken schnell ein Ergebnis erreicht werden. Wenn
auch zu bedenken ist, dass die fur einen spezifischen Kontakt nétige 3D-Struktur
haufig von solch kleinen, flexiblen Peptiden nicht erzeugt werden kann.

Eine andere Madglichkeit sind die Phagen-Display Bibliotheken. Diese
Bibliotheken bestehen aus mehreren Millionen Phagen, die jeweils spezifische
Peptide auf ihren Hullen prasentieren. Uber mehrere Selektionsprozesse gegenuiber
einem Rezeptor werden so Phagen angereichert, die die gesuchte Peptidsequenz
tragen. Durch anschliessendes Sequenzieren der Phagen-DNA, kann die Peptid-

sequenz bestimmt werden (7-9).
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Bei Protein-Ligand-Wechselwirkungen handelt es sich oft um Kkleinere
Molekule, wie Hormone oder Substrate, die vom entsprechenden Rezeptor erkannt
werden. Ist keine RoOntgenstruktur eines kokristallisierten Liganden in der
Bindungstasche vorhanden, kann selbst die Aufklarung des kleinen Epitops des
Liganden komplex sein. Anhand der Bestimmung von Bindungsepitopen von
Peptiden kann die Vorgehensweise erlautert werden. Mit einem Alanin-Scan kénnen
fur ein bindendes Peptid, die fur die Bindung entscheidenden Gruppen identifiziert
werden. Bei dieser Methode werden die einzelnen Aminosauren auf einer Position
jeweils durch ein Alanin ersetzt und anschliessend der Einfluss dieser Modifikation
auf die Affinitat gemessen. Hierdurch werden Informationen tber die Bedeutung der
einzelnen Aminosauren an den jeweiligen Positionen erhalten (10, 11).

Anschliessend kann die Bestimmung des Minimalepitops erfolgen, indem
Schritt far Schritt das Peptid verkurzt wird. Weitere Modifikationen kénnen dann
Uber den Austausch von Seitenketten, funktionellen Gruppen oder der
Rigidifizierung des Peptids erreicht werden. Dadurch erhdlt man nach und nach
nicht nur Details tber die Bedeutung einzelner Aminosauren, sondern auch tber den
Einfluss einzelner Gruppen sowie der strukturellen Beschaffenheit, die der Ligand
aufweisen muss. Fur Peptide sind die synthetischen Bedingungen fur diese Analysen
zumindest annahernd erftllt. Viele Liganden, wie z. B. Saccharide, entziehen sich
jedoch einem solch automatisierbaren und rationalen Ansatz.

Die Bestimmung der Epitope bei anderen Substanzen, die als Inhibitoren
wirken sollen, verlauft im Normalfall nach einem analogen Verfahren. Es mussen die
entscheidenden funktionellen Gruppen identifiziert werden, das Minimalepitop
muss bestimmt werden und der Wirkstoff sollte mdglichst wenig flexibel sein und in
seiner bioaktiven 3D-Struktur vorliegen. Um den synthetischen und analytischen
Aufwand zur Charakterisierung von Bindungsepitopen auch synthetisch schwer
zuganglichen Substanzen zu minimieren, sind neue Methoden ndtig, die es erlauben
einige der zeitaufwendigen Schritte zu Uberspringen, um so schneller zum Ziel zu

gelangen.

1.4 Die Erzeugung und Optimierung von Leitstrukturen

Eine zentrale Herausforderung in der heutigen pharmazeutischen Industrie ist
es, aus den verschiedenen Hits der Screening-Methoden, eine geeignete Leitstruktur

zu ermitteln. Die heute hauptsachlich verwendeten Hochdurchsatz-Screening-
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Methoden (HTS) liefern zwar meist sehr schnell einen Hit, jedoch sind diese
Substanzen meist noch sehr weit davon entfernt eine gute Leitstruktur oder gar ein
guter Wirkstoff zu sein (12).

Zur Zeit scheinen sich die fruher als konkurrierend geltenden Ansétze der
kombinatorischen Chemie in Verbindung mit HTS auf der einen Seite — und des
rationalen Drug Designs andererseits, gut zu einem Hybridansatz kombinieren zu
lassen. Die oben genannten Ansatze haben unterschiedliche Schwerpunkte. Die
kombinatorische Chemie mit anschliessendem HT-Screening wird meist auf
Diversitat ausgelegt. Sie beruht darauf Bibliotheken aus mdoglichst vielen
verschiedenartigen Substanzen herzustellen, um so Uber die schiere Anzahl an
Molekulen einen guten Binder zu finden. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass trotz
der vielen Uber Kombinatorik hergestellten Molektile, oft dennoch die Diversitat der
Molekule ungenigend ist, um einen geeigneten Hit zu finden. Beim rein rationalen
Ansatz dagegen, soll anhand der 3D-Struktur der Bindungsstelle gezielt ein perfekt
passendes Molekul mit hoher Affinitat berechnet werden. Keiner der beiden Ansatze
fuhrte bislang direkt zu einem Wirkstoff. Daher ist man dazu Ubergegangen
fokussierte Bibliotheken aus einer mdoglichst niedrigen Anzahl an Substanzen zu
testen (13-17).

Bei diesem fokussierten Screening werden hauptsachlich Substanzen gepruft,
in die schon vorab viele Daten tber die Bindungsdomane des Targets geflossen sind
(18, 19). So kann ein vernunftiger Startpunkt fur die meist langwierige Wirkstoff-
entwicklung gewdahlt werden (20). Diese Vorinformationen konnen vielerlei
Ursprung haben. Beispielsweise kann durch ein virtuelles Screening von 3D-
Datenbanken bekannter Binder im Mittel schon eine Verbesserung der Hit-Rate um
einen Faktor 10-100 gegenuber dem Zufalls-Screening erreicht werden. Ein
entscheidender Faktor an dieser Stelle ist die starke Abhangigkeit von der Qualitat
der vorhandenen Vorinformationen Uber das Target — oder der eventuell
vorhandenen bekannten Binder. Diese beiden letzteren Ansédtze wiederum werden
Protein-basiertes und Liganden-basiertes Drug Design genannt (21).

Man ist jedoch noch weit davon entfernt, aus einer Rontgenstruktur des
Proteins direkt nur die potentiell besten Binder generieren zu kénnen. Die jetzigen
computergestiitzen Verfahren zur Generierung von unbekannten, neuartigen
Wirkstoffen erzeugen virtuelle Bibliotheken, die sich in einem Gr@ssen-

ordnungsbereich von einigen hundert bis tausend Substanzen befinden. Dieser
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Ansatz ist im Endeffekt oft effizienter, als das wahllose Screening von
hunderttausenden verschiedener Substanzen. Ein weiterer Vorteil ist, dass sich mit
kleinen Bibliotheken aufwendigere Assays durchfuhren lassen. Man befindet sich
hier im sogenannten low throughput Screening Bereich, in dem Assays mit héherem
Informationsgehalt durchgefuhrt werden kdnnen.

Oft ist es schon die Wahl des Assays, also der Testmethode, die einen
bestimmten Weg vorschreibt. Ein einzelnes Test-Verfahren wird oft nicht ausreichen,
um ein System vollstandig zu beschreiben. D. Hill bemerkte hierzu, dass die Qualitat
der wahrend der friihen Screening-Phasen gesammelten Daten entscheidend fur den
Erfolg einer Leitstruktur sein kénnen (1). Folglich sind im frihen Stadium der
Leitstruktursuche die schwach bindenden Molekile mit millimolaren Dissoziations-
konstanten interessant. Aus diesem Grund ist es essentiell, ein Verfahren zu
verwenden, das auch diese schwachen Inhibitoren entdecken kann (22).

Hat man einen Erfolg versprechenden Kandidaten als Leitstruktur gefunden,
ist der Weg in die ersten klinischen Phasen noch lang. Denn neben einer moglichst
hohen Bindungsaffinitat zahlen hier die Verteilung der Substanz in lipo- und
hydrophilem Milieu, die Modifizierbarkeit und die Moglichkeiten zum sogenannten
Upscaling, also die Madglichkeit den Wirkstoff in einem technischen Malistab
herzustellen. Die synthetische oder enzymatische Modifizierbarkeit der Leitstruktur
ist eine Grundvoraussetzung, da nur so die Spezifitit erhoht, bzw. die
Bioverfugbarkeit angepasst werden kann — und somit mogliche Nebenwirkungen
vermieden werden kénnen. Molektle, die zwar sehr gut am Target wirken, jedoch
entweder nicht zu diesem gelangen kdnnen oder auf dem Weg dorthin metabolisiert
werden sind nutzlos. Im Gegenteil, sie belasten den Korper zusatzlich. Diese
Faktoren werden unter dem Uberbegriff Pharmakokinetik zusammengefasst. Hier ist
das Akronym ADME zu nennen. Es steht fur absorption, distribution, metabolism,
excretion, also der Aufnahme, Verteilung, Metabolisierung und Ausscheidung des
Wirkstoffs. Diese Faktoren beeinflussen die Bioverfugbarkeit - also die
Konzentration des Wirkstoffs am Wirkort. Sie sind daher neben der in vitro Affinitat
des Inhibitors immens wichtig (21).

Fur potentielle Wirkstoffe die oral verabreicht werden sollen, ist in der
pharmazeutischen Industrie oftmals vorgeschrieben, die sogenannte rule of five
einzuhalten: Die Molmasse sollte den Wert von ca. 500 Da nicht Uberschreiten, die

Anzahl an Sauerstoff- und Stickstoff-Atomen, also an Wasserstoff-Akzeptoren, sollte
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nicht grésser sein als 10 und der clogP-Wert, der als Anhaltspunkt fur die Verteilung
im hydro- bzw. lipophilem Milieu dient, sollte kleiner als 5 sein. Auch die
Gesamtzahl an Wasserstoff-Donoren sollte moglichst unter 5 gehalten werden.
Entscheidende Bedeutung bei der Optimierung von Leitstrukturen haben
solche Informationen, die einem Anhaltspunkte dartber geben, welche Gruppen
essentiell fur die Bindung am Target sind. Die so ermittelten Gruppen sollten folglich
maoglichst wenig modifiziert werden, um eine Beeintrachtigung der Affinitat zu
vermeiden. Aus diesem Grund sind Verfahren, die diese Daten liefern kdnnen in der
fruhen Entwicklungsphase wichtig. Nicht direkt an der Bindung beteiligte
Ligandengruppen koénnen dann selektiv modifiziert oder entfernt werden.
Normalerweise werden diese Daten aus der chemischen Modifizierung und
anschliessenden Testung des Einflusses dieser Modifizierung auf die Bindungs-
affinitat der Molekile bestimmt. Dies erfordert zuséatzliche Synthese-, Reinigungs-
und Analyse-Schritte, die mit erheblichem Zeitaufwand verbunden sind. Die
Bestimmung des Bindungsepitops des Liganden ist daher ein zentraler Punkt einer
jeden Wirkstoff-Optimierung. Das Ergebnis waére eine gerichtete Synthese von
Liganden mit verbesserten Bindungseigenschaften. Der Wunsch ist es ganz zu einem
rationalem Wirkstoffdesign zu gelangen, und so einen unnétigen Ressourcen-

verbrauch zu vermeiden.

1.5 NMR-Spektroskopie in biomolekularen Systemen

Die NMR-Spektroskopie ist eines der wichtigsten Hilfsmittel fir die
Identifizierung und Konformationsanalyse von Biomolekutlen. Substanzen kénnen in
Losung und dadurch unter anndhernd physiologischen Bedingungen untersucht
werden. In der Arzneimittelforschung hat sich daher die NMR-Spektroskopie zu
einem unverzichtbaren Hilfsmittel entwickelt. Sie wird zwar weiterhin hauptsachlich
zur ldentitats- und Produktkontrolle eingesetzt, hat aber auch Einzug in den
Screening- und Optimierungsprozess gefunden (siehe auch Kapitel 1.6).

Eine Vielzahl neuer Methoden haben das Aufgabenfeld der NMR-
Spektroskopiker erweitert. Beispielsweise treiben hohere Feldstarken und neue
Akquisitions-Methoden die Grenzen fur die Strukturaufklarung von Proteinen hin
zu immer grosseren und komplexeren Systemen. Weiterhin dienen NOE-
Experimente und solche, die eine Bestimmung der 3J-Kopplungskonstanten

ermdoglichen, als wichtigste Lieferanten strukturrelevanter Daten. Das erste
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Experiment ermdglicht die Bestimmung von Protonenabstanden tiber den Raum, bis
zu einem Abstand von ca. 5 A wiahrend letzteres die Ermittlung von Diederwinkeln
in gekoppelten Systemen erlaubt. Es handelt sich folglich um eine Untersuchung der
Nahordnung des Molekduls. Jedoch haben sich in letzter Zeit auch Fernstruktur-
Untersuchungen etabliert. Beispielsweise lasst sich Uber die residuale dipolare
Kopplung in an Bizellen partiell ausgerichteten Molekllen gut die Fernstruktur
einzelner Proteindoméanen gegenuber einem festen Bezugspunkt bestimmen. Mit
Spin-Labeln, die eine erhdhte Relaxationsrate der mit ihnen wechselwirkenden
Bereichen bewirkt, werden vermehrt Topologie-Untersuchungen durchgefiihrt. Uber
sogenannte Shift-Reagenzien, die aus einem komplexierten Schwermetall-Zentrum
bestehen, kdnnen ebenfalls Fernstruktur-Daten gewonnen werden (23, 24).

Insofern hat sich die NMR-Spektroskopie — neben der Rontgenstruktur-
analyse — als strukturaufklarende Methode fur kleinere Proteine oder Protein-
fragmente mittlerweile etabliert. Die NMR-Spektroskopie kann selbst dann noch
Ergebnisse liefern, wenn sich die Proteine der Kristallisation entziehen, was haufig
bei glycosylierten Proteinen der Fall ist. Zudem ist bei Réntgenstrukturen der
Kohlenhydratrest von Glycoproteinen aufgrund seiner hohen Flexibilitat oft nicht —
oder nur ungenugend - aufgeldst. Gegebenenfalls lasst sich zudem nur eine
Konformation analysieren, d.h. jegliche Information tber die Dynamik geht verloren
(25). NMR-spektroskopische  Untersuchungen der  Flexibilitat einzelner
Molektldoméanen haben daher zunehmend an Bedeutung gewonnen. Beispielsweise
konnten Proteine im partiell entfalteten Zustand untersucht werden. Es zeigte sich,
dass die Stabilitat einzelner Domanen deutlich verschieden sein kann. Manche dieser
partiell gefalteten, flexiblen Bereiche sind "voreingenommen" und haben dadurch
eine Neigung fur eine bestimmte Faltung. Diese Faltung kann sich sehr schnell durch
einen ausseren Einfluss, wie beispielsweise einer Interaktion mit einem
Bindungspartner, ausbilden.

Ein weiterer Durchbruch in Richtung Strukturaufklarung von Proteinen mit
Molmassen bis zu Uber 100 kDa ist das TROSY (transverse relaxation optimized
spectroscopy)-Experiment (26). In diesem Experiment kompensieren sich bei hohen
Feldstarken (> 750 MHz) die beiden Terme, die hauptverantwortlich flr die breiten
Linien in Makromolekulen sind. Bei einem HSQC bewirkt dies beispielsweise, dass
sich bei hohen Feldstarken drei breite Komponenten des ‘H-"N-Multipletts tber

einen speziellen Phasenzyklus ausléschen lassen und nur die scharfste Komponente
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erhalten bleibt. Man kann daher auch bei sehr grossen Molekulen noch die nétige

spektrale Auflésung erreichen.

1.6 NMR-Spektroskopie als Suchmaschine

Die Verwendung der NMR-Spektroskopie als Screening-Methode hat in den
letzten funf Jahren auch in der pharmazeutischen Industrie an Bedeutung gewonnen
(27). Die geratetechnische Entwicklung neuer Hochfeldmagnete mit bis zu 900 MHz
— sowie die Einfuhrung des Cryo-Probenkopfes werden hier in Zukunft von
entscheidender Bedeutung sein. Die Empfindlichkeit der Geréate verbessert sich dabei
durch den Einsatz eines Cryo-Probenkopfes um einen Faktor 3 - 4. Schon jetzt ist es
moglich, Mengen im Nanogramm Bereich mittels NMR-Spektroskopie zu
untersuchen. Neben dieser rein technischen Weiterentwicklung gibt es jedoch auch
bedeutende Fortschritte im Bereich neuer NMR-Experimente.

Weiterhin haben es NMR-basierte Screening-Methoden, die einzig darauf
zielen eine Affinitdt nachzuweisen, in Konkurrenz zu den heute ublichen HTS-
Verfahren schwer, da diese ungleich schneller sind. Verfahren, die zusatzliche
Informationen liefern kdnnen, wie Transfer-NOE (28, 29) und (structure activity
relationship by NMR) SAR by NMR (30-32) besitzen aber entscheidende Vorteile.
Meyer et al. verwendeten die Tatsache, dass kleine Molekdle, die reversibel an einen
makromolekularen Rezeptor binden, einen Vorzeichenwechsel der NOEs erfahren
(28, 33, 34). Diese sogenannten Transfer-NOEs geben dann nicht nur Auskunft, ob
die Substanz bindungsaktiv ist, sondern sie kdnnen unter geeigneten Bedingungen
sogar die 3D-Struktur des Liganden im gebundenen Zustand liefern (35). Die weiter
unten beschriebene SAR by NMR Methode kann dazu genutzt werden,
nebeneinander liegende Bindungsstellen am Protein zu lokalisieren. Dies sind
Madglichkeiten, die einem mit einer reinen HTS-Strategie verborgen bleiben. Zudem
erlaubt die Transfer-NOE Methode im Normalfall eine direkte Identifikation der
bindenden Komponente aus der Mischung. Auch die Tatsache, dass es sich um eine
zerstorungsfreie MeBmethode handelt ist von Vorteil, da die untersuchten
Substanzen normalerweise problemlos zurtiickgewonnen werden kénnen. Besonders
bei schwer darstellbaren Liganden und wertvollen Proteinen ist dies von Bedeutung.

Eine weitere, positive Eigenschaft der Transfer-NOE Methode ist, dass im
Gegensatz zur SAR by NMR Methode keine GroRenbegrenzung des Proteins nach

oben besteht — es ist sogar von Vorteil einen grolien Rezeptor einzusetzen. Zudem
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entfallt die Isotopenmarkierung des Proteins, man ist daher unabhangig von einem
effizienten Expressions-System. Nachteil ist hier, dass bestimmte Ligand-Protein-
Verhaltnisse eingehalten werden mussen. Ein zu hoher oder geringer Uberschuss des
Liganden verhindert, dass die Transfer-NOEs beobachtbare Signale liefern. Somit
konnen bindende Molekule tbersehen werden. Auch eine zu hohe Anzahl an
verschiedenen Komponenten kann die Detektion der Bindung wegen einer starken
Uberlappung der Resonanzen verhindern. Zudem muss wéhrend der Mischzeit
signifikanter Austausch zwischen freien und gebundenen Zustand erfolgen. Dadurch
darf die Bindung nicht zu stark sein. Transfer-NOE-Spektren sind im allgemeinen
auf Dissoziationskonstanten zwischen 10° - 107 M beschrankt.

Ebenfalls auf NOE-Effekte beruhen die folgenden Methoden: Das
WATERIogsy-Experiment, zur Detektion von Bindung, basiert auf der
Unterscheidung des Vorzeichens des NOEs von freiem Wasser auf kleine Molekdule
(positiv) und von gebundenem Wasser auf kleine Molekule (negativ) (36, 37).
Bindende und nicht-bindende Moleklle haben somit im NMR-Spektrum
unterschiedliche Vorzeichen und kdnnen so unterschieden werden. Das reverse NOE-
pumping Experiment hingegen Ubertragt Magnetisierung von bindenden Molekulen
auf den makromolekularen Rezeptor. Es handelt sich hierbei um ein
Differenzexperiment; bei einem der Experimente wird ein Relaxationsfilter
verwendet, so dass die Proteinmagnetisierung wieder im Gleichgewicht ist und
daher Magnetisierung vom Liganden auf den Rezeptor Ubertragen werden kann.
Durch Subtraktion von einem Referenzexperiment werden die bindenden
Komponenten sichtbar (38).

Die Arbeiten von Fesik et al. haben ebenfalls einen grossen Zuspruch in der
pharmazeutischen Industrie gefunden. Die SAR by NMR Methode basiert auf der
Beobachtung von Unterschieden in der *>N-chemischen Verschiebungen des Proteins
bei Komplexierung mit Liganden — wodurch Bindung detektiert werden kann (30).
Bei vorheriger Interpretation der verwendeten 2D ‘H-""N HSQC-NMR-Spektren des
Proteins lasst sich zudem die Bindungsdoméne des Rezeptor-Proteins ermitteln. Mit
dieser Methode besteht weiterhin die Méglichkeit unter Sattigungsbedingungen der
ersten Bindungsstelle, eine zweite, benachbarte Bindungsstelle zu lokalisieren. Aus
dieser Information lasst sich unter Umstanden aus zwei niedrigaffinen Liganden ein
verknupfter Ligand herstellen, der eine signifikant verbesserte Bindungsaffinitat

besitzt. Ein entscheidender Nachteil dieser Methode ist, dass °’N-isotopenmarkierte
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Proteine oder Proteinfragmente bis zu einer Grosse von ca. 30 kDa verwendet
werden koénnen. Durch den Einsatz von TROSY-Spektren wird gegenwartig diese
Grenze hin zu grdsseren Proteinen verschoben. Es muss zudem ein sehr effizientes
Expressions-System vorliegen, da vergleichsweise grofle Mengen an Protein nétig
sind. Als weitere Einschrankung gilt hier, dass membranstandige Proteine nicht
untersucht werden kénnen.

Jungst wurde eine weitere Methode vorgestellt, eine zweite Bindungsstelle zu
lokalisieren. Hierbei wird der Ligand, der spezifisch an die erste Bindungsstelle
bindet, mit einem Spin-Label versehen. Das Spin-Label besteht aus einer Gruppe, die
ungepaarte Elektronen enthalt und daher eine sehr schnelle T,-Relaxation von
Protonen, die sich in der Umgebung zu diesem Elektron befinden, bewirkt (39). Nun
kann nach einem zweiten Liganden — der in naher Umgebung zu dem ersten
Liganden liegt — gesucht werden. Zusatzlich zu einer Substanzmischung wird der
mit dem Spin-Label versehene Ligand in die NMR-Probe gegeben. Die Bindung in
der Umgebung des ersten Liganden wird dadurch sichtbar, dass die Resonanzen des
zweiten Binders verschwinden oder deutlich in ihrer Intensitéat vermindert werden.
Der Vorteil gegentber SAR by NMR liegt darin, dass die Proteingrdsse unerheblich
ist und aufgrund der guten Empfindlichkeit auch die benétigte Proteinmenge
deutlich reduziert werden kann.

1D NMR-Methoden, wie Diffusions- oder Relaxations-editierte NMR-Spektren
bieten ebenfalls die Moglichkeit Bindungsaktivitat nachzuweisen (40-45). Sie haben
wie die Transfer-NOE-Technik den Nachteil, dass bestimmte Ligandenuberschisse
eingehalten werden mussen. Besonders bei Substanzmischungen aus naturlichen
Quellen oder synthetisierten kombinatorischen Bibliotheken kann in den seltensten
Fallen davon ausgegangen werden, dass alle Verbindungen in gleichen Molaritaten
vorliegen. Die Untersuchung der chemischen Verschiebung ist ebenfalls eine
Methode, die seit vielen Jahren angewandt wird, um sowohl Bindung als auch
Affinitaten zu bestimmen (46-48).

Die Verwendung des intermolekularen Sattigungstransfer zwischen
gesattigtem Protein und gebundenem Liganden zur Untersuchung von Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkung wurde erstmals 1979 von K. Akasaka vorgestellt (49). Der
erste Einsatz von 1D intermolekularen NOE-Differenzspektren geht auf Umemoto et

al. zuriick (50). Die NOE-pumping Methode beruht ebenfalls auf der Ubertragung von
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Magnetisierung vom Protein auf bindende Liganden, bendétigt aber einen
Diffusionsfilter, was die Empfindlichkeit reduziert (51).

1.7 Oberflachen Plasmonen Resonanz

Die SPR-Technik (surface plasmon resonance) verwendet evaneszierende
Wellen, um den Brechungsindex einer Losung in der Néahe der Sensoroberflache zu
bestimmen. Es ist ein optisches Verfahren und dadurch sehr empfindlich — nur
minimale Mengen eines immobilisierten Bindungspartners werden bendtigt. Der
immobilisierte Bindungspartner kann dabei sowohl der makromolekulare Rezeptor,
als auch der niedermolekulare Ligand sein. Wird nun ein Bindungspartner zu der
Losung Uber der Sensoroberfliche gegeben, reichert sich dieser durch die
Komplexbildung an der Oberflache an. Die dadurch hervorgerufene Anderung des
Brechungsindexes der LOsung Uber der Sensoroberflache korreliert mit der
Massenzu- oder abnahme des Sensors wahrend der Komplexreaktion (Abbildung 1).

Aus den zeitlichen Signalverlaufen der Assoziations- und Dissoziationsphase
lassen sich die Zeitkonstanten der Komplexbildung — also die Assoziations- und
Dissoziationsraten bestimmen. Diese kinetischen Daten erlauben im Normalfall auch
eine Bestimmung der thermodynamischen Gleichgewichtskonstante — also der
Dissoziationskonstante des eingesetzten Liganden. SPR ist eine der wenigen
Methoden, mit der die Mdoglichkeit besteht, kinetische Informationen mit einem
geringen Aufwand zu erlangen. Sehr schnelle Austauschprozesse sind jedoch nicht
mehr  auswertbar. Bei  Saccharid-Rezeptor-Wechselwirkungen sind  die
Wechselzahlen im Normalfall sehr hoch, und die Kinetik lasst sich aufgrund des
steilen Anstiegs und Abfalls nicht mehr akkurat bestimmen. In solchen Féallen l&sst
sich die Dissoziationskonstante nur tiber Konzentrationsreihen bestimmen und nicht

mehr aus den Austauschkinetiken (52-54).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung eines SPR-Laufes. Die Basislinie reprasentiert die
Phase, in der nur Probenpuffer Uber den Chip lauft. Bei Zugabe eines
Bindungspartners zur Losung macht sich dies tber eine Massenzunahme auf
den Chip bemerkbar, die in sogenannten resonance units (RU)-Werten
ausgedrickt wird (Assoziation). Diese Assoziationsphase wird von der
Dissoziationsphase abgeldst, bei der auf Puffer umgeschaltet wird
(Dissoziation). Bemerkbar macht sich dies durch den Abfall der RU-Werte.
Uber einen Regenerierungsschritt — etwa (iber einen sauren Puls — wird die
Ausgangssituation wiederhergestellt und eine weitere Messung kann
vorgenommen werden (Regeneration).

1.8 Glycostrukturen in biologischen Systemen

Kohlenhydrate haben in der Natur eine Vielzahl bedeutender Funktionen.
Zum einen besitzen Saccharide eine wichtige Stutzfunktion in Form von Chitin oder
Cellulose, zum anderen dienen sie als Energiespeicher in Form von Glycogen und
Starke. Daneben sind sie als sogenannte Glycokonjugate in Glycoproteinen oder
Glycolipiden vorhanden. Als solche sind sie an elementaren Prozessen wie Zell-Zell-
Erkennung, Gast-Wirt-Interaktionen und Zell-Differenzierung beteiligt (55). Die
Zucker-Reste an Glycosphingolipiden beispielsweise bestimmen die drei humanen
Blutgruppenepitope A, B und 0. Onkogene Zellen prasentieren haufig fehlerhafte
Glycostrukturen auf ihren Zelloberflaichen. Diese Tumor-assoziierten Glyco-

strukturen sind oftmals die direkte Folge von veranderter Enzymaktivitat der
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Glycosyltransferasen bzw. Glycosidasen. Hierbei wurde vorgeschlagen, die
veranderten Glycanmuster auszunutzen, um gezielt nur die vom Krebs befallenen
Zellen unschadlich zu machen. Auch Bakterien bilden tber die feinen Haare auf
ihrer Oberflache, den sogenannten Pili, den ersten Kontakt zu einer Wirtszelle. Sie
verwenden die Saccharidreste des Wirts als Andockstelle. Ein weiteres prominentes
Beispiel ist der Entziindungsprozess, dessen erste Schritte Uber die Wechselwirkung
des Tetrasaccharids sLe® und seinem Rezeptor E-Selektin vermittelt werden.
Kohlenhydrate sind folglich in Form von Glycokonjugaten durch ihre exponierte
Lage an der Zelloberflache geradezu pradestiniert dazu, den ersten Kontakt zu
vermitteln. Die Aufklarung der molekularen Grundlage der Wechselwirkung mit
den entsprechenden Zucker-bindenden Proteinen ist daher von grosser Bedeutung
und ein wichtiger Forschungszweig.

In Glycoproteinen kommen im wesentlichen zwei Arten von Verknupfungen
des Glycans vor. Die sogenannten N-Typ-Glycoproteine, die Uber die Seitenkette
eines Asparagin-Restes des Proteins verknupft sind und die O-Typ-Glycoproteine,
die Uber die Seitenketten eines Serin- oder Threonin-Restes verknupft sind. Da in
dieser Arbeit ein Asialo-Decasaccharid des komplexen Typs untersucht wurde, wird
hier detaillierter auf die N-Typ-Glycoproteine eingegangen. Sie haben eine Core-
Region aus funf Zuckern gemeinsam. Diese besteht aus zwei [1-4 glycosidisch
verknupften GIcNAc-Resten am reduzierenden Ende, an denen eine verbrickende
B 1-4 verknlpfte Mannose hangt. Von dieser Mannose gehen dann je eine a 1-3 und
eine a 1-6 glycosidisch verknupfte Mannose ab. N-Typ-Glycoproteine werden in drei
verschiedene Arten eingeteilt — den hochmannosidischen-Typ, den Komplex-Typ
und den Hybrid-Typ (siehe Abbildung 2). Innerhalb dieser Typen gibt es eine
weitere Unterscheidung in der Anzahl der Ketten — auch Antennen genannt. Das
Komplex-Typ Oligosaccharid kommt hauptsachlich in hoheren Lebewesen vor,
wobei die Anzahl der Antennen aus (Sialyl-)Lactosamin-Sequenzen zwischen 1 und 6
variiert. Bei einigen Glycoproteinen des Komplex-Typ ist das GIcCNAc am nicht-

reduzierenden Ende mit einem a-L-Fucose-Rest verknipft.
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Abbildung 2.  Strukturen der drei Arten von N-Typ-Glycoproteinen. Das Mannosereiche,
das Komplex-Typ- und das Hybrid-Typ-Glycoprotein. Gemeinsam haben sie
die aus dem GIcNAc;Manz-Pentasaccharid bestehende Core-Region.

1.9 Pflanzliche Lektine

Die Untersuchung von Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen pflanzlicher
Lektine unter biophysikalischen Aspekten ist von grossem Interesse — auch wegen
der Bedeutung und Haufigkeit dieser Art von Interaktionen inn