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1 Einleitung

Die Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydratstrukturen und Kohlenhydrat bindenden Protei-
nen (Lektine) sind die Grundlage zahlreicher biologischer Prozesse. Alle Lekine verbindet die
Eigenschaft, zwischen chemisch eng verwandten Kohlenhydraten unterscheiden zu kénnen, und
sind daher von groffem medizinischen Interesse, da ihre Inhibition durch synthetische Kohlenhy-
dratliganden die Behandlung einer Vielzahl menschlicher Krankheiten erméoglicht!!. So ist die
Erkennung von Kohlenhydraten durch Lektine bei Entziindungsvorgéingen!?!, bei der Anhaftung
von Bakterien an die Wirtszellel®l und bei der Metastasierung von Krebszellen!*! von zentraler
Bedeutung.

Héufig weisen Lektrine mehrere kohlenhydraterkennende Doménen auf, die eine gleichzeitige
Interaktion verschiedener Liganden erlauben. Das gleichzeitige Binden mehrerer Liganden ei-
ner biologischen Einheit an mehrere Rezeptoren einer anderen biologischen Einheit nennt man
auch Multivalenz!®l. Multivalente Wechselwirkungen sind in der Regel wesentlich stiirker als die
Summe der monovalenten Wechselwirkungen, sodass die meist schwache Bindungsaffinitédt von
monovalenten Liganden kompensiert werden kann. Ein Mechanismus zur Erklarung der erhéhten
Bindungsaffinitdten ist das tiberbriickende Binden benachbarte Bindungsstellen durch multiva-
lente Liganden!!. Dieser Mechanismus ist auch als Chelateffekt bekannt!l.

In einer neueren Arbeit von Schwefel et al.l®¥ konnte rontgenkristallographisch gezeigt wer-
den, dass divalente N-Acetylglucosamin- (GlcNAc-) Derivate an Weizenkeimagglutinin (WGA)
iiberbriickend bindet. Da die Kristallstruktur eines Biomakromolekiils jedoch nicht zwangsldufig
der Struktur in Lésung entspricht!!, sind Methoden, die eine Untersuchung biologischer Systeme
in Losung erméglichen, von grofser Bedeutung. Unter Anwendung von Elektronenspinresonanz-
(ESR-) spektroskopischen Methoden an spinmarkierten Liganden gelang es in dieser Arbeit
erstmals, chelatisierendes Binden in Losung nachzuweisen. Die Kombination von Continuous-
Wave-(cw-)ESR und gepulsten Zweifrequenz-ESR-Methoden lieferte ein detailliertes Bild der
molekularen Bindungsmechanismen mono- und divalenter Liganden an WGA.

Neben der intermolekularen Gleichgewichtskonstanten wird die Chelatkooperativitit mafsgeb-
lich von der mikroskopischen effektiven Molaritdt EM bestimmt. Von ihr ist abhéngig, ab wel-
cher Ligandenkonzentration der Zustand iiberbriickend bindender Liganden in einen Zustand
monovalent bindender Liganden iibergeht!'%!. Dieser Parameter EM ist nur mit geeigneten Re-
ferenzsystemen zugénglich, da man mit einem klassischen Titrationsexperiment lediglich eine
makroskopische Gesamtstellenbesetzung ermitteln kann. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass es
mit Bifrequenz-ESR-Spektroskopie an spinmarkierten Liganden mdéglich ist, den mikroskopischen

Parameter EM zu bestimmen und chelatbedingte Kooperativitat zu charakterisieren.






2 Multivalente Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

2.1 Biologische Funktion und medizinische Anwendung von Lektinen

Das héufige Vorkommen von Lektinen in héherentwickelten Pflanzen!'-12, Pilzen['3!, Wirbeltier-
en!'4 191 wirbellosen Tieren!'®!, Bakterien!'”l und Viren!'®!, ihre groe strukturelle Vielfalt!"¥! und
ihre Eigenschaft zwischen chemisch eng verwandten Sacchariden unterscheiden zu kénnen, fiihrt
zu einer hohen Anzahl von Hypothesen iiber ihre biologische Funktion. So konnte beispielsweise
in einer neueren Studie gezeigt werden, dass in Pflanzen Oligosaccharide zur Informationsver-
mittlung eingesetzt werden, indem sie durch nicht-kovalente Bindung an Rezeptoren auf der Zel-
loberfliache eine Zellantwort herbeifiihren. Man vermutet, dass auf diesem Wege wichtige Prozesse
beziiglich des Pflanzenwachstums gesteuert werden(??:2!l. Es gilt dabei als sehr wahrscheinlich,
dass Lektine als Rezeptoren oder als Transportmittel der Oligosaccharide eine wichtige Rolle
bei der Informationsiibertragung spielen. Die Identifikation und Charakterisierung der Lektine
dieser Klasse machen gegenwiértig Fortschritte und tragen erheblich zum besseren Verstédndnis

elementarer Pflanzenprozesse bei.

Lektine sind

die Koder, die man
braucht, um verschiedene
Zelltypen voneinander,
zu trennen.

Abbildung 1: Lektineigenschaft aus der Sichtweise eines Cartoonisten.

Schon seit vielen Jahren wird Pflanzenlektinen eine tragende Rolle zum Schutz vor Fressfeinden
zugeschrieben, nicht zuletzt weil Lektine und Antikoérper viele Gemeinsamkeiten bei ihren Funk-
tionseigenschaften aufweisen!?. So ist es Aufgabe von Lektinen, spezifische Oligosaccharide zu
erkennen, die von Zellen, deren Membranschicht beschidigt oder von Krankheitserreger befallen

sind, freigesetzt werden. Dieser Vorgang veranlasst die Pflanze, ein Isoflavonoid auszuschiitten,



2.1 Biologische Funktion und medizinische Anwendung von Lektinen

welches antimikrobielle Eigenschaften besitzt und die befallene Zelle unschidlich macht!??!. Ei-
ne weitere Klasse immunaktiver Lektine geht eine direkte Bindung mit dem Pathogen ein. Es
konnte gezeigt werden, dass chitinbindende Lektine wie Weizenkeimagglutinin das Wachstum
von Pilzen, Insekten und anderen Organismen hemmt, indem es sich direkt in die Zellwénde die-
ser chitinhaltigen Organismen einlagert(4l. Selbst Einkapselungen von Krankheitserregern durch
Lektine konnten schon beobachtet werden!??l. Lektine aus Phaseolus vulgaris (Bohnengewiichs)
kénnen durch Interaktion mit Epithelzellen zu Beschwerden im Verdauungstrakt der Pflanzen-
fresser fithren!?4. Als ein besonders toxischer Vertreter dieser Lektinklasse gilt Ricin, welches
aus zwei Untereinheiten besteht: Das Protein kann iiber eine Lektindoméne, welche Galactose-
reste auf der Zelloberfliche erkennt, in das Innere einer Zelle gelangen und mit einer katalytisch
aktiven Doméne die Proteinsynthese der Zelle zum Erliegen bringen!2°!.

Die wichtigsten Funktionen von Lektinen in Sdugetieren erstrecken sich von der Zell-Zell-
kommunikation bei Entziindungsprozessen?2¢l iiber die Anheftung von Bakterien oder Viren
an Wirtszellen>27 bis hin zur Gewshrleistung, dass nur korrekt gefaltete Proteine aus dem

endoplasmatischen Retikulum in das Cytosol gelangt[28].
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Abbildung 2: Strukturformeln der Monosaccharide, nach denen die Lektinklassen eingeteilt sind.

Lektine finden in vielen Bereichen der Forschung und Medizin eine immer breitere Anwendung
und werden vor allem bei der Detektion, Identifikation und Spezifikation von Kohlenhydraten
eingesetzt[29:30] (Abbildung 1). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht-kovalente und spezi-
fische Bindungen ausbilden, die bei Zugabe von geeigneten Zuckern wieder gel6st werden kénnen.
Dariiber hinaus sind Lektine in verhéltnisméfig grofsen Mengen verfiigbar und bei physiologi-
schen Bedinungen chemisch stabil. Beispielsweise konnten mit Hilfe von Lektinen Erkenntnisse
iiber die Aufgabe und Zusammensetzung der Glycocalix, einem Kohlenhydratmantel, der die

Zelle umgibt, gewonnen werden. Da sich der der Aufbau der Glycocalix im Laufe der Entwick-



2.1 Biologische Funktion und medizinische Anwendung von Lektinen

lung, Differenzierung und Erkrankung einer Zelle auf charakteristische Weise verdndern kann,
ist es vorstellbar, dass Signalwege, die solche Prozesse auslésen, durch den gezielten Einsatz von
Lektinen besser verstanden werden!31:32],

Lektine finden auch Anwendung in der Neurobiologie. Die Affinitdt bestimmter Pflanzenlektine
gegeniiber Nervenzellen ermoglichte es, die Kommunikationswege zwischen Neuronen aufzuzei-
gen und somit neuronale Signalwege zu bestimmen. Dabei wurde mit Meerrettich-Peroxidase
markiertes Lektin in vivo an bestimmten Stellen im Nervensystem eingespeist, von den Axon-
terminalen aufgenommen und mittels axonalem Transport zum peripheren Ende des Axons
transportiert[33:34:35]

Prinzipiell ist es moglich, Zellen jeglicher Art mit Hilfe von Lektinen in Subpopulationen auf-
zutrennen, vorausgesetzt, es besteht ein Unterschied in den Kohlenhydratstrukturen auf den
entsprechenden Zellmembranen. Im Gegensatz zu Antikoérpern kénnen die Zellpopulationen un-
versehrt und in grossen Ausbeuten wiedergewonnen werden, da die Lektin-Zell-Bindungen wie
bereits oben erwithnt reversibel verlaufen![36!.

Manche Lektine besitzen die aufsergewohnliche Eigenschaft, mitotisch ruhende Lymphozyten
zur Zellteilung bzw. zum Wachstum anzuregen, die nicht Klone einer gemeinsamen Mutterzelle
sind. Man bezeichntet diese Lektinklasse deswegen auch als polyclonale Mitogene. Eine derartige
Verstarkung der Zellteilung hat sich zur Erforschung von wichtigen Prozessen wie der Antigen
Stimulation und der Signaltransduktion als niitzlich erwiesen.

Neben der Klassifizierung nach ihrer Herkunft!>”! und nach ihrer Aminoséure-Sequenz-Homolo-
giel38! hat sich bei Untersuchungen von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen die Einteilung
von Lektinen nach ihrer Bindungsaffinitéit durchgesetzt[?!. Man unterscheidet zwischen fiinf ver-
schiedenen Gruppen, die nach dem Monosaccharid, fiir welches das Lektin die hochste Affinitét
besitzt, benannt sind: D-Mannose (Man), D-Galactose/N-Acetyl-D-galactosamin (Gal/GalNAc),
N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc), L-Fructose (Fuc), und N-Acetyl-D-neuraminsédure (NeubAc)
(Abbildung 2). Alle genannten Gruppen verbindet die Eigenschaft, dass die entsprechenden Di-,
Tri- und Tetrasaccharide mit einer bis zu 1000-fach hoheren Affinitit gebunden werden!*?l. Im
Allgemeinen weisen Lektine eine erstaunlich hohe Toleranz beziiglich der Konformation ihrer
Liganden auf, so unterscheiden sich die Bindungskonstanten von N-Acetylglucosamin und N-
Acetylneuraminsiure an Weizenkeimglutinin aufgrund ihrer Gemeinsamkeiten in der C-2 (Ace-

tamido) und C-3 (Hydroxyl) Position kaum voneinander!*!l.
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2.2 Das Weizenkeimagglutinin

Weizenkeimagglutinin (WGA) gehért zu der Familie der hoch konservierten Chitin-bindenden
Lektine (Gramineae) und ist eines der am h&ufigsten untersuchten und am besten charakteri-
sierten Lektine iiberhaupt!*>43l. Es liegt in einer Mischung aus drei Isolektinen WGA I, WGA
II und WGA III vor, die sich in ihrer Aminosduresequenz leicht unterscheiden, aber immu-

nl444! An WGA konnte zum ersten Mal gezeigt

nologisch identische Eigenschaften aufweise
werden, dass Lektine an Tumorzellen stirker binden als an gesunden Zellen!*®!. Diese Lektine
nehmen im Vergleich zu anderen Lektinklassen eine Sonderrolle ein, da sie aufgrund eines vierfa-
chen Repetitions-Motiv der Primérsequenz mehrere N-Acetyl-D-Neuraminséduren und N-Acetyl-
D-Glucosamine spezifisch an eine Untereinheit binden kénnen*”l. WGA ist ein Ca-symmetrisches
Dimer, welches sich aus zwei identischen glycin- und cysteinreichen 17 kDa Untereinheiten zu-
sammensetzt, wobei jede Untereinheit aus vier homologen Subdoménen (A bis D) mit jeweils 43
Aminosduren aufgebaut ist. Jede der beiden unregelmifig gefalteten Peptidketten wird durch
insgesamt 16 Disulfidbriicken in eine kompakte und stabile Konfiguration gebracht!*8!. Durch
»Kopf-zu-Schwanz“ Dimerisierung treten alle vier Subdoménen einer Untereinheit paarweise mit
den Subdoménen der anderen Untereinheit gegensitzlicher Polaritat in Kontakt (A-D und B-C)
und bilden insgesamt acht Kohlenhydratbindungsstellen S aus!*8l. Jede dieser acht voll funk-

tionsfdhigen Karbohydrat-erkennenden Doménen (CRD) liegt somit zwischen zwei Doménen

unterschiedlicher Aminosiureketten (Abbildung 3).

Abbildung 3: Links: Schematische Darstellung der acht Doménen A1, B1, C1, D1, A2, B2, C2 und D2
des WGA-Dimers. Der durchgezogene Pfeil zeigt die Richtung der Cs-Symmetrieachse
an und die Positionen der CRD-Doménen sind als ,,5¢ gekennzeichnet. Rechts: Priméar-

struktur des WGA I Monomers mit rot eingezeichneten Disulfidbriicken (rechts)!48:50,
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Zur Unterscheidung der CRD’s wird jede Bindungsstelle einer Abkiirzung, wie z. B. B2C1 zu-
geordnet: Der erste Buchstabe kennzeichnet die ,tiefe Tasche“, bestehend aus drei aromatischen
Aminosduren, und einem konservierten Serinrest. Sie tragt den Hauptteil zur Bindungsfestig-
keit bei und ist in allen acht Bindungsstellen vorhanden. Der zweite Buchstabe kennzeichnet die
flache Tasche oder ,Helferdoméne, die die polare Region beisteuert. Sie besteht aus maximal
zwel polaren Aminosduren, die sich aber nur schwach an der Bindung beteiligen kénnen bzw.
bei den Bindungsstellen A1l und A2 {iberhaupt nicht vorkommen. Die Zahlen kennzeichnen die
jeweilige Peptidkette des WGA-Dimers. Aufgrund der C-Symmetrie kommt jede Bindungsstel-
le zweimal vor: Al und A2, B1C2 und B2C1, D1A2 und D2A1. Zahlreiche Studien belegen,
dass die ,Helferdoméne” Wasserstoffbriicken ausbildet und somit entscheidend zur Stabilisierung
des Kohlenhydrat-WGA-Komplexes beitragt!*”l. Man unterscheidet deswegen zwischen priméren
Bindungsstellen mit héherer Affinitat (B1C2, B2C1, C1B2, C2B1) und sekundéren Bindungs-
stellen mit niedrigerer Affinit#t(°! (A1, A2, D1A2, D2A1).
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Abbildung 4: GlcNAc-Derivat Wechselwirkungen mit den vier WGA-Bindungstaschen (A) B1C1, (B)
C2B1, (C) A2 und (D) D1A2. Die Bindungsldnge der Wasserstoffbriicken sind in Angst-
rém angegeben[w].

Durch die Ausbildung einer Netzwerks von Wasserstoffbriicken, polaren Wechselwirkungen
und hydrophoben Wechselwirkungen wird zwischen GleNAc (bzw. GleNAc-Oligomeren) und den
Aminosdureresten der CRD eine verlgeichsweise hohe Bindungsaffinitét erreicht. Eine besonders
wichtige Rolle spielt dabei die N-Acetylgruppe des Zuckers, die zum einen eine stabile Was-
serstoffbriicke mit dem Serinrest in der ,tiefen Tasche* ausbilden kann, und zum anderen eine
stark polare Wechselwirkung mit einem Carboxylrest in der ,flachen Tasche* eingeht (Ausnahme
Al und A2). Bei den priméren Bindungsstellen sind zusétzlich starke Wasserstoffbriicken zwi-

schen dem Tyr™ der aromatischen Doméne und der OH-Gruppe des C3-Atoms (B1C2), sowie

11
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2.3 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

zwischen dem Glu™ der Helferdoméne und der OH-Gruppe des C3-Atoms (C2B1) vorhanden
(Abbildung 4). Einen groflen Anteil zur Stabilitit der Bindung leisten hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen dem aromatischen Tyr!®” und dem Kohlenhydratring (C2B1). Als stereoche-
mische Grundvoraussetzung fiir eine stabile Bindung gilt das Vorhandensein einer dquatorialen

N-Acetylgruppel®9-511.

2.3 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

Die thermodynamische Stabilitdt und Spezifitdt einer Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkung ist
abhéngig von dem Zusammenspiel intermolekularer Krafte. Zu den wichtigsten intermolekularen
Kriéften zéhlen die Dipol-Dipol-Wechselwirkung, die Dipol-induzierter-Dipol Wechselwirkung, die
Dispersionswechselwirkung und Wasserstoffbriickenbindungen. Ein solches Modellsystem lasst
sich in der Regel physikalisch recht einfach beschreiben!52!.

Dagegen ist die Bindung von Molekiilen in Losung bedeutend komplexer, da Losungsmittel-
molekiile Kréfte auf die gelosten Stoffe ausiiben kénnen, die in ihrer Stérke h&ufig im Bereich
der oben genannten intermolekularen Wechselwirkungen liegen. Dies hat zur Folge, dass die ef-
fektive Stirke einer Coulombwechselwirkung fiir einen gegebenen Abstand sehr stark abnimmt.
Zudem kann bei polaren Losungsmittelmolekiilen in Gegenwart von unpolaren Verbindungen
ein hydrophober Effekt auftreten!®54. Diese hydrophoben Wechselwirkungen kommen dadurch
zustande, dass die geordnete Struktur des polaren Losungsmittels durch unpolare Verbindungen
gestort wird und einen energetisch giinstigeren Zustand durch Verringerung der polar-unpolar-
Grenzflache erreicht werden kann. Die Grenzfliche wird durch eine partielle ,,Desolvation® des
unpolaren Molekiis durch Anlagerung eines zweiten unpolaren Molekiils verringert und bewirkt
so eine effektive Abstoflung zwischen polarer und unpolarer Spezies. Bisher war es nur moglich
die hydrophobe Wechselwirkung semi-quantitativ zu beschreiben!%-56,

Allgemein l&ft sich sagen, dass zwei geloste Molekiile genau dann eine nicht-kovalente Bindung
eingehen, wenn die Summe der anziehenden Kréafte grofier ist als die Summe aus den Solvatisie-
rungseffekten und den abstoffenden Kriften zwischen den Bindungspartnern. Ob die Ausbildung
einer intermolekularen Bindung erfolgt, hingt also davon ab, ob der Verlust energetisch giinsti-
ger Wechselwirkungen zwischen den Substraten und Losungsmittel durch neue giinstige Kontakte
zwischen den Bindungspartnern iiberkompensiert wird. Im Folgenden sollen die bereits oben ge-
nannten intermolekularen Wechselwirkungen zwischen Protein und Kohlenhydrat ausfiihrlicher

diskutiert werden!?2-57-58],

12
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Dipol-Dipol-Wechselwirkung: Molekiile, bei denen sich der Schwerpunkt der Elektronenver-
teilung und der Massenschwerpunkt voneinander unterscheiden, besitzen ein permanen-
tes Dipolmoment. Die Kréfte zwischen zwei permanenten Dipolen werden als Dipol-Dipol
Wechselwirkung bezeichnet und deren Stérke p (Dipolmoment) ist von den Partialladun-

gen, der Entfernung und der relativen Orientierung der Komponenten abhéngig.

Viele Molekiile wie z. B. Kohlendioxid und Tetrachlormethan, weisen trotz stark polari-
sierter Atombindungen kein intrinsisches Dipolmoment auf, da die Partialladungen sym-
metrisch um den Schwerpunkt angeordnet sind. Allerdings besitzen sie ein zentrales Mo-
ment hoherer Ordnung und tragen daher betrachtlich zur Stabilitdt einer Kohlenhydrat-
Proteinbindung bei. Die Gesamtheit der permanenten dipolaren Krifte zwischen zwei Mo-
lekiilen A und B setzt sich dabei aus den Beitrigen der einzelnen Wechselwirkungen, wie
Dipol-Dipol, Dipol-Quadrupol, Quadrupol-Quadrupol etc., zusammen. Wie bereits oben
erwahnt ist die Stiarke der Wechselwirkungen vom Abstand r abhéngig und fillt fiir zwei

Multipole n-ter Ordnung proportional zu 7~ (a+7s+1 ah,

In Lésung konnen die Coulomb-Wechselwirkungen zwischen zwei Substraten durch die Di-

polmomente der Lésungsmittelmolekiile um mehrere Gréfsenordnungen abgeschwécht wer-

kcal o
mol’ h-

den. Eine ionische Wechselwirkung in der Gasphase betréigt iiblicherweise 50-200

rend in Wasser selten Werte grofer als 1 1;?211 erreicht werden. Trotz dieser starken Abschwéi-

chung spielen dipolare Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei der Spezifitatskontrolle

von Kohlenhydraten und bei der Erlangung der optimalen Bindungskonformation.

Dipol-induzierter-Dipol-Wechselwirkung: Wenn sich ein permanenter Dipol einem polarisierba-
ren Teilchen nahert, kann durch das elektrische Feld des Dipols eine Ladungsverschiebung
in der Elektronenhiille des unpolaren Teilchens hervorgerufen werden. Dabei entsteht ein
tempordrer Dipol, da die induzierte Polaritdt von der sich sténdig dndernden Elektronen-
verteilung des unpolaren Teilchens abhéngig ist. Die Stirke des induzierten Dipols puing
héngt von dem elektischen Feld E des permanenten Dipols und der Polarisierbarkeit o des

unpolaren Teilchens abl®”l. Man erhilt fiir die Wechselwirkungsenergie den Ausdruck:

pro

(Uina) = (dmeg)2r®

(1)

wobei hier wieder eine Boltzmann-Verteilung der Orientierungen zwischen Dipol und in-
duziertem Dipol angenommen wurde. In polaren Losungsmitteln wird die Dipol-induzierter-

Dipol-Wechselwirkung &hnlich wie die Dipol-Dipol-Wechselwirkung sehr stark abgeschwécht.
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2.4 Methoden zur Untersuchung von Kohlenhydrat-Protein- Wechselwirkungen

Londonsche Dispersionswechselwirkung: Eine Dispersionswechselwirkung liegt vor, wenn sich

zwei unpolare Teilchen A und B nahe kommen und durch die sténdige Fluktuation der
Ladungsverteilungen in der Elektronenhiille von Molekiil A ein Dipol in Molekiil B in-
duziert wird. Da ein temporarer Dipol nur so lange Bestand haben kann, bis es zu einer
Umstrukturierung der Elektronenhiille kommt, ist die Dispersionswechselwirkungsenergie
FE von den Dispersionsfrequenzen v4 und v4 der Teilchen A und B abhéngig. Es gilt die

Beziehung!9!:

3 hvavp aaap
Ea agp — ST 5 2
A Yy +vg 16 2)

wobei g und ap die Polarisierbarkeiten der Teilchen A und B sind. Obwohl die Kréafte
zwischen zwei polarisierbaren Molekiilen verhéltnisméfkig klein sind, stellen sie aufgrund

ihres haufigen Auftretens die mit Abstand stéirkste intermolekulare Wechselwirkung dar.

Wasserstoffbriicken: Eine Wasserstoftbriicke liegt vor, wenn ein elektronegatives Atom an das

2.4

ein Wasserstoffatom kovalent gebunden ist (Protonendonator) mit einem freien Elektronen-
paar eines zweiten Atoms (Protonenakzeptor) in Kontakt tritt!>®l. Im Unterschied zu ande-
ren Coloumb Wechselwirkungen sind sie direktional und haben eine a priori klar festgelegte
Stochiometrie, da pro freiem Elektronenpaar nur eine Wasserstoffbriicke ausgebildet wer-
den kann. Auch wenn die Bindungsfestigkeit von Wasserstoftbriicken wie bei allen Coulomb
Wechselwirkungen in polaren Losungsmitteln stark abnimmt, sind sie doch entscheidend
fiir die Spezifititskontrolle bei der Kohlenhydraterkennungl%°!. Vor allem durch ihre starke
Richtungsabhéngigkeit ermdglichen sie eine optimale Positionierung des Kohlenhydrats in

der Bindungstaschel6!!.

Methoden zur Untersuchung von

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

Eines der wichtigsten Ziele der Molekularbiologie ist es, die thermodynamischen Parameter von

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen zu bestimmen. Die gebrauchlichsten Methoden sind der

Himagglutinations-Inhibitionstest (HLA)!? die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)I%3 der

Enzym-gekoppelte Lektinbindungstest (ELLA)!®4 und Kernresonanzexperimente!%!. Die gewon-

nenen Bindungsdaten sind allerdings nur unter Vorbehalt miteinander vergleichbar, da sie stark

von Art und Aufbau der Methode abhéngen. Im Folgenden wird nur auf den ELLA und die ITC

néher eingegangen.
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2.4 Methoden zur Untersuchung von Kohlenhydrat-Protein- Wechselwirkungen

Enzym-gekoppelter Lektinbindungstest: Der ELLA (enzyme-linked lectin assay) ist eine Me-
thode, mit der eine Inbibitionskonzentration (IC5q-Wert) bestimmt werden kann, bei der die
Bindung eines Lektins an einen immobilisierten Liganden zu 50 % inhibiert wird[®:%61. Dabei
konkurrieren Kohlenhydrate (frei in Losung) mit hochmolekularen polymeren Sacchariden
(immobilisiert auf der Oberfliche einer Mikrotiterplatte) um Bindungsstellen auf enzym-
markierten Lektinen(*!. Der Bindungstest erfolgt durch die Zugabe des enzymmarkierten
Lektins zusammen mit verschiedenen Konzentrationen des zu untersuchenden Liganden in
die mit polymeren Sacchariden beschichteten Wells einer Mikrotiterplattel”-%8]. Nach ei-
ner Inkubationszeit wird der ungebundene Teil der Lektine durch Waschen entfernt und die
Konzentration der gebundenen Lektine durch eine enzymatische Farbreaktion spektrome-
trisch bestimmt. Die Intensitéat der Farbung nimmt dabei mit zunehmendem Bindungsgrad
des 16slichen Liganden ab. Zur Bestimmung der ICso-Werte werden die Absorptionswerte
gegen den Logarithmus der Ligandenkonzentration aufgetragen!6! (Abbildung 5). Wie be-
reits eingangs erwéhnt handelt es sich bei den IC50-Werten nicht um Bindungskonstanten

und sie sind somit auch nicht mit K,-Werten von ITC-Messungen zu vergleichen.

OO00000000000 100 | o
00000000000 | _ . o
O000000000O0O0O | & | y
OO0000000000 | &% .
Q00000000000 | 2w =0
olelolololelolololololo N - E
OJ0]0I0]0I0]0]0I0]00]e); | S
OJ0]0I0]0[0]0]0]0]0[0)e) 0 *ec

Abnehmende Ligandenkonzentration ——— log[c(Ligand)]

Abbildung 5: Die Farbintensitét ist proportional zu der Konzentration des Lektin-Enzym-Konjugats
(links). Der IC50-Wert ldsst direkt sich aus der Inhibitionskurve entnehmen!®! (rechts).

Isotherme Titrationskalorimetrie: Die ITC (isothermal titration calorimetry) ist eine biophy-
sikalische Messtechnik, die es ermdglicht, die Assoziationskonstante K,, die Bindungsent-
halpie AH und die Bindungsstéchiometrie n von Bindunsprozessen zu bestimmen!™!. Des

Weiteren 1dft sich iiber die Beziehung

AG =-RTIhK, = AH — TAS (3)
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2.5 Multivalenz

die Freie Enthalpie AG und die Entropie AS berechnen!”"2l. Ein wirmeisoliertes Ti-
trationskalorimeter enthilt eine Messzelle und eine Referenzzelle, die jeweils von einem
adiabatischen Schutzschild umgeben sind. Zur Durchfiihrung eines Experiments werden
genau bekannte Mengen des Liganden zugegeben, was bei einer exothermen Reaktion zu
einem Anstieg der Temperatur in der Messzelle fiihrt. Die auftretende Temperaturdiffe-
renz zwischen Referenz- und Messzelle wird durch einen Heizstrom ausgeglichen und in

Abhéngigkeit von der Zeit aufgezeichnet!™!.

Eine typische ITC-Messkurve weist mehrere
negative Spikes auf, wobei jeder Spike einer Ligandeninjektion mit anschliefsendem Tempe-
raturausgleich darstellt. Mittels Integration der Titrationspeaks erhélt man schlieflich ein
Spektrum mit sigmoidalen Kurvenverlauf, aus dem sich die oben genannten thermodyna-

mischen Parameter bestimmen lassen!™! (Abbildung 6).

Zeit [s] = Ligandeninjektion
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0] R
0 L L
. MO o
L 05 ‘ | S AG
Q -2
2 £ \
= -1,0 =~
© -3
2 15 i
2 -4 AH
T 2,0 Stéchiometrie
T -5 g B /
2,5 |
0 0,5 1,0 1,5 2,0

Molares Verhaltnis

Abbildung 6: Darstellung einer typischen ITC-Messkurve einer exothermen Reaktion (links). Zusam-
menhang zwischen den thermodynamischen Parametern und der Titrationskurve nach

der Integration!?! (rechts).

2.5 Multivalenz

Unter Multivalenz versteht man das gleichzeitige Binden mehrerer Liganden einer biologischen
Einheit an mehrere Rezeptoren einer anderen biologischen Einheit!®l. Multivalente Wechselwir-
kungen in biologischen Systemen sind in der Regel wesentlich stérker als die Summe der entspre-
chenden monovalenten Wechselwirkungen, und es kann so die meist schwache Bindungsaffinitit
von monovalenten Liganden kompensiert werden!!l. Es sind zahlreiche Abliufe aus der Natur be-
kannt, die sich diese besondere Eigenschaft zu Nutze machen. So konnten Kohlenhydrat-Protein-

Wechselwirkungen bei der Bindung von Escherichia coli an Epithelzellen des Harnleiters!™!, bei
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2.5 Multivalenz

der Bindung von Influenzaviren an bronchiale Epithelzellen!”®7" und bei der Bindung von Makro-
phagen an Pathogenen!™ 7 mit Multivalenz in Verbindung gebracht werden. Neben der Valenz
ist auch die Geometrie, Struktur und Form der Liganden, sowie die chemische Beschaffenheit des
Linkers entscheidend dafiir, ob und wie gut der Ligand bindet!39!.

Die vollstdndige Beschreibung eines multivalenten Systems kann bei Beriicksichtigung der Zwi-
schenzustinde und Crosslinking problematisch werden, es wird daher im Folgenden nur der
einfachste Fall, die Wechselwirkung zwischen divalenten Komponenten bei Ligandeniiberschuss,

betrachtet!581].

: _C enthalpisch Entropie
Enthalple | —C unverandert
maximal
" o—l —_ _C entropisch
OJ _C verstirkt
: | \C enthalpisch
+ ) /C geschwicht _C entropisch
¢ )—‘I verstarkt
s
| _C enthalpisch =~ _CO/\/O entropisch
_C verstirkt geschwacht

-©—\_©

Abbildung 7: Enthalpie und Entropie eines divalenten Systems (siehe Text).

Die freie Enthalpie A GP? einer bivalenten Wechselwirkung setzt sich gem## Gleichung (3) aus
einem enthalpischen AH”? und einem entropischen AS”? Beitrag zusammen. Nach dem Modell
von Whitesides und Mitarbeiter!®! kénnen beziiglich der Enthalpie drei Fille voneinander un-
terschieden werden: Ein enthalpisch verstdrktes Binden liegt vor, wenn die Bindung der zweiten
Bindungseinheit aufgrund positiver allosterischer Effekte oder vorteilhafter sekundérer Wechsel-
wirkungen zwischen Linker und Rezeptor energetisch begiinstigt ist (AHP* < 2A HM°"°), Wenn
die Bindung der zweiten Bindungseinheit durch das Binden der ersten Bindungseinheit gestort
wird, ist die frei werdende Energie des divalenten Systems AHP? geringer (weniger negativ) als
die doppelte Bindungsenergie der monovalenten Wechselwirkung. Man spricht dann von ent-
halpisch geschwichtem Binden (AHP? > 2AHM°). Dieser Fall tritt auf, wenn die rdumliche
Anordnung eines starren Liganden und eines Rezeptors zu stark voneinander abweichen oder
wenn negative allosterische Effekte vorliegen. Passt die rdumliche Anordnung eines Liganden

und eines Rezeptors exakt zueinander und werden die intermolekularen Wechselwirkungen der
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2.5 Multivalenz

zwei Bindungseinheiten nicht voneinander beeinflusst, entspricht die divalente Bindungsenthalpie
AHP? der doppelten monovalenten Bindungsenthalpie AHMom° (AHP? = 2A HMone),

Die Anderung der Gesamtentropie einer bivalenten Wechselwirkung ASP? kann als die Summe
aus Translations- (AS7rans), Rotations-(ASg.:) und Konformationsentropie (ASkons) der Reak-
tanden aufgefafst werden, zudem gibt es einen weiteren Beitrag, der die Entropieinderung des

umgebenden Losungsmittels (ASs,y,) berticksichtigt:

ASDi - AST’!'IITLS + ASRot + ASK'onf + ASSol'u (4)

Zur Vereinfachung wird die Anderung der Hydratationsentropie (ASs,p,) vernachldssigt, da sie
einen vergleichsweise kleinen Beitrag leistet. Des Weiteren kann man aufgrund der schwachen lo-
garithmischen Abhéngigkeit der Translations- und Rotationsentropie von der Masse naherungs-
weise davon ausgehen, dass die Entropie aller Teilchen, sowohl Liganden als auch Rezeptoren,
gleich grofs ist. Ausgehend von diesen N&dherungen kann man auch fiir die Entropie drei Fél-
le voneinander unterscheiden: Eine Bindung ist maximal entropisch verstdrkt, wenn ein starrer
Ligand (ASkons = 0) eine optimale rdumliche Anordnung aufweist. In diesem Fall entspricht
der Entropieverlust einer bivalenten Wechselwirkung dem Entropieverlust einer monovalenten

Wechselwirkung, d.h. ASP? ~ AgMono . A gMono ~ A gMono st die Summe aus Rotations- und

trans rot
i

Translationsentropie geringer (weniger Entropieverluste) als die Konformationsentropie (ASR: .

< ASR L+ ASD:

rot

Fiir den umgekehrten Fall (ASR . > ASH!

trans

), dann ist die divalente Wechselwirkung immer noch entropisch verstdrkt.

+ ASDi

L) werden zwei monovalente Bindungen

gegeniiber einer divalenten Bindung bevorzugt, d. h. die divalente Wechselwirkung ist entropisch
geschwicht (Abbildung 7).

Aus der Darstellung von oben folgt, dass sich in einem divalenten System entropische und
enthalpische Effekte gegenseitig ausloschen konnen: Wéhrend eine grofe Flexibilitdt des Liganden
hohe Entropieverluste bei der Bindung mit sich bringt, kann dieselbe Flexibilitdt dazu beitragen

die optimale rédumliche Anordnung zu finden und enthalpische Verluste zu vermeiden.
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitat

Ein multivalentes System weist Kooperativitat auf, wenn sich mehrere Wechselwirkungen in einer
Weise beeinflussen, dass sich das System als Ganzes anders verhélt, als man es aus den Eigen-
schaften der einzelnen Wechselwirkungen erwarten wiirde!®2:%3. Ein wichtiges Kennzeichen stark
positiver Kooperativitat ist die niedrige Konzentration von partiell gebundenen Zwischenstufen.
Es werden fast ausschlieflich die Extremzusténde ,yollstdndig gebunden® und ,yvollstéandig unge-
bunden® bevélkert, weshalb man auch von ,alles-oder-nichts“-Verhalten spricht. In einem solchen
System liegen auf molekularer Ebene nur vollstédndig gebundene Liganden oder Liganden frei
in Losung vor. Das Verhalten auf makroskopischer Ebene ist dadurch gekennzeichnet, dass die
gesamte Population bei einer kleinen Konzentrationsdnderung von einem vorwiegend ungebun-
denen in einen vorwiegend gebundenen Zustand wechselt. Die Bindungsisotherme nimmt dabei
einen fiir positive Kooperativitiit charakteristische sigmoidale Linienform an[84:85],

In den kiirzlich erschienenen Arbeiten von Whitty!®6!, Hunter'®! und Ercolanil®”! wurden zwei
Typen von Kooperativitéit vorgestellt: Allosterische Kooperativitdt und Chelatkooperativitét.
Ersteres entsteht durch das Zusammenspiel mehrerer intermolekularer Wechselwirkungen und
Letzteres durch die gegenseitige Beeinflussung mehrerer intramolekularer Wechselwirkungen, also
als Folge einer Chelatwirkung. Ausgehend von diesen drei Arbeiten sollen die zwei Typen von

Kooperativitdt im Folgenden genauer betrachtet werden.

20B B
T 2K, (P \dly 2K, kélJ_KléJ
A AN A

AA AAeB AA°B,

Abbildung 8: Bindungsschema eines Systems mit divalentem Rezeptor AA und monovalenten

Liganden B.

Das Bezugssystem: Ein Komplex bestehend aus einem Rezeptor mit einer Bindungsstelle A
und einem monovalenten Liganden B dient als Bezugssystem, da hier keine Kooperativitét
auftritt. Es liegt ein einfaches Zwei-Zustands-Gleichgewicht vor, das durch die Assoziati-
onskonstante K, den Konzentrationen des gebundenen [AB/] bzw. freien Rezeptors [A] und

der Konzentration des freien Liganden [B]| beschreiben werden kann. Es gilt:
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

K=t (5)

Allosterische Ligandenbindung: Zur Veranschaulichung von allosterischer Kooperativitat geht
man von einem divalenten Rezeptor [AA] und zwei monovalenten Liganden [B] aus. In
diesem System koénnen die drei moglichen Zusténde freier Rezeptor AA, partiell besetz-
ter Rezeptor AAeB und vollstdndig besetzter Rezeptor AAeB, auftreten (Abbildung 8),
wobei die Gleichgewichte zwischen den Zusténden durch die mikroskopischen Assoziations-

konstanten K; und K, charakterisiert sind:

[AA e B|

= s )
1 - [AA.BQ]
282 = Ae BB Q

Auf molekularer Ebene kann allosterische Kooperativitat mit Hilfe des Wechselwirkungs-

parameters o beschrieben werden:

Ky
o= K, (8)

Liegt keine Kooperativitit vor, gilt K; = K, = K, und es ist somit a = 1. Weitere wichtige
Parameter sind die Bindungsstellenbesetzung © 4, die den auf Eins normierten Anteil der

gebundenen Rezeptoren angibt, und die Gesamtkonzentration des Rezeptors [AA],. Es gilt
folgende Beziehung:

%[AA e B+ [AA e By

R V¥ ©)

wobei [AAy/ durch

[AAg) = [AA] + [AA @ B] + [AA e By] = [AA](1 + 2K, + K, K»[B]?) (10)

gegeben ist. Fiir die Diskussion der Kooperativitéit ist es sehr hilfreich, den Verlauf von
[AAeB] und [AAeB,] in Abhéngigkeit von der Ligandenkonzentration /B fiir verschiedene
« zu berechnen und in einem Schaubild (Speziationsprofil) aufzutragen. Hierfiir stellt man

zunéchst die Gleichungen (6) und (7) nach [AAeB] und [AAeBjs] um:
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

Population

[AAeB] = 2K, [AA]B] (11)
[AAde By = K K[AA][B]? (12)

Durch Einsetzen von (10), (11) und (12) in (9) erhélt man schliehlich eine Gleichung, mit

der sich das Speziationsprofil berechnen lafst:

K1[B] + K1 K, [B]?
On =

= 1
1+ 2K, + K, K3[B]? (13)

In Abbildung 9 sind die entsprechenden Kurvenverlaufe fiir negative Kooperativitit (o < 1)
und positive Kooperativitidt (« > 1) gezeigt, wobei die Populationen des partiell besetzten
Zustands AAeB durch die roten Kurven und die Populationen des vollstindig besetzten

Zustands AAeB, durch die blauen Kurven beschrieben werden.

1,04 l
a=0,01 1,0 o.=100
0,84 0,8-
C
5
0,61 T 0,61
3
Q.
[e]
0,4- T 044
0,21 0,2-
00— . . : : 0,04+ : : : :
4 2 0 2 4 4 2 0 2 4
log K’ [B], log K’ [B],

Abbildung 9: Speziationsprofile fiir die Wechselwirkung zwischen monovalenten Liganden und einem

divalenten Rezeptor mit o = 0,01 (links) und « = 100 (rechts). Es ist jeweils der voll-
standig besetzte Zustand AAeB, (blau), der partiell besetzte Zustand AAeB (rot) und
die Bindungsstellenbesetzung © (schwarz) eingezeichnet. Die Konzentrationsskala ist auf
die effektive Assoziationskonstante K = /K1 K> normiert, wobei am Punkt © = 0,5 die
Ligandenkonzentration durch 1/ K’ gegeben ist.

Aus der Abbildung geht hervor, dass fiir negative Kooperativitdt der Zustand des parti-
ell besetzten Rezeptors in einem breiten Konzentrationsbereich die vorherrschende Spezies
ist und erst bei hoher Ligandenkonzentration von dem Zustand des vollstdndig besetz-

ten Rezeptors verdringt wird. Demgegeniiber beobachtet man fiir positive Kooperativitét
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

ein Zwei-Zustands-Verhalten (,alles oder nichts”) zwischen den Zusténden des unbesetzten
Rezeptors und des vollstédndig besetzten Rezeptors. Das fiir positive Kooperativitdt cha-
rakteristische ,,Umschalten” zwischen diesen beiden Zusténden findet dabei innerhalb eines
verhaltnismafig kleinen Konzentrationsfensters statt. Auf makroskopischer Ebene kann Ko-
operativitiit entweder durch Auftragung in Form einer Hill-Kurvel®$10 (Hill-Parameter n)

oder mit Hilfe eines Umschaltfensters!8! (,switching window* cg) charakterisiert werden.

Chelat-Ligandenbindung: Zur Diskussion der Chelatkooperativitit betrachtet man die Bindung
divalenter Liganden BB an divalente Rezeptoren AA, mit der Bedingung, dass a = 1,
um allosterische Kooperativitdt auszuschlieften. In einem solchen Modellsystem gibt es
lediglich vier Zusténde: Freies AA, ein partiell gebundener Komplex o-AAeBB, ein zykli-
scher Komplex c-AAeBB und ein 2:1-Komplex AAe(BB),. Die Populationen der Zusténde
werden von der intramolekularen Gleichgewichtskonstanten Kintra:%' K - EM und der
intermolekularen Gleichgewichtskonstanten K bestimmt. Die mikroskopische effektive Mo-
laritdt EM (Einheit: mT"l) quantifiziert dabei das Ausmafl, mit dem der zyklische Komplex
gebildet wird, und K beschreibt die Stirke der intermolekularen Wechselwirkung zwischen
Rezeptor und Ligand. Um ein besseres Verstédndnis fiir die Chelatkooperativitit zu be-
kommen, sollen &hnlich wie im vorangegangenen Abschnitt Speziationsprofile mit Chelat-
wechselwirkung (K - EM > 0) und ohne Chelatwechselwirkung (K - EM = 0) diskutiert

werden.

AA BB 0-AAsBB BB )

AAe(BB),

Ko = 2 KEM \ S vem

¢ 9,

c-AAeBB BB

Abbildung 10: Bindungsschema eines Systems mit divalenten Rezeptor AA und divalenten Liganden
BB, wobei [BB]o >> [AA]o und a = 1 gilt.
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

Die Konzentrationen der Zwischenstufe [o-AAeBB], des zyklischen Komplexes [c-AAeBB]
und des 2:1-Komplexes [AAe(BB)2] konnen mit Hilfe der Gleichgewichtskonstanten ausge-
driickt werden (Abbildung 10). Man findet:

[o— AAe BB] = 4K[AA][BB] (14)
[c— AAeBB] = 2K*EM[AA]BB] (15)
[AAe (BB),] = 4K?[AA][BB)? (16)

Die Gesamtkonzentration des Rezeptors [AA/y setzt sich hier wie oben aus den Konzentra-

tionen aller Zustéinde zusammen:

[AA]o [AA] +[o— AAe BB|+[c— AAe BB] +[AA e (BB),] (17)

= [AA] (1+4K[BB)+2K*EM|BB)] + 4K*|BB)?)

Zur Berechnung der Speziationsprofile benétigt man die Bindungsstellenbesetzung © 4. Sie

setzt sich aus der auf [AA]y normierten Summe der Fraktionen (14) - (16) zusammen:

0, — 50— AAeBB]+[c _[1:141:;]10. BB| + [AA e (BB),] (18)
AK[BB] + 2K?EM[BB)] + AK2[BB]?

1+4K,[BB] + 2K2EM[BB] + 4K?|BB]?

Ein Vergleich der beiden Speziationsprofile in Abbildung 11 zeigt, dass die Chelatwechsel-
wirkung bei moderater Ligandenkonzentration zu einer starken Abnahme der partiell ge-
bundenen Komplexes o-AAeBB (rot) zugunsten des zyklischen Komplexes c-AAeBB (griin)
fiihrt. Die Verdrangung des intermedidren Zustands ist ein charakteristisches Merkmal fiir
Kooperativitdt, und man beobachtet, ahnlich wie bei allosterischer Kooperativitit, auf ma-
kroskopischer Ebene ein ,alles oder nichts“-Verhalten. Auf mikroskopischer Ebene zeigt sich
jedoch, dass der zyklische Komplex c-AAeBB (~[BB] siehe (15)) bei hohen Ligandenkon-
zentrationen von dem 2:1-Komplex AAe(BB)s (~|BB]? siehe (16)) wieder zuriickgedriingt
wird. Das Speziationsprofil des Chelatkomplex c-A AeBB ist daher glockenférmig und weist
entgegen der makroskopischen Bindungsstellenbesetzung © 4 ein ,alles-nichts-alles” Verhal-
ten auf. Sind die Ausdriicke auf der rechten Seite der Gleichungen (15) und (16) gleich
grofs, erhélt man die Beziehung:

BBy = 21 (19)
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2.6 Allosterische- und Chelat-Kooperativitét

Laut dieser Gleichung kann man % auch als die Ligandenkonzentration [BB|y auffas-
sen, bei der es zum ,Umschalten” zwischen dem zyklischen Komplex und dem offenen
2:1-Komplex kommt (Abbildung 11 rechts)®%91 Die Chelatkooperativitit ist somit im

Gegensatz zur allosterischen Kooperativitit von der Ligandenkonzentration abhingigl¥?!.

Aus der Darstellung von oben geht hervor, dass chelatbedingte Kooperativitdt zu einem
makroskopischen Verhalten fiihren kann, das von einer positiven allosterischen Kooperati-
vitdt nicht zu unterscheiden ist, selbst wenn sie sich auf mikroskopischer Ebene vollkommen
voneinander unterscheiden. Die klassichen Parameter ng und cg kénnen daher keinen Auf-
schluf iiber Chelatkooperativitit (bzw. EM) geben, da sie einzig von dem makroskopischen
Parameter O bestimmt werden. Nur in Ausnahmeféllen und mit geeigneten Referenzsys-

temen besteht die Moglichkeit, den mikroskopischen Parameter EM zu bestimmen und

chelatbedingte Kooperativitéit zu charakterisieren (,,double mutant cycle“)[93’94’95].
[BB]y, = EM/2

1,04 KEM =0,01 1,0 KEM =100
0,84 0,8

c c

S 0,61 2 061

K| K|

a a

o 0,41 o 0,41

o o
0,2 0,2
0,0 T f T T T 0,0 f T 7 T

-4 -2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
log K’ [BB], log K’ [BB],

Abbildung 11: Speziationsprofile fiir die Wechselwirkung zwischen divalenten Liganden und einem di-
valenten Rezeptor mit K EM = 0,01 (links) und K EM = 100 (rechts). Es ist jeweils der
zyklische Komplex c-AAeBB (griin), der partiell gebundene Komplex o-AAeBB (rot),
der 2:1-Komplex o-AAeBB; (blau) und die Bindungsstellenbesetzung © (schwarz) ein-
gezeichnet. Die Konzentrationsskala ist auf die effektive Assoziationskonstante K =
2 K normiert, wobei am Punkt © = 0,5 die Ligandenkonzentration durch 1/K gegeben

ist.
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3 ESR-Spektroskopie

3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

a.) Mobilitdtsmessungen an Nitroxid: Zu den gebriuchlichsten Spinmarkern, die in der ESR-
Spektroskopie verwendet werden, zihlen Nitroxid-Derivate mit der allgemeinen Formel R'R2N-
0°196.97] Dje Spindichte des Nitroxidradikals ist dabei niherungsweise zu 60 % am nicht magne-
tischen Sauerstoffkern mit Kernspin 7(1°0) = 0 und zu 40 % am Stickstoffatom mit Kernspin
I(MN) =1 lokalisiert!8l. Der Hamiltonian fiir ein Nitroxid setzt sich dann aus einem Elektronen-
Zeeman- und einen Hyperfeinwechselwirkungs-Term zusammen!9:

- o=

i %Bég%é* + SAT (20)

Konnen die Aufspaltungen durch Dipol-Dipol-Kopplungen zu weiteren Elektronen und 'H-
Hyperfeinkopplungen zu Wasserstoffatomen in a-Stellung zur Nitroxidgruppe vernachléssigt wer-
den, erhilt man im Aufspaltungsschema der Energieniveaus drei erlaubte Ubergiinge, die durch

Hyperfeinkopplungen zum * N-Kern verursacht werden (Abbildung 12).

Elektronen- Hyperfein
Zeemann Aufspaltung

Aufspaltung 1
mI = -

mg=+1/2

m,=0

=h

m=+1

hv

m=+1

r

— m=+0
mg=-1/2

s

m=-1

Abbildung 12: Aufspaltungsschema eines Nitroxids mit Elektronenspin S = 1/2 und Kernspin I = 1.

Die blauen Pfeile kennzeichnen die drei erlaubten Ubergiinge (nicht mafstiiblich).

Aus ESR-Spektren kénnen Informationen sowohl iiber die Dynamik des Nitroxids als auch

iiber die lokale Dynamik des spinmarkierten Molekiils gewonnen werden. Eine isotrope brownsche

Rotationsdiffusion wird durch die Rotationskorrelationszeit 7. charakterisiert!*00l:

[\)
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

4qrnr3
Te = y
3kpT

(21)

wobei kp die Bolzmann-Konstante, T' die Temperatur, r der hydrodynamische Radius des Mo-
lekiils und 7 die Viskositét ist. Allgemein gilt, dass die Linienform eines cw-ESR Spektrums von
der Dynamik (7.) des Spinmarkers abhingig ist (Abbildung 13): Im X-Band (9 GHz) werden
im Grenzfall schneller Dynamik (7, ~ 10 ps) ¢g- und A-Tensor ginzlich ausgemittelt, sodass der

Hamiltonian in (20) sehr stark vereinfacht wird['0:

I:[O = giso,ufBBO + aisomy (22)

wobel giso = (9o +9y+9-)/3 der isotrope g-Wert und a;so = (Apy +Ayy +A,,)/3 die isotrope Hy-
perfeinaufspaltung ist. In diesem Limit schneller Rotationsdiffusion beobachtet man drei schmale
Linien mit gleicher Intensitit, deren Resonanzlinien durch (upg;isoBo—aiso) /b, (£BGisoBo)/h und
(1BYisoBo + @iso) /h gegeben sind[1?2l.

Im Grenzfall sehr langsamer Dynamik (7. = 1 ps) erhélt man ein breites Festkorperspektrum,
da die verbleibenden Bewegungseffekte viel kleiner sind als die anisotropen Linienverbreiterun-
gen und sie damit keinen Einfluff mehr auf die Linienform haben. Die Rotationsbewegung des
Nitroxids kann also nicht mehr aufgelést werden. Driickt man die Orientierungen der axialsym-
metrischen Nixtroxide im Laborkoordinatensystem (z-Achse || By) durch die Polarwinkel © und

¢ aus, konnen die Resonanzfrequenzen mit folgende Gleichung berechnet werden!9!:

E=hv=ppg(0,0)B+ A©,¢)ms (23)
wobei
9(©,¢) = g, sin® O cos? ¢ + g, sin? Osin® ¢ + g, cos” © (24)
und
A(©,9) = \/Aw sin? © cos? ¢ + A, sin” O sin’ ¢ + A, cos? O (25)

Die Gleichungen (23) - (25) beschreiben also die Abhéngigkeit der Resonanzfrequenz von der

Orientierung des Nitroxids im Magnetfeld. Skaliert man noch die Intensitdten der Resonanzlinien
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

- 27, | 2A;; -

10 ps 4ﬂ(_H ’\/\/\/\_ﬂ_— 5ns
100 ps 4/‘[_H ’\\/\/’/\'_ 7 ns
1ns % / \/J\r_\ _— 100 ns
3ns %/\/\’_’- —/\/%—\/— 1ps

Abbildung 13: Simulierte Nitroxidspektren in Abhéngigkeit von der Rotationskorrelationszeit 7. fiir

den Fall isotroper Rotationsdiffusion.

nach ihrer statistischen Wahrscheinlichkeit, erhélt man ein Festkorperspektrum mit maximal ani-
sotroper Linienverbreiterung. Die dufiere Extremaseparation des Festkdrperspektrums entspricht
der doppelten Hyperfeinkopplung 247 und betrigt typischerweise 6,8 mT103],

Im dynamischen Bereich zwischen den Grenzfillen (1 us > 7. > 10 ps) ist die Linienform des
Spektrums von der Rotationsgeschwindigkeit des Nitroxids abhingig!'°41%!. In diesem Fall kann
die Orientierung der Nitroxide zum B-Feld nicht mehr als konstant angenommen werden und die
Polarwinkel (O, ¢) in den Gleichungen (23) — (25) werden durch die zeitabhéngigen Funktionen
O = O(t) und ¢ = @(t) ersetzt. Folglich werden auch die Matrizen fiir g- und Hyperfeinaniso-
tropie mit § = §(t) und A= A:(t) zeitabhéngig. Der entsprechende Hamiltonian erweist sich als
besonders praktisch, wenn man ihn in einen isotropen (Hy) und in einen anisotropen (Hy(t))

Teil auftrennt!9:
H = Hy+ H(t) (26)
mit

H1(t) = BT [g(t) — gisol + ST [A(t) — Asuo] I, (27)

wobei g;so und A;s, durch (22) gegeben sind. Der Beitrag von H, (t) an H ist also abhangig
von der Rotationsgeschwindigkeit des Nitroxids in Lésung, withrend Hy zeitinvariant und unab-
hiingig von Bewegungseffekten ist. Jede Anderung der Rotationskorrelationszeit 7, fiihrt daher
zu einer Verdnderung der Verteilung der Resonanzfrequenzen und somit zu einer unterschiedli-

chen Linienform des cw-ESR Spektrums. In diesem Regime kann die Rotationskorrelationszeit

28



3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

7. iiber die doppelte bewegungsgemittelte Hyperfeinkopplung in z-Richtung (2A4'77) abgeschiitzt
werden!106!,

Die Zeeman-Wechselwirkung ist im Gegensatz zur Hyperfein-Wechselwirkung proportional
zum Magnetfeld. In Hochfeld-/Hochfrequenz-ESR-Experimenten kann man diese Eigenschaft
ausnutzen, um zwei Signale mit unterschiedlichen g-Werten auf der Magnetfeldachse voneinan-
der aufzutrennen!'%7). Die g-Wert-Differenz Ag und die Magnetfeldaufspaltung A B zweier Signale

stehen in folgender Beziehung zueinander:

N (28)
Je

wobei By das statische Magnetfeld und g, der g-Wert des freien Elektrons ist?!. Ein typisches
(Tieftemperatur-) Nitroxidspekrum ist erst ab einer Mikrowellenfrequenz von vyw = 94 MHz
(Bp = 3,4 T) g-Wert aufgeldst, da sich die Hauptwerte der g-Matrix mit g, (2,0095), g,y (2,0095)

und g,. (2,0027) nur gering voneinander unterscheiden!18!.

ESR Frequenz

9,5 GHz langsamer ,,Schnappschuss

X-Band

35 GHz
Q-Band

95 GHz
W-Band

schneller ,Schnappschuss”
250 GHz

G-Band

Abbildung 14: Simulierte Nitroxidspektren mit 7 = 1,5 ns in Abhé&ngigkeit von der ESR Frequenz fiir

den Fall isotroper Rotationsdiffusion.

Durch die lineare Abhéngigkeit der Elektronen-Zeeman-Wechselwirkung vom Magnetfeld wird
ein cw-ESR-Spektrum bei hoheren Frequenzen anisotrop verbreitert. Diese Verbreiterung wird
durch die Zunahme des anisotropen Hamiltonians H; (t) in Gleichung (27) verursacht. Dadurch
wird im Hochfeld eine breitere Linie weniger stark von den dynamischen Prozessen ausgemittelt
(Abbildung 14). Die Linienform eines cw-ESR Spektrums wird also nicht nur von der Rotati-

onskorrelationszeit 7., sondern auch von dem magnetfeldabhingigen (bzw. frequenzabhéngigen)
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

Hamiltonian ﬁl bestimmt. Das Verhéltnis der beiden Parameter legt die ,Zeitskala“ fest, in der

die Dynamik des Nitroxids noch aufgelést werden kannl®9l:

|Hi(t)| 7. << 1 (,,schneller Grenz fall) (29)
Hy(t)|7e = 1 (,Taumeln®) (30)
\H\(t)| 7. >> 1 (wlangsamer Grenz fall*) (31)

Die Abhéngigkeit der Linienform von den dynamischen Prozessen ist am grofiten, wenn das
Produkt |H;(t)| 7. etwa Eins betrégt.

Spinmarkierte Biomakromolekiile weisen oftmals eine komplexe Dynamik auf, die sich aus drei
unabhingigen Bewegungen zusammensetzt: 1.) Bewegung des Linkers zwischen Makromolekiil
und Spinmarker, 2.) Bewegung der Proteindoménen durch Konformationsénderungen und 3.)

Bewegung des Makromolekiils als Ganzes!?8!.

Da sich die drei Dynamiken in der Regel stark
unterscheiden, miissen cw-ESR Spektren bei mehreren Frequenzen gemessen werden, damit die
Bedingung (30) fiir 1.), 2.) und 3.) erfiillt ist. Diese Multifrequency-ESR Methode erlaubt es, kom-

plizierte Dynamiken vollstindig zu beschreiben!!09:110,111,112,113]

Beispielsweise sind niedrigere
Frequenzen wie L- oder X-Band (3 GHz bzw. 9 GHz) zur Untersuchung langsamer Bewegungen
wie in 3.) besser geeignet, da man bei hoheren Frequenzen wie im Q- oder W-Band (34 GHz
bzw. 95 GHz) aufgrund des groReren H, (t)-Terms die Situation in (31) vorfindet. Entsprechend
umgekehrt lassen sich schnelle Bewegungen wie in 1.) bei hoheren Frequenzen genauer analysie-

ren.

b.) Mobilitdtsmessungen an Systemen mit Vorzugsrichtung: Bei vielen Systemen wie Po-
lymeren, Biomakromolekiilen oder Lipiddoppelschichten kann der Bewegungsprozess nicht mit
isotroper Brown’scher Rotationsdiffusion beschrieben werden. In diesen Féllen geht man von
einem Modell aus, bei dem das Makromolekiil eine isotrope Bewegung ausfiihrt und die Seiten-
kettendynamik des Spinmarkers durch die lokale Struktur des Makromolekiils eingeschrankt ist.
Die unmittelbare Umgebung des Spinmarkers wird dann ndherungsweise als geordnet angese-
hen, da die Seitenkette aufgrund der molekiilinternen Topologie nur bestimmte Konformationen
annehmen kann. In diesem System liegt also eine mikroskopische Ordnung und makroskopische
Unordnung (MOMD) vorl'*4115:116] - 7y Beschreibung des MOMD-Modells ist es notwendig,
mehrere Koordinatensysteme und deren Relation zueinander genau festzulegen!*7].

Das Hauptachsensystem der magnetischen Wechselwirkungen (g-Matrix und Hyperfeinmatrix
weisen nur Diagonalelemente auf) wird auch als Molekiilkoordinatensystem bezeichnet. Der g-

und Hyperfeintensor konnen dabei in guter Niherung als koaxial angesehen werden!'!8!l. Die-
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

Abbildung 15: Das dynamische Verhalten der Spinmarkerseitenkette beschreibt eine Trajektorie im
Proteinkoordinatensystem xp, yp und xp. Die mittlere zeitliche Ausrichtung der zgr-
Diffusionsachse des Spinmarkers legt dabei die Richtung des Direktors zp fest (links).
Umgekehrt fiihrt der Direktor aus Sichtweise des Molekiilkoordinatensystems eine Be-

wegung aus (rechts).

ses rechtshindige Koordinatensystem mit der Achsenbeschriftung xy, yym und zyg ist in Bezug
auf das Nitroxid so angeordnet, dass 7z entlang des p,-Orbitals des Stickstoffs und x); ent-
lang der kovalenten Bindung zwischen dem Stickstoff- und Sauerstoffatom liegt!*19:1201 Analog
zu dem Hauptachsensystem der magnetischen Wechselwirkungen gibt es ein Hauptachsensystem
des Rotationsdiffusionstensors mit der Achsenbeschriftung xg, yg und zg. Die zg-Achse wird
hier definitionsgeméft entlang der Rotationsachse mit der gréfiten Diffusionskonstanten festge-
legt, d. h. sie liegt in vielen Féllen parallel zum Linker zwischen Makromolekiil und Spinmarker.
Das Hauptachsensystem der magnetischen Tensoren und das Hauptachsensystem des Rotations-
diffusionstensors haben eine feste Orientierung zueinander. Diese beiden Hauptachsensysteme
konnen mit Hilfe der drei Eulerwinkel Qp = (ap, 8p,7vp) ineinander tiberfiihrt werden, wobei
das Hauptachsensystem des Rotationsdiffusinstensors als Basiskoordinatensystem fiir die Trans-
formation dient. Mit Hilfe eines weiteren Hauptachsensystems mit der Achsenbeschriftung xp,
yp und zp wird die Vorzugsrichtung der Seitenkette beschrieben. Im Gegensatz zu den beiden
anderen Hauptachsensystemen ist die Orientierung dieses Koorinatensystems in Bezug auf das
Makromolekiil klar festgelegt, sodass die zp-Achse (Direktor) mit dem Makromolekiil einen fes-
ten Winkel einschlieRt!™'7. Aus der Sicht des Direktors fithrt die Nitroxidseitenkette daher eine
stochastische Diffusionsbewegung aus. Die Richtung des Direktors wird dabei durch die mitt-
lere zeitliche Ausrichtung der zr-Diffusionsachse festgelegt und es gilt zp = <zp>, womit ein

Zusammenhang zwischen allen drei Hauptachsensystemen hergestellt ist (Abbildung 15).
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

Abbildung 16: Darstellung der Kugelflichenfunktionen D3(©) (links), D3(6,$) (mitte) und
D3§(©) (rechts). Rot entspricht einer hohen und dunkelblau einer niedrigeren

Aufenthaltswahrscheinlichkeit.

Die Richtung des Direktors kann als die wahrscheinlichste Seitenkettenkonformation interpre-
tiert werden, die durch die Stereometrie der ndheren Umgebung bestimmt wird. Jede Auslenkung
aus dieser Gleichgewichtslage bewirkt ein Riickstellpotential (Orientierungspotential), das darauf
hinwirkt, die Seitenkette wieder entlang der Vorzugsrichtung zu orientieren!'®3!. Das Riickstell-
potential kann als Funktion der Polarkoordinaten (0, ¢) ausgedriickt werden, die der Direktor im
Hauptachsensystem des Rotationsdiffusionstensors einnimmt!'*7!. Die Orientierungsabhéngigkeit
des Riickstellpotentials wird dabei in Kugelflichenfunktionen DL entwickelt, wobei der Beitrag
jeder Kugelflichenfunktion durch den Vorfaktor Apx quantifiziert wird. Das Riickstellpotential
U(Q) ist dann gegeben durch:

u@) =- Z A Di(©,9), (32)
LK

wobei L eine Nebenquantenzahl und K eine Magnetquantenzahl ist. In der in dieser Arbeit
verwendeten Software (Matlab Toolbox EasySpin 4.0.01'?!]) stehen insgesamt fiinf Kugelflichen-
funktionen mit den Koeffizienten Aog, Ao, Asg, Aoz und Mgy zur Verfiigung, um die Orientier-
ungsabhéngigkeit der Spinmarkerseitenkette zu modellieren. In der folgenden Tabelle ist die
funktionelle Form der D}%-Parameter zusammen mit den entsprechenden Atomorbitalen aus der

Quantenmechanik aufgefiihrt (Abbildung 16).
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3.1 Cw-ESR-Spektroskopie

D(©) 1(3cos?© — 1) d»

D3(©,¢) 3 (sin® © cos 2¢) dy2_yp2

5

D}(©) £1(35¢c0s?© — 30) cos? © + 3)] g4
D3(0, ¢) \/gsin2 O(7cos?© —1)cos2¢  gr2(z2_y2)

D}(©,¢) /2 sin? ©cosde Gty

Das Riickstellpotential U(€?) in (32) bestimmt letztenendes die Wahrscheinlichkeit P, mit
der die Spinmarkerseitenkette in dem Kugelausschnitt zwischen (© ,¢) und (© 4+ dO© , ¢ + d¢)

anzutreffen ist. Es gilt eine Boltzmannstatistik mit:

exp[=U(Q)/kT]

P®,¢) = Jo exp[-U(Q)/kT]dQ

(33)

Die Anisotropie dieser Wahrscheinlichkeitsverteilung hat einen sichtbaren Effekt auf die Lini-
enform des cw-ESR Spektrums. Zur Veranschaulichung der Auswirkungen dieser Anisotropie auf
die Linienfrom wurden zwei Spektren simuliert, deren Parameterséitze sich lediglich durch die
Koeffizienten Agg und Mgy unterscheiden (Abbildung 17). Selbst bei einer moderaten Orientier-
ungsabhangigkeit mit Ayg = 1 (links) und Agz = 1 (rechts) ist ein deutlicher Unterschied zwischen

beiden Linienformen erkennbar.

dlidB, / a. u.
diidB, / a. u.

0,332 0,336 0,340 0,344 0,332 0,336 0,340 0,344
B,/ T By/T

Abbildung 17: Simulierte Nitroxidspektren fiir den Fall axialsymmetrischer Rotationsdiffusion
7 0,5 ns 1 ns| und Vorzugsrichtung. Die Linienformen der Spektren mit Ayg = 1 (links)

und A2z = 1 (rechts) unterscheiden sich deutlich voneinander.

33



3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

In dem MOMD-Modell setzt sich das Spektrum schlieflich aus den Einzelspektren aller isotrop

im Laborkoordinatensystem verteilen Direktoren zp zusammen!''7114 (Abbildung 18).

Zp

REVTS TSN
% fﬁ%% %%ﬁ

Abbildung 18: Schematische Darstellung eines Systems mit mikroskopischer Ordnung und makroskopi-
scher Unordnung (MOMD). Die Richtungen der Direktoren zp sind durch die schwarzen

Pfeile gekennzeichnet.

3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

Im Allgemeinen sind cw-ESR-Spektren nicht so gut aufgelst, als dass man alle Wechselwirkungen
des Spin-Hamiltonians daraus ermitteln konnte. Selbst bei Spektren, die von einer Wechselwir-
kung dominiert werden, kann die Uberlagerung von Signalen bei der Datenanalyse grofe Schwie-
rigkeiten bereiten. Die Separation des Spin-Hamiltonians mit Hilfe der Puls-ESR-Spektroskopie
erlaubt es, Wechselwirkungen zu messen, die in vielen Fillen mit cw-ESR Experimenten unzu-
génglich sind[!22:103,123]

Aus der Dipol-Dipol-Kopplung lésst sich der Abstand zwischen zwei Spins bestimmen. Al-
lerdings wird bei zwei Nitroxidspinmarker Sp und Sp mit einem Abstand gréfer als 2 nm die
Dipol-Dipol Kopplung vollsténdig durch die inhomogene Linienverbreiterung (g-Anisotropie und
unaufgeloste Hyperfeinwechselwirkungen) iiberlagert. Daher mufs die Kopplung zwischen den

beiden Elektronenspins Hpp mit

Hpp = DS + 5455 (34)

von den anderen Kopplungen mit Hilfe von gepulsten Doppelresonanz-Methoden separiert werd-
enl124:125:126] heispielsweise mit der 4-Puls-DEER-Sequenz. Hierbei ist D der Dipol-Dipol-Tensor

und J die Austauschkopplung. In dem folgenden Abschnitt wird zur Vereinfachung angenommen,
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3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

dass sich zum einen die Austauschkopplung fiir Abstédnde grofer als 1 nm isotrop verhélt und zum
anderen die Quantisierungsachsen der beiden Elektronenspins parallel zum &ufseren Magnetfeld
in z-Richtung liegen (Hochfeldniherung). Der Hamiltonian in Gleichung (34) vereinfacht sich

dann zu

Hpp = [waa(1 — cos® ©) + J] 5‘,4725’372, (35)

wobei wgy die dipolare Kopplungsfrequenz ist. Ferner wird angenommen, dass der pseudosekulére

Teil von (35) fiir Abstéinde groker als 1,5 nm vernachlifigt werden kann!06l,

a.) 4-Puls-DEER: Totzeitfreie Messung der Dipol-Dipol-Wechselwirkung: Das DEER Expe-

s
2

riment beginnt mit der Einstrahlung eines selektiven (% ),-Pulses, der ausschliefslich A-Spins in
die —y-Richtung des rotierenden Koordinatensystems klappt. In der anschliefenden Evolutions-
zeit 71 prazedieren die einzelnen Spinpakete mi; mit verschiedenen Resonanzoffsets AQ); um die
z-Achse, was gemif ¢; = A;71 zu einer Dephasierung der Spinpakete in der xy-Ebene fiihrt.
Die unterschiedlichen Resonanzoffsets konnen dabei durch die Inhomogenitét des Magnetfelds
oder durch eine anisotrope Wechselwirkung bedingt sein. Beispielsweise bewirkt die Elektron-
Elektron-Kopplung we. mit einem B-Spin je nach Spinzustand eine Addition, oder eine Subtrak-
tion von i%wee[lm. Zum Zeitpunkt 71 nach dem (% ),-Pulses wird ein (7),-Puls eingestrahlt, der
die Spinpakete der A-Spins um 180° an der x-Achse dreht und eine Refokussierung entlang der
+y-Achse einleitet. Nach einer weiteren Evolutionszeit 71 sind alle Spinpakete wieder in Phase
und man beobachtet ein Hahn-Echo. Durch Einstrahlen eines zweiten (7),-Pulses beobachtet
man schlieflich zum Zeitpunkt 2(m; +72) ein refokussiertes Echo, dessen Intensitét im Vergleich
zum Hahn-Echo aufgrund transversaler Relaxation abgenommen hat.

Um letztendlich den Beitrag der Elektron-Elektron-Wechselwirkung zu separieren, muss ein
weiterer m-Puls (PELDOR-Puls) eingestrahlt werden, der im Idealfall ausschlieflich die B-Spins
invertiert. Die Inversion der B-Spins bewirkt ein Vorzeichenwechsel der Elektron-Elektron-Kop-
plung von +%wee zZu f%wee und vice versa. Dieser Vorzeichenwechsel hat zur Folge, dass die
A-Spins zum Zeitpunkt 2(7; + 7o) nicht mehr entlang der +y-Achse refokussiert werden. Die
»gesammelte Phase ¢, ist dabei von der Kopplungsfrequenz we. und dem Zeitpunkt ¢, an dem
der PELDOR-Puls eingestrahlt wird abhéngig. Dem Vektordiagramm in Abbildung 19 kann man

entnehmen, dass zum Zeitpunkt des refokussierten Echos ¢.. durch:
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A B C D E F G H
N P Pl N
t=0 /N N\ /
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N P 2 \
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Abbildung 19: 4-Puls DEER Vektordiagramme der +%wee Spinpakete fiir die beiden Félle t = 0 und t

= 7. Fiir die Darstellung wurde ein mit w4 rotierendes Koordinatensystem, und 71 = 72

angenommen (Details siehe Text).

gegeben ist!'28] wobei mit den Vorzeichen in :t%wee das Dublett der Elektron-Elektron Aufspal-

tung beriicksichtigt wird. Aus dem Vektordiagramm geht auch hevor, dass sich die Echointensitét

mit dem Kosinus von ¢.. dndert. Daraus ergibt sich unter Beriicksichtigung von Gleichung (36),

dass die Echointensitdt I in Abhéngigkeit von ¢ mit we, oszilliert. Man findet:

1(t) = I cos(wee (T — 1)),

(37)

wobei Iy(t) die Echointensitit in Abwesenheit von Elektron-Elektron-Kopplungen ist. Die abstands-

und orientierungsabhéngige Elektron-Elektron-Kopplung ist durch

Wee = wya(3cos’ O — 1) +J
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3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

mit

2
Wad = %% (39)
gegeben, wobei g4 und gp die g-Werte der beiden Elektronen sind, up ist das Bohr’sche Magne-
ton, r ist der Abstand zwischen den Elektronenspins und © ist der Winkel zwischen dem Ab-
standsvektor 77 und dem statischen Magnetfeld B"O[129]. Mittels einer Kosinus-Fourier-Transforma-

tion von I(t) erhélt man ein Pake Pattern, aus dem sich geméfs Abbildung 20 wgq und J bestimmen

lassen![130-128]
0 0° 35° 57,7° 90°
T T T 1
1,0 { —
-
Wee = U - wddl
0,8 4
§ 2T/ Wee
§ 0,6 <«
0,41 I 1)+ 204l ;\_
0 1 -", 3 T T T 1
t/ps 200 w0 w

Abbildung 20: Simuliertes DEER-Spektrum mit einer Oszillationsfrequenz 27 /wee (links). Simulier-
tes Pake Pattern fiir eine makroskopisch isotrope Orientierung des Abstandsvektors 7

(rechts).

Im Allgemeinen setzt sich das Signal V(t) eines Doppel-Elektronen-Elektronen-Resonanz (DE-
ER) Experiments aus einem exponentiell abfallenden intermolekularen Teil B(t) (Hintergrund-
faktor) und einem periodisch oszillierenden intramolekularen Teil F(t) (Formfaktor) zusam-

men!!31,132].

V(t) = F(t)B(t) (40)

Wie oben gezeigt, resultiert die Modulation von F(t) aus der Anderung der Signalintensitit
einer Spinspezies A (Observerspins) in Abhéngigkeit von dem Zustand einer dipolar gekoppelten
Spinspezies B (Pumpspins). V(t) stellt dabei eine messbare Grofe dar, die mit Hilfe eines 4-Puls
DEER-Experimentes zugénglich gemacht wird[128:133,134]

Gleichung (37) beschreibt den Verlauf einer DEER-Kurve unter der Annahme, dass ein iso-

liertes Spinpaar vorliegt und alle B-Spins von dem ELDOR-Puls invertiert werden. In der Praxis
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3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

treffen die beiden Idealisierungen nicht zu und man findet stattdessen ein DEER-Signal mit

/2
V() = exp(—kCFp|T—t|) |} . /0 A1 — cos(wee|T — t]) sin ©dO) |, (41)

B(?)

F(t)

wobei k eine Konstante, C' die Spinkonzentration, A die Modulationstiefe und F'g die Fraktion
der B-Spins ist, die von dem ELDOR-Puls invertiert wurdel'3>8!, Fiir gewohnlich muss V(%) bei
der Auswertung in den Formfaktor F(¢) und den Hintergrundfaktor B(t) separiert werden!!36l,

Mit einem 4-Puls-DEER Experiment sind Abstandsmessungen zwischen 1,5 nm zirka 10 nm
moglich'37:138] | Die untere Detektionsgrenze bei 1,5 nm wird von der Anregungsbandbreite der
Pulse festgelegt, da bei einer grofsen Aufspaltung we. das Dublett :I:%wee nicht mehr gleichzeitig
angeregt werden kann!'39l. Die obere Detektionsgrenze wird durch den Zerfall des Echosignals

mit der Zeitkonstanten To bestimmt.

b.) DEER-Datenanalyse mit Tikhonov-Regularisierung: Aus dem letzten Abschnitt ging her-
vor, dass die Orientierungsabhéngigkeit der Kopplungsfrequenz w.. mit einem Pake Pattern
beschrieben werden kann. Liegt eine Abstandsverteilung P(t) vor, erhiilt man eine Uberlagerung
vieler Pake Pattern, deren Linienform dem jeweiligen Abstand r entspricht. Die Abstandsver-
teilung P(t) ldsst sich dann iiber eine Funktion Fypeor bestimmen, die an den experimentellen

Formfaktor F.., angefittet wird. Es gilt[106,136];

1
Fiheor(t) = P(r)K(t,r) = P(T)/O cos [(3332 — Dweet]dz, (42)

Die Berechnung von P(t) aus Feor erweist sich jedoch als schwierig, da bereits kleinste Sto-
rungen des Formfaktors, wie z. B. durch Rauschen, eine grofe Anderung der Abstandsverteilung
zur Folge haben. Das Problem liegt darin begriindet, dass in der Zeitdoméne der Beitrag eines
Abstands r durch die zwei Beitrdge r + Ar und r — Ar kompensiert werden kann. Dem kann
abgeholfen werden, indem man einen Kompromiss zwischen der Gleichmaéssigkeit (,,Gliatte”) der
Abstandsverteilung 7 und der Qualitét des Formfaktor-Fits p eingeht. Die beiden Parameter sind

wie folgt definiert!!36!:

2
und p= HFtheor_Fe:L’pH27 (43)

wobei 7 die zweite Ableitung der Abstandsverteilung zum Quadrat und p die mittlere qua-
dratische Abweichung zwischen dem thoretischen und dem experimentellen Formfakor ist. Der

optimale Kompromiss zwischen p und n kann durch Minimieren der Zielfunktion G, (P), mit
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3.2 Puls-ESR-Spektroskopie

Ga(P)=p+an (44)

gefunden werden, wobei « ein Regularisierungsparameter ist!'%!. Die Linienform der Abstands-
verteilung ist dabei sehr stark von der Wahl des a-Parameters abhingig: Fiir sehr kleine a-
Parameter wird auch 7 in Gleichung (44) klein und man erhilt eine ungeglittete Abstands-
verteilung mit Rauschartefakten (undersmoothing), wihrend man fiir groe a-Parameter eine

iiberglittete Abstandsverteilung erhilt (oversmoothing)'36l.

Der optimale a-Parameter kann
gefunden werden, indem man gemif dem L-Kurven-Kriterium!'4% log 7(a) gegen log p(a) auf-
tragt und den a-Wert des Eckpunkts ermittlelt (Abbildung 21). Dieses Verfahren wird auch als

Tikhonov-Regularisierung bezeichnet[141,140,142,143]

-16- -

=01
18 ] /‘\0;100000
-20 ]
o = 1000
-224 u

Oloptimal = 1000 ]
[ ]

P(r)

log ()

241 " o = 10000 a=0,1
| |

350 345 -340 -335 -3,30 1 2 3 4 5 6 7 8
log (p) r [nm]

Abbildung 21: Optimierung des Regularisierungsparameters a mit einer Tikhonov-Regularisierung.
Der optimale Regularisierungsparameter entspricht dem Eckpunkt zwischen unders-
moothing (kleine «) und oversmoothing (groke «) (links). Abstandsverteilungen fiir

a = 0,1, a = 1000 und a = 10000 (rechts)44!,
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4 Experimentelle Details

4.1 Synthese nitroxidmarkierter GIcNAc-Derivate

Die Synthesen wurden von M.Sc. B. Nigele und M.Sc. T. Seitz durchgefiihrt.

Synthese des azidsubstituierten Glycosylcarbonat 8: Ausgehend von N-Acetylglucosamin (4)
wurde die priméare Hydroxylgruppe selektiv tosyliert und anschlieffend mit Essigsdureanhydrid
peracetyliert (5). Nach Zugabe von Natriumazid wurde die Tosylgruppe durch ein Azid aus-
getauscht (6) und im folgenden Schritt mittels Ethylendiamin das anomere Zentrum selektiv
entschiitzt (7). Die Umsetzung von 7 mit Chlorameisensiure-4-nitrophenylester ergab schliefflich

das Glycosylcarbonat 8 (Abbildung 22).

OH 1. TsCl, pyr, 0 °C OTs N3
HO ] 2. Acy0, pyr AcO o] NaN3, DMF, 80 °C AcO 0
HO oH ————— Aco OAc ——————— AcO OAc
NHAc 62 % (2 steps) NHAc 91 % NHAc
4 5 6

Cl

\H/O

N3 \©\ AcO

HoN 0 éﬁ
2! \/\NHz A(AO/&M NO, AcO -
_—

N3
0
cO OH CHNO o
70 % NHAC NEts, DCM, 0 °C g \©\
7 80 % o NO

8

2

Abbildung 22: Synthese des Glycosylcarbonat 8.

Synthese des einfach spinmarkierten Liganden 3;: Bei der Synthese des einfach spinmarkier-
ten Liganden 3; wurde im ersten Schritt das Glycosylcarbonat 8 mit Propylamin zum Gly-
cosylcarbamat 21 umgesetzt. Anschliefend wurde die Verbindung 21 mit Natriummethanolat
deacetyliert, das Azid mit Hy/Pd-C zum Amin reduziert und das Reaktionsprodukt mit dem
Aktivester 16 zu dem einfach spinmarkierten Liganden 3; umgesetzt (Abbildung 23).

1. NaOMe, MeOH

N3
ACO o HoNT > Nf) 2. Hy/Pd-C =
AcO EtNi-Pr, DOM 95 3.16, MeOH o
AcHN =, RNl H - NH
g 63 % O_N__~_ 41% Ho o
o hig HO
8 NO 21 0 AcHNL

2

Abbildung 23: Synthese der einfach spinmarkierten Liganden 3;.
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4.1 Synthese nitroxidmarkierter GlcNAc-Derivate

Synthese der einfach spinmarkierten Liganden 1; und 2;: Fiir die Darstellung der einfach
spinmarkierten Liganden 17 und 21 wurde zunéchst das Glycosylcarbonat 981 mit den mono Boc-
geschiitzten Diaminen 10 und 11 verkniipft, wobei die Carbamate 12 und 13 gebildet wurden.
Die Boc-Schutzgruppe wurde durch Zugabe von Trifluoressigsédure entfernt und das entschiitzte
Amin an das Glycosylcarbonat 8 gekoppelt (14 und 15). Anschlieflend wurden die Produkte 14
und 15 unter Verwendung von Natriummethanolat deacetyliert und das Azid mittels Hy /Pd zum
Amin reduziert. Im letzten Schritt wurde das Nitroxid iiber den Aktivester 16/'*! mit dem Amin

vergekniipft und die einfach spinmarkierten GlcNAc-Derivate 11 und 2 erhalten (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Synthese der einfach spinmarkierten Liganden 1; und 2;.
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4.1 Synthese nitroxidmarkierter GlcNAc-Derivate

Synthese der zweifach spinmarkierten Liganden 1, und 2;: Fiir die Darstellung der zweifach
spinmarkierten Liganden 15 und 25 wurde das Glycosylcarbonat 8 mit den Diaminen 17 und 18
verkniipft und anschliefsend die Reaktionsprodukte 19 und 20 mit Natriumazid de-O-acetyliert.
Im néchsten Schritt wurde das Azid zum Amin reduziert und das Produkt mit dem Aktivester

16 zu 13 und 2, umgesetzt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Synthese der zweifach spinmarkierten Liganden 12 und 22.
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4.1 Synthese nitroxidmarkierter GlcNAc-Derivate

Synthese der linkermarkierten Liganden 23 und 24: Ausgehend von dem Glycosylcarbonat
9 wurden nach Zugabe der mono Boc-geschiitzten Diamine 10 und 11 die Carbamate 21 und
22 erhalten. Anschliefend wurde durch eine Sdurehydrolyse mit Trifluoressigsdure das Amin
entschiitzt und das Nitroxidderivat iiber eine Reaktion mit 16 an den Linker gekniipft. Man

erhilt direkt die linkermarkierten Liganden 23 und 24 (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Synthese der linkermarkierten Liganden 23 und 24.
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4.2 EPR Messungen

4.2 EPR Messungen

a.) Probenpréparation: Zur Herstellung der ESR-Proben in Kapitel 5 wurden zunéchst 100 uM
Stammléungen der Liganden 17, 12, 21, 22 und 37 hergestellt. Dazu wurde eine auf hundertstel
Milligramm genau abgewogene Menge Ligand in ein Eppendorfgefaft iiberfithrt und mit einem
berechneten Volumen Reinstwasser (Milli-Q) aufgefiillt. In der folgenden Tabelle sind die molaren

Massen der Liganden aufgefiihrt:

Ligand molare Masse [ -]
1 878,41
12 1043,52
2 762,76
2, 927.97
3, 471,52
23 517,55
24 633,71

Tabelle 1: Molare Massen der Liganden 11, 12, 21, 22, 31, 23 und 24.

Zur Herstellung der Proben mit den Ligand /Protein-Mischungsverhéltnissen 7 : 1,4 :1,1: 1
und 1 : 8, wurde eine auf hundertstel Milligramm genau abgewogene Menge an WGA (M(WGA)
= 36000 £+, lyophillisiert, Sigma Aldrich) in 50 ul Reinstwasser gelost und mit 50 ul Liganden-
Stammlosung (100 uM) versetzt. Die Ligandenkonzentration der ESR-Proben betrug damit
50 uM. Fiir die Tieftemperaturmessungen wurden zusétzlich 30 Vol-% Glycerin (> 99,5%, p. a.,
Roth) zugegeben und eine Endkonzentration des Liganden von 33 uM erreicht.

In Kapitel 6 wurde zur Priaparation der Proben 23 und 24 mit dem Ligand/Protein-Misch-
ungsverhiltnis von 1 : 8 zunéchst eine 100 uM Stammlsung hergestellt. Anschliefsend wurde eine
auf hundertstel Milligramm genau abgewogene Menge an WGA in 50 pl Reinstwasser gelost und
mit 50 pl Liganden-Stammldsung versetzt. Die Ligandenkonzentration der ESR-Proben betrug
damit 50 uM.

Zur Herstellung der Proben mit den Ligand/WGA-Verhéltnissen 1:1,2:1,4:1,6:1,8: 1,
12 : 1, und 16 : 1 wurde zunédchst eine 50 uM WGA-Stammldsung angesetzt, indem 0,875 mg
WGA in 500 pl Reinstwasser gelost wurde. Zusétzlich wurden zwei 100 uM Stammldsungen der
Liganden 1; und 2; hergestellt. Um die Ligand/WGA-Mischungsverhéltnisse moglichst genau

einzustellen, wurden aus derselben Liganden-Stammldsung Aliquote in ein Eppendorfgefaf pipet-
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4.2 EPR Messungen

tiert, iiber Nacht lyophillisiert und die Riicksténde in 50 uM WGA Stammlsung aufgenommen.

In der folgenden Tabelle sind die Aliquote fiir die jeweiligen Mischungsverhéltnisse aufgefiihrt:

Ligand : WGA 1:1 2:1 4:1 6:1 8:1 12:1 16:1
Stammlosung 17 [u]] 25 / 100 150 200 300 400
Stammlosung 27 [pl] 25 50 100 150 200 300 /

Tabelle 2: Aliquote einer 100 pM Liganden-Stammlésung, um Proben mit unterschiedlichem

Ligand/WGA-Verhéltnis herzustellen.

Alle Messproben (V = 50 pl) wurden anschliefend mit 20 ul Glycerin (= 28 % vol/vol) versetzt,
mit einem Vortexer homogenisiert und in die Probenréhrchen {iberfiihrt.

Die Tieftemperaturmessungen bei 120 K erfolgten mit 3 mm Probenrdhrchen (Bruker ER221
Tub,/2), die vor dem Einbau in das Spektrometer mit fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden,
um die sich im Gleichgewicht befindlichen Konformationen zu konservieren. Fiir die Messungen
bei Raumtemperatur wurden entweder 1 mm (X-Band Messungen) oder 0,5 mm (Q-Band Mes-

sungen) Kapillaren verwendet.

b.) Versuchsdurchfiihrung: Die cw-ESR-Messungen im X-Band wurden entweder an einem
MiniScope Spektrometer (MS200, Magnettech GmbH) mit Temperaturregulierung (Temperatur
Controller TC-H02, Magnettech GmbH) oder an einem ELEXSYS E580 Spektrometer (Bruker
BioSpin), mit ELEXSYS Super High Sensivity Resonator (Bruker BioSpin), Heliumstromkiih-
lung (ESR 900, Oxford Instruments) und Temperaturregelung (ITC5035, Oxford Instruments)
durchgefiihrt. Fiir die cw-ESR Messungen im Q-Band wurde ein ELEXSYS E580 Spektrome-
ter mit Heliumkryostaten (CF935, Oxford Instruments) und Q-Band-Resonator (EN 5107 D2,
Bruker BioSpin) verwendet. Vor jeder Messung die optimale Modulationsamplitude und Mikro-
wellenleistung bestimmt, um eine unverfélschte Linienform des Spektrums zu gewéhrleisten.
Die DEER-Experimente im X-Band wurden an einem ELEXYSYS E580 Spektrometer mit MS-
3 Split-Ring Resonator (ER 4118X-MS3, Bruker BioSpin) und Heliumkryostaten (CF935, Oxford
Instruments) bei 40 K durchgefiihrt. Die Trégerfrequenz vpy,mp des Pumppulses (Pulslénge 12 ns)
und das Magnetfeld wurden so abgestimmt, dass die Pumpfrequenz mit der Resonatorfrequenz
iibereinstimmte und die maximale Absorptionsbande des Nitroxidspektrums von dem Pumppuls
angeregt wurde. Fiir die Observerfrequenz v,;,s wurde ein Wert eingestellt, der 70 MHz iiberhalb

der Pumpfrequenz lag. Die Pulslingen 16 ns und 32 ns entsprachen einem Flipwinkel von /2
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bzw. 7 und der erste Observerpuls durchlief einen (+x)—(—2) Phasenzyklus. Das Pulsprogramm
ist durch: (7/2)obs - 71 - (M)obs = t = (T)pump - (71 + T2—1t) - Tobs - T2 - Echo gegeben. Zur Unter-
driickung von Kermodulationen wurde die 71-Zeit ab 7, = 200 ns zehnmal um 8 ns inkrementiert
und die resultierenden DEER-Kurven aufaddiert. Die Akkumulationszeit einer DEER-Messung
betrug tiiblicherweise 10 h.

c.) Datenauswertung: In Kapitel 5 wurden die Rotationskorrelationszeiten aus den Linienfor-
men der cw-ESR-Messungen bei Raumtemperatur abgeschétzt. Dazu wurde die ,,Peak-zu-Peak “
Linienbreite und das relative Verhéltnis der Signalintensitdten geméf der Kivelson-Gleichung

mit:

o= 6,6-1020 1w | (o) (Lo}t g (45)
h_y hit

ausgewertet, wobei Wy die ,,Peak-zu-Peak “-Linienbreite des Mittelfeldpeaks und h_;, hy und h
die Intensitét des Tief-, Mittel-, und Hochfeldpeaks ist!*46].

Um die dipolare Verbreiterung der Tieftemperatur-cw-ESR-Messungen abzuschitzen, wurde
die Differenz der zweiten Momente (AAB?) eines verbreiterten (AB3) und eines unverbreiter-
ten Spektrums (AB?) berechnet. Dazu wurden die cw-ESR-Spektren eines zweifach markierten
Liganden Sy  und eines einfach markierten Liganden S; aufgenommen und <AABQ> mit der

folgenden Gleichung bestimmt[47!:

(AMB) = (ABR) -~ (AB}) (46)
[(B = Bp2)? So(B)dB [ (B — Bp1)? S1(B) dB
[ S2(B) dB a [S.(B) dB ’

wobei So und S; die Absorptionsspektren von S und S; sind. Bps und By; sind die ersten
Momente und B ist der Magnetfeldwert.

Die Ermittlung der Abstandsverteilungen aus den dipolaren Entwicklungen und die Validie-
rung der Abstandsverteilungen erfolgte mit dem Softwarepaket DEER Analysis20091148:1491 - Zur
Identifizierung der Artefakte in der DEER-Abstandsverteilung von 15 bei einem Ligand/WGA-
Verhiiltnis von 1 : 8 und den Abstandsverteilungen von 1z bzw. 25 in Abwesenheit von WGA,
wurden die Daten mit der Suppress-Funktion in DEER Analysis2009 eingehend untersucht. Wann
immer moglich, wurde die Auswertung der DEER-Spektren mit einer experimentell bestimmten
Hintergrundfunktion B(t) durchgefiihrt. Die Abstandsverteilungen wurden mit Hilfe der modell-

freien Tikhonov-Regularisierung erhalten!!4!.
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In Kapitel 6 erfolgte die Anpassung der simulierten Spektren an das experimentelle cw-ESR
Spektrum durch einen nichtlinearen Algorithmus, basierend auf der Methode der kleinsten Feh-
lerquadrate. Uber Linienformanalysen mit der Matlab Toolbox EasySpin 4.0.0['2! konnten die
Hyperfeinwechselwirkung (A), Linienbreite (Iw), Rotationskorrelationszeit (7) und die Orientie-
rungsparameter (\) ermittelt werden, die g-Werte wurden aus der Literatur itbernommen!!50l,

Die Zwei-Frequenz-Simulationen der X- und Q-Band cw-ESR-Spektren erfolgten mit einem
von Martin Spitzbarth geschriebenen MATLAB-Skript, das die Parameter entweder simultan
oder fiir jedes Spektrum separat anpassen konnte. Fiir die Fehlergewichtung der X- und Q-Band
Spektren wurde ein Verhéltnis von 1 : 1 gewéhlt, da die spektralen Breiten der Spektren kaum

einen Unterschied aufwiesen.
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5 Mechanistische Untersuchung multivalenter

Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

5.1 Aufgabenstellung

In der kiirzlich erschienenen Arbeit von Schwefel et al.l3! gelang es, iiberbriickendes Binden mul-
tivalenter GlcNAc-Derivate an WGA-Dimer rontgenkristallographisch zu charakterisieren. Die
Kristallstrukturanalyse ergab, dass bis zu vier Molekiile des divalenten Liganden 1 (Abbildung 33)
an die benachbarten GlcNAc-Bindungsstellen B1C2 — C2B1, B2C1 — C1B2, A1 — D2A1 und
A2 — D1A2 gleichzeitig binden kénnen. Weitere Untersuchungen der Kohlenhydrat-Protein-We-
chselwirkungen mit enzymgekoppelten Lektinbindungstests lieferten fiir den divalenten Liganden
1 eine sehr hohe Bindungsaffinitit (IC5o = 57 pM), wihrend der divalente Ligand 2 mit dem
kiirzeren Linker zwischen den GlcNAc-Resten (IC59 = 734 uM) und der monovalente Ligand 3

(IC50 = 8mM) weitaus geringere Bindungsaffinitéiten aufwiesen.

Ser 2 Tyr73

Abbildung 27: Kristallstruktur des Komplexes 1 und WGA (PDB-Code: 2X52)1®). Der Ligand 1 ist in
einer Kugel-Stab-Schreibweise dargestellt, wobei Kohlenstoffatome weif, Stickstoffato-
me blau und Sauerstoffatome rot markiert sind. Die interagierenden Aminosiurereste
der beiden WGA-Untereinheiten sind griin bzw. tiirkis gefarbt. Aufgrund ihrer expo-
nierten Lage eignen sich besonders die C6-Positionen der GlcNAc-Reste zur Anbringung

der Spinmarker. Die C6-Positionen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Die unterschiedlichen IC5p-Werte machten deutlich, dass neben der chemischen und sterischen
Beschaffenheit der Bindungspartner sowohl die Geometrie des Linker als auch die Valenz der

Liganden einen groffen Einflufs auf die Bindungsaffinitdt ausiibt. Zur Erkldrung der erhohten
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5.1 Aufgabenstellung

Bindungsaffinitit des divalenten Liganden 1 wurde das chelatisierende Binden an benachbarten
Bindungsstellen vorgeschlagen. Dieser Mechanismus ist auch als Chelateffekt bekannt!7.

Es ist inzwischen unbestritten, dass die Kristallstruktur eines Biomakromolekiils nicht zwangs-
liufig der Struktur in Losung entspricht!'®1%] und auch der Bindungsmechanismus einer Kohlen-
hydrat-Protein-Komplexierung kann sich bei nicht-physiologischen Bedingungen, wie z. B. in
einer dichten Kristallpackung, verdndern. Aus diesem Grund sind Methoden, die eine Untersu-

chung biologischer Systeme in Losung ermdoglichen von grofer Bedeutung.
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Abbildung 28: Strukturformeln der mono- und divalenten GlcNAc-Derivate ohne (1, 2, 3), mit einfa-

cher (11, 21, 31) und mit zweifacher (12, 22) Spinmarkierung.

Im folgenden Abschnitt wird zum ersten Mal gezeigt, dass ESR-Spektroskopie an spinmarkier-
ten Liganden bestens geeignet ist, um sowohl Ligand-Protein-Interaktionen, als auch Bindungs-
mechanismen in gefrorener Losung zu untersuchen. Tieftemperatur-cw-ESR und Zweifrequenz-
Puls-ESR-Experimente ergédnzen sich ideal, da sich mit diesen Methoden Abstandsmessungen
zwischen Spinmarkern in einem kiirzeren (0,8 nm - 2,0 nm) und in einem langeren Messbereich
(1,5 nm - 10 nm) durchfiihren lassen!*37-138:133] Eine Kombination beider Methoden lisst sich bei
einer geeigneten Markierungsstrategie dafiir nutzen, um Informationen {iber die Konformation

oder den Bindungsmodus der Liganden zu erlangen. Zusétzlich kann mit Hilfe von cw-ESR-
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5.2 ESR-Experimente

Messungen bei Raumtemperatur die rotatorische Beweglichkeit der Spinmarkierung bestimmt
und eine Aussage beziiglich des Bindungszustands der Liganden getroffen werden.

Zur Durchfiihrung einer unverfilschten und aussagekréftigen ESR-Studie muss gewéhrleistet
sein, dass durch das Anbringen der Spinmarker sowohl die Beweglichkeit des Liganden, als auch
die Interaktion zwischen Ligand und Protein so wenig wie mdoglich beeintrachtigt wird. Gemafs der
Kristallstruktur des Komplexes WGA und 1 (PDB-Code: 2X52)!8! eignet sich besonders die C6-
Position der GlcNAc-Reste zur Anbringung der Spinmarker, da sie sich nicht an der Bindung zum
Protein beteiligt (Abbildung 27). Als verkniipfende Einheit zwischen dem C6-Atom des GlcNAc-
Rests und der Nitroxid-Spinsonde wurde eine Amidbindung gewéhlt, da sie aufgrund mesomerer
Grenzstrukturen eine hohe Stabilitdt aufweist. In Abbildung 28 sind die Strukturformeln der

einfach (11, 21, 31) und zweifach (12, 22) spinmarkierten Analoga von 1, 2 und 3 aufgefiihrt.

5.2 ESR-Experimente

Die Mobilitdtsmessung an einfach spinmarkierten Liganden 1; ohne Zusatz von WGA ergab ein
fiir schnell rotierende Nitroxide typisches Dreilinienspektrum, dessen Tief-, Mittel-, und Hoch-
feldpeaks anndhernd gleiche Intensitéten und schmale Linienbreiten aufweisen (Abbildung 29 A,
unten). Eine solche Linienform ist charakteristisch fiir kleine Molekiile, die sich geméf isotroper
brownscher Molekularbewegung ungehindert in Losung bewegen und deren rotatorische Diffusion
nicht durch Wechselwirkungen mit einem Biomakromolekiil verlangsamt wird.

Neben der vollstdndigen Beschreibung eines cw-ESR-Spektrums mit Hilfe von spektraler Simu-
lation besteht zusétzlich die Moglichkeit, die Rotationsgeschwindigkeit der Nitroxide iiber eine
Auswertung der ,, Peak-zu-Peak“-Linienbreite und dem relativen Verhéltnis der Signalintensitéten
quantitativ abzuschétzen (Kivelson-Gleichung (45)). Diese Methode ist fiir cw-ESR-Spektren mit
aquidistanten Abstédnden zwischen den drei Nulldurchgingen (schnelles Regime) gut geeignet, um
eine Verdnderungen der Ligandenmobilitdt infolge einer Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkung
zu analysieren. Aus diesem Grund wurde sie zur Auswertung der Rotationskorrelationszeiten aller
Mobilitdtsmessungen in diesem Kapitel verwendet. Die Auswertung der Mobilitdtsmessung von
1, in Abwesenheit von WGA nach (45) ergab mit 7. = 120 ps einen Wert, den man fiir ein Mole-
kiil dieser Grofse erwartet hitte: Nimmt man fiir den Radius r dieses Molekiils = 0,9 nm (siehe
DEER-Abstandsmessung in Abbildung 30 B, unten) und fiir die Viskositét n bei T = 293,15 K

einen Wert von 1 = 0,001 Pa-s an, erhiilt man gemiR der Gleichung!'%°!:

4y,
Te = )
3kpT

(47)

eine Rotationskorrelationszeit 7., die weniger als eine Gréfenordnung von 7.= 120 ps abweicht.
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5.2 ESR-Experimente

Das hintergrundkorrigierte und normierte DEER-Spektrum von 1 ohne Protein weist mit

A= 0,4 eine fiir diese Messbedingungen annéhernd optimale Modulationstiefe auf (Abbildung

30 A, unten). Durch die hohe Modulationstiefe konnte die Aufnahme der dipolaren Entwicklung

mit hohen Sensitivitét erfolgen. Die Auswertung des DEER-Experiments mit einer Tikhonov-

Regularisierung lieferte eine breite Abstandsverteilung mit einem Maximum bei 1,8 nm (Abbil-

dung 30 B, unten). Grofere Abstinde mit r > 3 nm weisen sehr geringe Intensitaten auf. Diese

Absténde konnten mittels einer Validierung der Abstandsverteilung mit DEERAnalysis2009 als
Artefakte identifiziert werden (Abbildung A67).

di/dB, / a.u.

A . B

J | i

di/dB, / a.u.

JFH 5

0,330

0,335 0,340 0,345 " 0330 0335 0,340
Bg/T BgIT

Abbildung 29: A: Cw-ESR-Spektren von 11 bei T = 295 K. Unten: Spektrum in Abwesenheit von

WGA mit einer Rotationskorrelationszeit von 120 ps. Mitte: Spektrum bei einem
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 mit einer deutlich verlangsamten Rotationskorre-
lationszeit von 1,8 ns. Die verringerte rotatorische Diffusion spricht fiir eine quantitati-
ve Proteinbindung des Liganden. Oben: Spektrum bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis
von 1 : 4. Die breiten Linien des gebundenen Liganden werden von dem Signal der
ungebundenen Liganden iiberlagert. Fiir dieses Spektrum wurde eine effektive Rotati-
onskorrelationszeit von 160 ps ermittelt.

B: Vergleich der cw-ESR-Spektren (T = 120 K) eines einfach (11, rot) und zwei-
fach (12, schwarz) markierten Liganden in Abwesenheit von WGA (unten), bei einem
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (Mitte) und bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von
1 : 4 (oben). Das Spektrum des doppelt markierten Liganden 12 ohne Protein weist
eine signifikante dipolare Verbreiterung auf, die auf Spinmarkerabsténde unterhalb von

1,5 nm schlieffen l&sst.
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Die grofse Halbwertsbreite der Kurve spiegelt sowohl die hohe Flexibilitdat des Polyethylenglycol-
Linkers zwischen den GlcNAc-Derivaten als auch die Flexibilitdt der verkniipfenden Einheit zwi-
schen den GlcNAc-Resten und der Nitroxidspinsonde wider, da sie zu vielen Konformationen mit
unterschiedlichen Abstédnden zwischen den Spinmarkern fiihrt. Die vielen Rotations- und Schwin-
gungsfreiheitsgrade von 1o in Lésung haben also eine breite Verteilung der Absténde zur Folge.
Weiterhin ist der Kurve zu entnehmen, dass Abstdnde bei 1,5 nm mit einer Wahrscheinlich-
keit grofer Null auftreten. Da sich Absténde kleiner als 1,5 nm aus messmethodischen Griinden
nicht zuverlissig bestimmen liefsen, kann bereits eine Extrapolation der Abstandsverteilung einen
ersten Hinweis auf signifikante Beitrdge unterhalb von 1,5 nm liefern.

Die cw-ESR-Spektroskopie bei tiefen Temperaturen kann als eine zu DEER komplementére
Messtechnik angesehen werden, mit der sich Interspinabstéinde zwischen 0,8 nm und 2 nm!*%2! be-
stimmen lassen. Anders als bei einer DEER-Messung, lasst sich hier mit einer Dekonvolution die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung direkt aus einem dipolar verbreiterten Spektrum (zweifach markier-
te Spezies) und einem dipolar unverbreiterten Referenzspektrum (einfach markierte Spezies) er-
mitteln, da diese Wechselwirkung bei diesen kleinen Abstédnden nicht mehr von der inhomogenen
Linienbreite iiberlagert wird. Der Abbildung 29 B, unten ist zu entnehmen, dass sich die Signal-
intensititen und Linienbreiten der normierten cw-ESR-Spektren von 11 (rot) und 1z (schwarz)
in Abwesenheit von WGA deutlich voneinander unterscheiden. Die starke dipolare Verbreiterung
der Messung mit dem zweifach markierten Liganden 15 belegt, dass Interspinabstdnde unterhalb
von 1,5 nm vorliegen. Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit der DEER-Abstandsverteilung
in Abbildung 30 B, unten. Auf eine quantitative Auswertung der Linienverbreiterung mit ei-
ner Dekonvolution musste allerdings verzichtet werden, da der Algorithmus zur Bestimmung
der Abstandsverteilung keine konsistenten Ergebnisse lieferte. Stattdessen wurde die dipolare
Verbreiterung iiber die Differenz der zweiten Momente (AAB?) des verbreiterten (AB3) und
unverbreiterten Spektrums <AB%> ausgewertet, um das Ausmaf der Linienverbreiterungen ab-
schéitzen zu kénnen (Gleichung (46)). Der Parameter (AAB?) steigt dabei mit abnehmendem
Interspinabstand an. Die Differenz der zweiten Momente der Festkorperspektren von 15 und 14

in Abwesenheit von WGA betriigt (AAB?) =1,8-1075 T? (Tabelle 3).
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Nach Zugabe eines mehrfachen molaren Uberschusses an WGA-Dimer, ist statistisch nicht
mehr als ein Ligand an das Protein gebunden. Nimmt man an, dass die IC5o-Werte der enzym-
gekoppelten Lektinbindungstests den Dissoziationskonstanten Kp entsprechen, erwartet man bei
diesen Bedingungen annéhernd quantitatives Binden von 1 (IC50 = 57uM) an das WGA-Protein.
Diese Abschétzung konnte durch eine Mobilitdtsmessung an einfach markierten Liganden 17, bei
einem Protein/Ligand-Verhiltnis von 8 : 1 bestétigt werden (Abbildung 29 A, Mitte): Im Ver-
gleich zu dem cw-ESR-Spektrum des Liganden 17 in Losung (Abbildung 29 A, unten), weisen
die Signale eine grofere Linienbreite auf und die Intensitdten der drei Linien unterscheiden sich
deutlich voneinander. Diese typischen Merkmale langsamer rotatorischer Diffusion lassen be-
reits auf eine deutlich geringere Mobilitit des Liganden schliefsen. Die Auswertung der relativen
Intensitéiten des Dreilinienspektrums mit der Kivelson-Gleichung in (45) ergab eine drastisch
reduzierte rotatorische Mobilitét, die sich mit 7. &~ 1,8 ns um mehr als eine Grokenordnung von
der Mobilitdt der Liganden in Abwesenheit von WGA unterscheidet. Dies lisst auf eine nahezu
quantitative Proteinbindung schlieffen, bei der die Rotationsbewegung des Liganden durch die
Wechselwirkungen mit dem WGA-Dimer signifikant verlangsamt wird.

Fiir die DEER-Messung des zweifach markierten Liganden 1 mit WGA-Uberschuss (Ab-
bildung 30 A, Mitte) erhdlt man mit A = 0,37 eine etwas geringere Modulationstiefe, als fiir
die Messung 12 ohne Ligand (Abbildung 30 A, unten). Allerdings unterscheidet sich bei die-
sen Bedingungen die resultierende Abstandsverteilung deutlich von jener ohne Zusatz von WGA
(Abbildung 30 B, Mitte): Das Maximum der Abstandsverteilung verschiebt sich von 1,8 nm
auf 2,3 nm, die Breite der Kurve wird geringer und es kommen keine Absténde mehr unterhalb
von 1,5 nm vor. Ein Peak bei r & 4 nm mit verhdltnisméfig geringer Intensitét, konnte nach
einer ausfiihrlichen Validierung des hintergrundkorrigierten DEER-Spektrums als Artefakt iden-
tifiziert werden (Abbildung A68). Diese Befunde sprechen fiir einen gestreckten Liganden 1s,
der mit beiden GlcNAc-Resten an benachbarte Bindungsstellen tiberbriickend bindet. Durch die
gleichzeitige Interaktion beider Zuckerreste mit dem WGA wird der Polyethylenglucol-Linker
des Liganden gedehnt und infolgedessen in seiner Flexibilitit deutlich eingeschrankt. Dement-
sprechend wird auch der Abstand zwischen den Spinmarkern vergrofiert, was eine Verschiebung
des Maximums in der Abstandsverteilung um zirka 0,5 nm bewirkt. Die Ligandenbindung spie-
gelt sich auch in der geringeren Breite der Abstandsverteilung wider, da durch die Fixierung
der Zuckerreste nur noch Konformationen mit weniger unterschiedlichen Spinmarkerabsténden
moglich sind. Ein Grofiteil der verbliebenen Kurvenbreite ist vermutlich auf die Flexibilitdt der
verkniipfenden Einheit zwischen Zuckerring und Spinmarker zuriickzufiihren.

Zur Analyse der Absténde unterhalb 1,5 nm wurden Tieftemperatur-cw-ESR-Spektren der Li-

ganden 1; und 15 mit jeweils achtfachen molaren Uberschuss an WGA aufgenommen (Abbildung
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Abbildung 30: A: Hintergrundkorrigierte und normierte DEER-Spektren von 1z (schwarz) mit Si-
mulation (rot). Die Simulation der dipolaren Entwicklung erfolgte ohne Vorgabe eines
Modells mit einer Tikhonov-Regularisierung. Unten: Ligand in Abwesenheit von WGA.
Mitte: WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (Kurve um 0,5 nach oben versetzt). Oben:
WGA /Ligand-Verhéltnis von 1 : 4 (Kurve um 0,9 nach oben versetzt).

B: DEER-Abstandsverteilungen von 12, die nach einer Auswertung der dipolaren Ent-
wicklungen in A erhalten wurden. Unten: Ligand in Abwesenheit von WGA. Mitte:
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1. Oben: WGA /Ligand-Verhéltnis von 1 : 4. Der
Peak bei 2,3 nm (Mitte) entspricht der Distanz zwischen den Spinmarkierungen des
iiberbriickend bindenden Liganden 13. Die Peaks bei Abstinden gréfer als 2,3 nm
(oben) konnten Abstdnden zwischen Spinmarkern verschiedener Liganden, die an das-

selbe WGA-Dimer gebunden sind, zugeordnet werden.

29 B, Mitte). Da sich die Linienformen des einfach- und zweifach markierten Liganden nur unwe-
sentlich voneinander unterscheiden, kann man grofere Populationen mit Spinsondenabsténden
kleiner als 1,5 nm ausschliefsen. Eine quantitative Auswertung der dipolaren Linienverbreiterung
ergab mit <AAB2> =0,1-107% T? cinen Wert, der im Vergleich zu den Messungen ohne WGA
um mehr als eine Grofenordnung kleiner ist (Tabelle 3). Aufgrund der geringen Differenz der
zweiten Momente und der nahezu kongruenten Linienform der Festkorperspektren, kann eine An-
néherung der Spinsonden auf r < 1,5 nm, nach einer Bindung an die Proteinoberfliche, praktisch
ausgeschloffen werden.

Es sprechen somit alle ESR-Daten fiir einen gestreckten Liganden 1, der gleichzeitig mit beiden
Zuckerresten an das WGA-Dimer bindet. In Abbildung 31 sind die beiden Félle Ligand in Anwe-
senheit von WGA und Ligand frei in Losung schematisch dargestellt. Wahrend der iiberbriickend
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Bindungssituation zwischen WGA und 12 bei einem
Protein/Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (links) und Ligand 12 in Losung (rechts). Die
gelben Kreise stellen die Nitroxidmarker dar, und durch die roten Pfeile soll die Flexi-

bilitat des Linkers veranschaulicht werden.

bindende Ligand einen groferen Nitroxid-Nitroxid Abstand aufweist und sowohl die Flexibilitat
des Linkers als auch die rotatorische Mobilitat stark eingeschrankt ist (links), liegt bei dem
Ligand in Losung ein geringerer Interspinabstand und eine héhere Flexibilitédt des Linkers vor
(rechts).

Als Referenz zu den ESR-Messungen wurden aus der hochaufgelosten Rontgenstruktur die Ab-
stiande zwischen den C6-Hydroxylgruppen der WGA gebundenen GlcNAc-Reste ermittelt (Ab-
bildung 33). Die Analyse der Abstandsverteilung unter zuhilfenahme der Kristallstruktur (PDB-
Code 2X52) zeigt, dass der Ligand die benachbarten priméren Bindungsstellen B1C2/C2B1 oder
B2C1/C1B2 besetzt (Abbildung 35 A). Selbst wenn man fiir die Ankniipfung des Spinmarkers
eine Abweichung der Abstinde von wenigen Angstrém annimmt, kommen fiir iiberbriickendes
Binden nur benachbarte Bindungsstellen mit r < 2,5 nm in Frage. Die Besetzung nicht benach-
barter Bindungsstellen kann praktisch ausgeschlossen werden, da diese Bindungsstellen zwischen
r~ 3 nm und r ~ 5,5 nm voneinander entfernt sind. Eine Uberbriickung der benachbarten se-
kundédren Bindungsstellen A1 - D2A1 und A2 - D1A2, die sich in einem &hnlichen Abstand
zueinander befinden (r ~ 2,0 nm), ist verhaltnisméfig unwahrscheinlich, da diese Bindungsstel-
len eine weitaus geringere Bindungsaffinitit aufweisen!®0l,

Eine Validierung der Orientierungsmoglichkeiten der Spinmarker mittels molekularer Model-
lierung ergab eine erstaunlich gute Ubereinstimmung mit der Breite der Abstandsverteilung

(Abbildung 32). Zur Abschétzung der Abstédnde zwischen den Sauerstoffatomen der Nitroxid-

o7



5.2 ESR-Experimente

r=2.15nm

Abbildung 32: Molekulare Modellierung von 12. Die Konformation von 1 wurde der Kristallstruktur
entnommen und die Hydroxylgruppen an den C6-Positionen der GlcNAc-Reste durch
die Spinmarker ersetzt. Rotation um die C5-C6-Einfachbindungen ergab die Extremwer-
te r = 2,15 nm und r = 2,57 nm zwischen den Sauerstoffatomen der Nitroxidgruppen.

Die Modellierung erfolgte mit dem Programm Gaussian03 (Gaussian Inc.).

gruppen wurde eine Konformation von 1 aus der Kristallstruktur verwendet, bei der die Hydro-
xylgruppen in den 6-Positionen durch die Strukturen der Spinmarker ausgetauscht wurden. Die
chemische Strukturformel des modellierten Molekiils entspricht somit der des zweifach markier-
ten Liganden 13, mit dem auch die DEER~Abstandsmessungen durchgefiithrt wurden. Bei den
rdumlichen Anordnungen der Spinsonden wurden sterische Restriktionen aufgrund der Topologie
des Makromolekiils vernachlassigt und eine freie Drehbarkeit um die Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Einfachbindung (C5-C6-Bindung) der verkniipfenden Einheit zwischen Spinmarker und GleNAc-
Resten angenommen. Durch Rotation der Spinsonden um diese C5-C6-Bindungen konnten mi-
nimale (r = 2,15 nm) und maximale Interspinabstinde (r = 2,57 nm) ermittelt werden, die in
guter Ndherung mit den duferen Réndern der Abstandsverteilung in Abbildung 30 B, Mitte
iibereinstimmen. Nimmt man an, dass die Absténde zwischen den Nitroxiden symmetrisch um
den Mittelwert der beiden Extremwerte verteilt vorliegen, erhélt man in Analogie zu dem DEER-
Experiment den wahrscheinlichsten Abstand bei zirka 2,3 nm. Bei dieser Modellierung wurde die
Beweglichkeit aller anderen Atombindungen aufgrund mesomerer Grenzstrukturen (Amidbin-
dung) und Stereometrien (5-Ring des Pyrrol-Derivats) nicht berticksichtigt.

Liegt beziiglich der Bindungsstellen ein stochiometrisches WGA /Ligand-Verhéltnis von 1 : 4
vor, erwartet man, dass die divalenten Liganden 1 nicht quantitativ an WGA binden. Ein Teil
der Liganden sollte aufgrund der deutlich geringeren Bindungsaffinitédt der sekundéren Bindungs-

stellen ungebunden vorliegen. Tatséchlich liefert die Mobilitatsmessung des einfach markierten
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Liganden 17 ein Dreilinienspektrum, das die typischen Merkmale einer schnellen rotatorischen
Diffusion aufweist (Abbildung 29 A, oben). Obwohl ein betrichtliche Teil der Liganden gebunden
ist, erkennt man zwischen den Linienformen dieses Spektrums und der Linienform des Spektrums
1; in Abwesenheit von WGA keinen signifikanten Unterschied. Dennoch handelt es sich bei dieser
Messung um ein Mischspektrum, das sich aus den Signalen der gebundenen und ungebundenen
Liganden zusammensetzt, wobei das Signal der verlangsamen Komponente (Abbildung 29 A,
mitte) von dem intensitétsstarken Signal der schnellen Komponente (Abbildung 29 A, unten)
nahezu komplett iiberlagert wird. Eine Abschétzung der effektiven Rotationskorrelationszeit mit
der Kivelson-Gleichung ergab einen Wert (7. = 160 ps) der etwas langsamer ist, als fiir ungebun-

dene Liganden (7. = 120 ps). Dies ldsst auf partielles Binden schliefen.
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Abbildung 33: Abstinde (A) zwischen den C6-Sauerstoffatomen der WGA gebundenen GlcNAc-Reste

geméf der Kristallstruktur 2X52.

Die Koexistenz von gebundenen und ungebundenen Liganden spiegelt sich auch in der DEER-
Abstandsverteilung des zweifach markierten Liganden 12 wider (Abbildung 30 B, oben). Der
Peak bei den kleineren Abstédnden weist im Vergleich zu der Abstandsverteilung des quantitativ
gebundenen Liganden eine breitere Schulter auf Seite der kleinen Abstdnde auf und das Maxi-

mum des Peaks befindet sich bei einem kleineren Abstand (r = 2,1 nm). Die Linienbreite der
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Kurve ist an dieser Stelle ungefdhr so groff, wie die Linienbreite der Peaks in den Abstandsver-
teilungen des gebundenen und ungebundenen Liganden zusammen. Tatséchlich konnte mit einer
Simulation gezeigt werden, dass dieser Peak einer Uberlagerung der Abstandsverteilungen des
gebundenen (=~ 60 %) und des ungebundenen Liganden (= 40 %) entspricht (Abbildung 34).
Dazu wurden die Abstandsverteilungen des gebundenen und ungebundenen Liganden jeweils mit
einer Gaufskurve angepasst und mit diesen Fits eine Linearkombination durchgefiihrt. Gemé&f

dieser Linearkombination betragt der Anteil der gebundenen Fraktion etwa 60 %.

P(r)

1,5 20 25 30 35

r/ nm

Abbildung 34: Ausschnitt der DEER-Abstandsverteilung von 1z bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis
von 1 : 4 (schwarz) mit Simulation (rot). Die rote Linie ist eine Linearkombination
der Abstandsverteilungen des ungebundenen (blau, 40 %) und gebundenen Liganden

(griin, 60 %).

Vergleicht man die Linienformen der Tieftemperatur-cw-ESR-Spektren des einfach (1) und
doppelt markierten Liganden (12) bei einem Protein/Ligand-Verhéltnis von 1 : 4, ldsst sich eine
geringe, aber dennoch klar sichtbare dipolare Verbreiterung erkennen (Abbildung 29 B, oben).
Aus dieser Verbreiterung kann man auf Interspinabsténde unterhalb von 1,5 nm schliefen. Ahn-
lich wie bei den cw-ESR-Messungen bei Raumtemperatur handelt es sich hier um Mischspek-
tren, die sich aus einer unverbreiterten Fraktion gebundener Liganden und einer verbreiterten
Fraktion ungebundenen Liganden zusammensetzen. Die Mittelung der dipolar verbreiterten und
unverbreiterten Komponente resultiert in einem Spektrum mit moderater Verbreiterung. Die
Auswertung der Differenz der zweiten Momente ergab mit (AAB?) = 0,3-107% T? einen Wert,
der zwischen den beiden Werten des gebundenen (<AABQ> =0,1-1076 T2) und ungebundenen
((AAB?) = 1,8-107% T?) Liganden liegt (Tabelle 3). Somit sprechen bei einem WGA /Ligand-
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Verhiiltnis von 1 : 4 alle ESR-Daten fiir einen partiell gebundenen Zustand.

Bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von 1 : 4 ist statistisch mehr als ein divalenter Ligand an
ein Protein gebunden, d. h. es werden mehr als zwei der acht Bindungsstellen des WGA-Dimers
von divalenten Liganden 1 besetzt (Abbildung 35 B). Folglich weist die Abstandsverteilung ne-
ben intramolekularen Spinmarkerabstdnden innerhalb eines iiberbriickend bindenden Liganden
noch weitere Werte auf, die den intermolekularen Abstdnden zwischen den Spinmarker verschie-
dener Liganden zugeordnet werden konnen. Die Auswertung der DEER-Abstandsmessung eines
Systems mit mehr als zwei Spins ist jedoch schwierig, da sich die verschiedenen Beitrége der Dipol-
Dipol-Wechselwirkung iiberlagern. Eine Auftrennung dieser Beitrige gelang bisher nur fiir ein
Dreispinsystem!'53:154] Dennoch sind bei 2,9 nm und 4,3 nm Peaks auszumachen, die Interligan-
dabstédnden zwischen den priméren Bindungsstellen zugewiesen werden kénnen: Eine Auswertung
des Messergebnisses unter Berticksichtigung der Kristallstruktur zeigt (Abbildung 33), dass die
Abstande zwischen den Bindungsstellen C1B2 - C2B1 (2,7 nm) und B2C1 - B1C2 (4,2 nm) gut
mit der Abstandsverteilung harmonieren. Aufgrund den Abmessungen des Spinmarkers selbst,
ist fiir die DEER-Abstandsbestimmung eine Abweichung von wenigen Angstrém zu erwarten. Im
Gegensatz dazu konnen die grofieren Absténde zwischen priméren und sekundédren Bindungsstel-
len, wie C1B2 und A1 (5,0 nm) oder C2B1 und A2 (5,1 nm), mit DEER nicht beobachtet werden.
Dies spricht fiir eine geringe Besetzungswahrscheinlichkeit der sekundéren Bindungsstellen bei

diesen Bedingungen.
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Abbildung 35: Kristallstrukturen des WGA-Dimers (PDB-Code: 2X52) mit blau und griin gefarbten
Untereinheiten. Die Positionen der Bindungsstellen sind durch die weiff umrandeten
braunen Kreise gekennzeichnet und die Spinsonden der zweifach markierten Liganden
sind als gelbe Kreise dargestellt. A: Vorgeschlagener Bindungsmodus fiir 12 bei einem
Protein/Ligand-Verhéltnis von 8 : 1. B: Vorgeschlagener Bindungsmodus fiir 12 bei

einem Protein/Ligand-Verhéltnis von 1 : 4.

62



5.2 ESR-Experimente

Im Folgenden werden die Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen zwischen dem divalenten
Liganden 2 mit dem kiirzeren Linker und WGA-Protein untersucht. Die Mobilitdtsmessung an
27 lieferte ein Nitroxidspektrum im Regime der schnellen Bewegung mit drei schmalen und
annéhernd gleich intensiven Linien (Abbildung 36 A, unten). Eine Abschétzung der Rotations-
korrelaionszeit mit der Kivelson-Gleichung (45) ergab 7. ~ 120 ps. Somit unterscheidet sich die
rotatorische Diffusion des Liganden 2; in Ldsung nur unwesentlich von der rotatorischen Diffu-
sion des Liganden 17 in Losung (7. = 120 ps), obwohl man aufgrund des kiirzeren Linkers eine
etwas schnellere Rotationskonstante erwarten fiir 2; wiirde. Da die beiden Proben im gleichen
Medium und bei der gleichen Temperatur gemessen wurden, sollte geméf der Gleichung (45) fiir
15 und 22 ein dhnlicher hydrodynamischer Radius ry vorliegen. Dies spricht fiir eine gefaltete
Linkerkonformation des Liganden 1. Die rotatorische Diffusion der Spinsonden von 1; und 24
in Losung liegt also in einem &hnlichen Groéfsenbereich, obwohl der Linker von 2; um mehrere
Atombindungen kiirzer ist als bei 1;.

Ein Vergleich der Rotationskorrelationszeiten, die mit der Kivelson-Gleichung abgeschétzt wur-
den (17 ohne WGA: 7. ~ 120 ps, 27 ohne WGA: 7, = 120 ps) mit den Rotationskorrelationszeiten,
die in Kapitel 6 aus Linienformanalysen erhalten wurden (1; ohne WGA: 7. =230 ps, 2; ohne
WGA: 7. = 240 ps) zeigt, dass die Abschitzung mit einem betréchtlichen Fehler behaftet ist.
Dennoch scheint die Kivelson-Gleichung zur Abschétzung der relativen Grofe von 7. gut geeignet
Zu sein.

Auch bei den DEER-Abstandsmessungen an 25 ohne WGA stellt sich eine vergleichbare Si-
tuation wie fiir den Liganden 15 dar. Die Abstandsverteilung weist bei 1,8 nm einen einzelnen
Peak mit grofser Halbwertsbreite auf, der sowohl auf Beitrage unterhalb von 1,5 nm, als auch auf
eine hohe Flexibilitdt des Linkers schliefen ldsst (Abbildung 37 B, unten). Demnach liegt das
Maximum der Kurve bei dem gleichen Abstand wie fiir 15, obwohl sich die Anzahl der Atom-
bindungen beider Linker deutlich unterscheidet (Abbildung 28). Diese Divergenz ldsst sich mit
dem gauche-Effekt!'%5! der Sauerstoffatome im Linker von 1y erkliren, der zu einer gefalteten
Konformation der Oligoethylenglycol-Ketten zwischen den GlcNAc-Resten fithrt und somit den
Abstand zwischen den Spinmarker verkiirzt. Dieses Verhalten ist fiir Oligothylenglycol-Ketten
in wéssriger Losung allgemeinhin bekannt und kann hier mittels einer Abstandsmessung indirekt
bestétigt werden. Die Beobachtung einer gefalteten Konformation von 15 deckt sich mit dem Er-
gebnis der Mobilitdtsmessungen, als fiir 11 ein verhéltnisméfig kleiner hydrodynamischer Radius
abgeschétzt wurde.

Weitere Absténde bei r ~ 3 nm und r &~ 4 nm weisen sehr geringe Intensititen auf und konnten
mittels einer Validierung der Abstandsverteilung als Artefakte identifiziert werden (Abbildung
A69).
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Abbildung 36: A: Cw-ESR-Spektren von 21 bei T = 295 K ohne WGA (unten) und bei einem
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (oben). In Abwesenheit von WGA liegt eine schnelle
rotatorische Diffusion vor (7. = 120 ps), wihrend sich das Spektrum in Anwesenheit
von WGA aus einer schnellen und einer verlangsamten Komponente zusammensetzt.
B: Vergleich der cw-ESR-Spektren (T = 120 K) eines einfach (21, rot) und zweifach
(22, schwarz) markierten Liganden in Abwesenheit von WGA (unten) und bei einem
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (oben). In beiden Fillen liegt eine dipolare Verbrei-

terung fiir die Spektren von 22 vor.

Passend zu den DEER-Daten beobachtet man fiir das Tieftemperatur-cw-ESR-Spektrum des
doppelt spinmarkierten Liganden 25 ohne WGA-Zusatz eine erhebliche dipolare Verbreiterung
(Abbildung 36 B, unten). Die Auswertung der Differenz der zweiten Momente ergab einen Wert
(<AABQ> =0,9-10" T2)7 der zwar nur halb so grof ist wie der fiir die Analoga des Liganden
1 ((AAB?) =1,8-1075 T?). Dennoch muss ein betrichtlicher Teil der Liganden einen Spin-
markerabstand kleiner als 1,5 nm aufweisen. Aus der kleineren Differenz der zweiten Momente
kann gefolgert werden, dass die Spinsonden des Liganden 29 infolge der geringeren Flexibilitét
des kurzen Linkers einen gewissen Abstand bewahren und zu einer weniger starken dipolaren
Verbreiterung fiithren.

Nach Zugabe eines achtfachen molaren Uberschusses an WGA unterscheidet sich die Situa-
tion fiir 2 deutlich von der Situation fiir 1. Im Gegensatz zu 1; beobachtet man bei 2; ein
Raumtemperatur-cw-ESR-Spektrum, das sich aus einer Komponente mit verlangsamter Mobi-
litdt und einer Komponente mit hoherer Mobilitdt zusammensetzt (Abbildung 36 A, oben). Es
ist klar zu sehen, dass die langsamere Komponente von drei schmalen Linien mit dquidistanten

Absténden tiberlagert wird. Sowohl die Linienform als auch die g-Werte dieser Spikes sprechen
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Abbildung 37: A: Hintergrundkorrigierte und normierte DEER-Spektren von 22 (schwarz) mit Simu-
lation (rot). Die Simulation der dipolaren Entwicklungen erfolgte ohne Vorgabe eines
Modells mit einer Tikhonov-Regularisierung. Unten: Ligand in Abwesenheit von WGA.
Oben: WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (Kurve um 0,2 nach oben versetzt).
B: DEER-Abstandsverteilungen von 22, die nach einer Auswertung der Spektren in
A erhalten wurden. Unten: Ligand in Abwesenheit von WGA. Oben: WGA /Ligand-
Verhéltnis von 8 : 1. Der Peak bei 1,8 nm (unten) unterscheidet sich kaum von dem

Peak in Abbildung 30 B, unten.

dafiir, dass es sich bei diesen Signalen um ungebundene Liganden handelt. Demgegeniiber weist
die Linienform der verlangsamten Komponente eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Spektrum des
gebundenen Liganden in Abbildung 29 A, mitte auf. Auch mit Blick auf die wesentlich niedrigere
Bindungsaffinitét von 2 (ICs50-Wert ist mit 734 uM um eine Grofenordnung hoher als bei 1),
kann man aus diesen Beobachtungen auf eine Koexistenz von gebundenen und ungebundenen
divalenten Liganden schliefsen.

Bei einem achtfachen molaren Uberschuss an WGA weist die DEER-Abstandsverteilung fiir
2, zwischen der unteren Detektionsgrenze bei r ~ 1,5 nm und r &~ 2 nm eine hohe Intensitét
auf, wiahrend der fiir iiberbriickendes Binden charakteristische Abstand bei 2,3 nm kaum auftritt
(Abbildung 37 B, oben). Weiterhin ist bei r &~ 3 nm ein markanter Peak und bei r &~ 4 nm ein
Peak mit geringer Intensitdt zu beobachten. Aus der Absenz des charakteristischen Peaks bei
2,3 nm und dem Auftreten von Interligandabsténden bei 3 nm folgt, dass der kurze divalente
Ligand 25 die priméren Bindungsstellen C1B2 und B2C1 bzw. B1C2 und C2B1 nicht gleichzeitig
besetzt (Abbildung 38). Somit ist der Ligand 22 zu kurz, um zwei benachbarte Bindungsstellen

chelatisierend zu binden. Dies erkléart auch die im Vergleich zu 1 erheblich verringerte Bindungs-

65



5.2 ESR-Experimente

Abbildung 38: Kristallstruktur des WGA-Dimers (PDB-Code: 2X52) mit blau und griin eingefiarbten
Untereinheiten. Die Positionen der Bindungsstellen sind durch die weiff umrandeten
braunen Kreise gekennzeichnet und die Spinsonden der zweifach markierten Liganden
werden als gelbe Kreise dargestellt: Vorgeschlagener Bindungsmechanismus fiir 22 bei
einem Protein/Ligand-Verhéltnis von 8 : 1. Es werden bevorzugt die Bindungsstellen

C1B2 und C2B1 von dem mutmaflich monovalent bindenden Liganden 23 besetzt.

affinitét.

Als Alternative kommen zwei Modelle in Frage: 1.) Der divalente Ligand bindet monovalent
an eine WGA-Bindungsstelle, wobei das ungebundene Ende des Liganden frei beweglich ist. 2.)
Der divalente Ligand bindet mit einem Ende an eine WGA-Bindungsstelle und mit dem ande-
ren Ende an eine WGA -Subbindungsstelle. Ein Vergleich der Abstandsverteilungen in Abbildung
37 B zeigt, dass sich das Maximum des Peaks nach Zugabe von WGA von 1,8 nm zu niedrige-
ren Abstidnden verschiebt. Passend dazu beobachtet man bei den Tieftemperatur-cw-Spektren
in Abbildung 36 B fiir die Messung mit WGA eine grofere dipolare Verbreiterung (Tabelle 3).
Die Verringerung des intramolekularen Abstands in Anwesenheit von WGA spricht fiir eine Bin-
dung an eine Subbindungsstelle, die sich in direkter Nachbarschaft zu der WGA-Bindungsstelle
befindet!4!].,
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Der intermolekulare Abstand bei 3 nm konnte mit Hilfe der Kristallstruktur den Bindungsstel-
len C1B2 und C2B1 zugeordnet werden, die sich geméift Abbildung 33 rund 2,7 nm voneinander
entfernt befinden. Wie bereits erwéhnt, ist eine geringfiigige Abweichung beider Messmethoden
im Bereich von 2 A— 3 A zu erwarten, da bei der Abstandsbestimmung mittels Kristallstruktur
die Abstédnde zwischen den Sauerstoffatomen an den 6-Positionen der GlcNAc-Reste ermittelt
wurden. Nichtsdestotrotz lésst sich diese Bindungsstellenbesetzung nur mit einer héheren Bin-
dungsaffinitdt von C1B2 und C2B1 erklédren, da die Rontgenstruktur keine Hinweise auf sterische
Einschriankungen liefert, die eine Besetzung benachbarter Bindungsstellen verhindern wiirde (Ab-
bildung 38).

Bei den Tieftemperatur-cw-ESR-Spektren von 27 und 25 ist beziiglich der dipolaren Verbrei-
terung des zweifach markierten Liganden kaum einen Unterschied zu den Messungen ohne WGA
erkennen (vgl. Abbildung 36 B, oben und unten). Das Spektrum des zweifach markierten Ligan-
den weist mit <AABQ> =1,1-107% T? eine deutliche dipolare Verbreiterung auf und liefert damit
den Beweis, dass fiir 2 selbst in Anwesenheit von WGA Absténde unterhalb von 1,5 nm vorliegen.
Dieses Erbegnis ist ein weiterer Beleg dafiir, dass der Ligand 2 zu kurz ist, um iiberbriickend an

WGA zu binden.

di/dB, / a. u.

0330 0335 0340 0,345
BolT

Abbildung 39: Cw-ESR-Spektren von 31 bei T = 295 K ohne WGA (unten) und bei einem
WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 : 1 (oben). In Abwesenheit von WGA liegt eine schnelle
rotatorische Diffusion vor (7. = 120 ps), wihrend sich das Spektrum in Anwesenheit

von WGA aus dieser schnellen und einer verlangsamten Komponente zusammensetzt.
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Aufgrund des hoheren I1C5o-Werts (8 mM) erwartet man fiir den monovalenten Liganden 3
eine geringere Bindungsaffinitét als bei den divalenten Liganden 1 und 2. Dementsprechend
beobachtet man bei der Mobilitatsmessung an 31 mit einem Protein/Ligand-Verhéltnis von 8 : 1
eine grofere Fraktion des ungebundenen Liganden (Abbildung 39, oben). Es ist klar zu sehen,
dass die intensitédtsstarken Spikes der ungebundenen Komponente das Mischspektrum dominieren
und die breiten Linien der gebundenen Komponente kaum zu erkennen sind. Eine Bestimmung
der Rotationskorrelationszeit erfordert in diesem Fall eine quantitative Auswertung mittels einer
Linienformanalyse, da eine Abschétzung mit Gleichung (45) fiir Mischspektren nicht sinnvoll ist.

Aus diesem Grund wurde auf eine Auswertung der Rotationskorrelationszeit verzichtet.

1,2- 5
A b 2.3nm B
1,14 ]
T
1,04 ]
0,9 e i
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Abbildung 40: A: Hintergrundkorrigierte und normierte DEER-Spektren von 31 (schwarz) mit Si-
mulation (rot). Die Simulation der dipolaren Entwicklung erfolgte ohne Vorgabe eines
Modells mit einer Tikhonov-Regularisierung. Unten: WGA /Ligand-Verhé&ltnis von 1 : 1.
Oben: WGA /Ligand-Verhéltnis von 7 : 1 (Kurve um 0,2 nach oben versetzt).
B: DEER-Abstandsverteilungen von 31, die nach einer Auswertung der Spektren in
A erhalten wurden. Unten: WGA /Ligand-Verhéltnis von 1 : 1. Oben: WGA /Ligand-
Verhéltnis von 7 : 1. Der charakteristische Abstand benachbarter Bindungsstellen

(2,3 nm) kann erst bei einem Ligandeniiberschuss beobachtet werden.

Der Anteil des ungebundenen Liganden liegt in Losung dreidimensional homogen verteilt vor
und tragt nicht zu der Modulationstiefe A der DEER-Abstandsmessung bei. Trotz dieses Sensi-
tivitédtsverlusts konnte mit A = 0,1 ein Anteil interagierender monovalenter Liganden 37, die an
dasselbe WGA-Protein binden, detektiert werden (Abbildung 40 A). Bei einem Protein/Ligand-
Verhiiltnis von 1 : 1 findet man grofere Abstdnde bei r &~ 3 nm und r ~ 4 nm, die mit Hilfe

der Kristallstruktur den Absténden zwischen den Bindungsstellen C1B2 und C2B1 bzw. B1C2
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und B2C1 zugeordnet werden konnten. Da die Absténde um 3 nm und 4 nm schon bei den Ab-
standsmessungen von Ligand 2 beobachtet wurden, gibt diese Messung einen weiteren Hinweis
darauf, dass monovalent bindende Liganden bevorzugt an nicht benachbarte Bindungsstellen
binden. Das bevorzugte Binden an nicht benachbarten Bindungsstellen konnte ein Hinweis auf
negative allosterische Kooperativitdt (o < 1) sein. Passend dazu tritt der fiir iiberbriickendes
Binden charakteristische Peak bei 2,3 nm nicht auf (Abbildung 40 B, unten). Erst bei einem
Ligandeniiberschuss von 7 : 1 werden benachbarte Bindungsstellen besetzt, sodass ein deutlich
sichtbarer Peak bei 2,3 nm beobachtet werden kann (Abbildung 40 B, oben). Damit sprechen so-
wohl die Daten von Ligand 2, als auch die Daten von Ligand 3 fiir eine héhere Bindungsaffinitat
der beiden Bindungsstellen C1B2 und C2B1.

Die hier vorgestellte Methode zur Untersuchung von multivalenten Protein-Ligand-Wechselwirk-

ungen birgt groftes Potential und ist auch auf Systeme anwendbar, deren Strukturen noch unbe-

kannt sind.
(AB?) (T?),i=1 (AB?) (T?),i=2 (AAB?) (T?)
1; in Abwesenheit von WGA 2,9-1076 4,7-1076 1,8-107°
1; WGA : Ligand = 8 : 1 3,4-1076 3,5-1076 0,1-10°
1; WGA : Ligand = 1:4 3,4-1076 3,7-1076 0,3-10°
2; in Abwesenheit von WGA 3,3-1076 4,3-107° 0,9-10
2; WGA : Ligand = 8 : 1 3,2-10°6 4,3.1076 1,1-1076

Tabelle 3: Zweite Momente der Tieftemperatur-cw-ESR-Spektren der einfach (i = 1) und zweifach
(i = 2) markierten Liganden 1; und 2;.
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6 Bifrequenz-cw-ESR an WGA-Liganden

6.1 Aufgabenstellung

In Kapitel 5 dieser Arbeit konnte mit ESR-Methoden gezeigt werden, dass der Ligand 1 in gefro-
rener Losung chelatisierend an WGA bindet. Bei diesen Messungen lag entweder ein achtfacher
molarer Uberschuss an WGA-Dimer, oder ein beziiglich der WGA-Bindungsstellen #quimolares
Ligand/Protein-Verhéltnis vor. Eine Erhéhung des Ligand/Protein-Verhéltnisses konnte jedoch
dazu fiihren, dass sich die Bindungssituation dndert und die Population der chelatisierend binden-
den Liganden von einer Population monovalent bindender divalenter Liganden verdréngt wird.
Dieses Verhalten wurde in einer theoretischen Studie von Hunter et al.l'%! zur Beschreibung von
Chelatkooperativitat fiir ein Modellsystem mit divalenten Liganden und divalenten Rezeptoren

vorgeschlagen.

Abbildung 41: Kristallstrukturen des WGA-Dimers (PDB-Code: 2X52) mit blau und griin gefarbten
Untereinheiten. Die Positionen der Bindungsstellen sind durch weifs umrandete braune
Kreise gekennzeichnet und die Spinsonden der einfach markierten Liganden sind als gel-
be Kreise dargestellt. Links: Uberbriickendes Binden eines divalenten Liganden (K1) an
WGA-Dimer. Rechts: Monovalentes Binden eines divalenten Liganden (K3) an WGA-
Dimer. Beide Bindungsmodi stehen im dynamischen Gleichgewicht mit ungebunden

Liganden (K2).

Wie bereits in Abschnitt 2.6 erwédhnt, gibt es in diesem Modellsystem in Abhéngigkeit von
der Ligandenkonzentration drei verschiedene Bindungsmodi, den chelatisierend gebundenen Li-
ganden (1), den ungebundenen Liganden (2) und den monovalent gebundenen Liganden (3).
Neben der intermolekularen Gleichgewichtskonstanten K, werden die Population der chelatisie-

rend und monovalent gebundenen Liganden dabei mafgeblich von der mikroskopischen effektiven
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Molaritdt EM bestimmt: Sie legt fest, ab welcher Ligandenkonzentration es zum ,Umschalten‘
vom tiberwiegend chelatisierend gebundenen Zustand zum tiberwiegend monovalent gebundenen
Zustand kommt. Thre Bestimmung ist daher essentiell zur Charakterisierung von Chelatkoopera-
tivitéat. Allerdings war der Parameter EM bisher nur mit Hilfe von Referenzsystemen experimen-
tell zuganglich, da man mit einem klassischen Titrationsexperiment lediglich die makroskopische
Gesamtstellenbesetzung © ermitteln kann.

Ist man jedoch in der Lage, zwischen der Mobilitdt eines gebundenen Liganden (K1), der
Mobilitét eines ungebundenen Liganden (K2) und der Mobilitdt des ungebundenen Ende eines
monovalent bindenden Liganden (K3) zu unterscheiden, besteht die Moglichkeit, die Liganden-
konzentration des Umkehrpunkts mit [BB], = EM/2 {iber cw-ESR-Messungen experimentell
zu bestimmen. Dieser Ansatz ldsst sich direkt auf das System WGA (Rezeptor) und divalen-
tes GlcNAc-Derivat 1 (Ligand) iibertragen. Da unter den in Kapitel 5 gewédhlten Bedingungen
ausschlieflich Chelatbindung von 1 an WGA beobachtet wurde, ist davon auszugehen, dass
K-EM » 0 und somit ein vergleichbares Speziationsprofil wie in Abbildung 11 rechts vorliegt. In
einem solchen System wird selbst bei einer kleinen Verédnderung der Ligandenkonzentration der
Chelat-Bindungsmodus (Abbildung 41, links) fast vollstdndig von dem monovalenten Bindungs-
modus (Abbildung 41, rechts) verdriingt. Fiir ein Speziationsprofil mit solch scharfem Ubergang,
wire der Umkehrpunkt zwischen den beiden Zustdnden mit grofer Prézision bestimmbar.

Liegt das WGA-Dimer in Gegenwart eines Uberschusses an GleNAc-Derivat-Liganden vor,
erwartet man, dass sich die drei Zustdnde divalent gebundener Ligand, ungebundener Ligand
und monovalent gebundener Ligand in einem dynamischen Gleichgewicht befinden. Dementspre-
chend setzt sich auch das cw-ESR-Spektrum von einfach markierten Liganden aus den Signalen
jener drei Komponenten zusammen. Man erhélt somit eine Uberlagerung dreier verschiedener
Signale, die ein Mischspektrum ergeben. Die vollstdndige Beschreibung eines Mehrkomponenten-
spektrums ist aufwendig und erfordert sowohl eine Linienformanalyse mit einem Fitprogramm
als auch eine geeignete Fitstrategie. Eine der naheliegendsten Methoden zur Analyse eines Misch-
spektrums ist es, die cw-ESR-Spektren der verschiedenen Komponenten separat zu messen und
auszuwerten, um dann mit einer Linearkombination jener Spektrenfits das Mischspektrum zu si-
mulieren. Diese Fitstrategie hat zum einen den Vorteil, dass die Parametersétze zur Beschreibung
der einzelnen Komponenten direkt aus den jeweiligen experimentellen Spektren zugénglich sind
und zum anderen miissen bei der Simulation des Mischspektrums lediglich die prozentualen An-
teile der Parameterséitze gefittet werden. Dieses Verfahren gewéahrleistet eine exakte Bestimmung
der Fitparameter und eine genaue Beschreibung der Bindungszustidnde. In Bezug auf das System
WGA mit divalentem Ligand 1; bedeutet dies, dass die drei Spektren quantitativ gebundener di-
valent Ligand (Komponente 1), divalenter Ligand in Abwesenheit von WGA (Komponente 2) und
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quantitativ monovalent gebundener divalenter Ligand (Komponente 3) experimentell zugéanglich

sein missen.
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Abbildung 42: Strukturformeln der Liganden, die in Abschnitt 6.2 (11, 23) und in Abschnitt 6.3
(21, 24) zur Untersuchung verschiedenen Bindungsmodi verwendet wurden. Mit den
Verbindungen 23 und 24 wurde der Bindungsmodus monovalent bindender divalenter

Liganden simuliert.

Die Komponente 1 lisst sich am einfachsten in Gegenwart eines hohen WGA-Uberschusses
bestimmen. In Anbetracht der ICso-Werte im mikromolaren Bereich, kann man bei diesen Be-
dingungen von anndhernd quantitativem Binden ausgehen und die Parameter zur Beschreibung
der Komponente 1 lassen sich direkt aus dem cw-ESR-Spektrum ermitteln. Auch das experimen-
telle Spektrum der Komponente 2 sollte leicht zugénglich sein, da hierfiir lediglich eine cw-ESR-
Messung divalenter Liganden ohne WGA notwendig ist. Allerdings bereitet die Bestimmung der
Komponente 3 Schwierigkeiten, da der Ligand 1 unter den in Kapitel 5 gewahlten Bedingun-
gen iiberbriickend an WGA bindet. Eigens aus diesem Grund wurde ein neues GlcNAc-Derivat

synthetisch hergestellt, um das cw-ESR-Spektrum des ungebundenen Ende eines monovalent bin-
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6.2 WGA-Ligand 14

denden divalenten Liganden zu simulieren. Dazu wurde ein GlcNAc-Rest des divalenten Liganden
1; durch ein Nitroxid-Derivat ausgetauscht, sodass sich die Spinmarkierung direkt am Ende des
Oligoethylenglycol-Linkers befand (Abbildung 42). Da ein solcher Ligand monovalent an das
WGA bindet, kann mit dem frei beweglichen Linkerende die Mobilitdt des Bindungsmodus der
Komponente 3 experimentell imitiert werden. Beziiglich der Mobilitdten sind zwischen diesem
monovalenten Liganden und dem ungebundenen Ende eines monovalent bindenden divalenten
Liganden nur geringe Abweichungen zu erwarten, da sie die gleichen Linker aufweisen und sich
die Anzahl der frei rotierbaren Atombindungen nur um eine C-C-Einfachbindung unterscheidet.

Das cw-ESR-Spektrum von 17 in Gegenwart von WGA weist drei unabhéngige Dynamiken
auf, die auf der einen Seite einander dhnlich sind (Komponente 2 und 3) und sich auf der anderen
Seite deutlich voneinander unterscheiden (Komponente 1 und 2, 3). Um zwischen den Dynami-
ken von Komponente 2 und 3 besser unterscheiden zu konnen, wurden alle Proben geméft der
Bifrequenz-ESR-Methode bei verschiedenen Frequenzen im X-Band (9 GHz) und im Q-Band
(34 GHz) gemessen. Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschieben, ermdglicht die simultane Simulati-
on von Spektren, die bei unterschiedlichen Messfrequenzen aufgenommen wurden, eine genauere
Bestimmung der Fitparameter.

Im ersten Teil dieses Kapitels sollen die drei Bindungsmodi des Liganden 1; an WGA in Ab-
héngigkeit von der Ligandenkonzentration untersucht werden. Im zweiten Teil dieses Kapitels
sollen die Bindungsmodi des Liganden 2; untersucht werden, dessen Linker nicht lang genug ist,
um gleichzeitig an benachbarte Bindungsstellen im WGA zu binden. Ferner wird im weiteren
Verlauf dieses Kapitels angenommen, dass allosterische Kooperativitit nur einen geringen Ein-
fluss auf die Ligandenbindung ausiibt und damit ndherungsweise o = 1 gilt. Die Beobachtung
des bevorzugten Binden monovalenter Liganden an nicht benachbarten Bindungsstellen in Ka-
pitel 5 liefert zwar einen Hinweis auf negative allosterische Kooperativitdt mit o < 1. Dennoch
ist dieses Zusammenspiel mehrerer Interligandwechselwirkungen im Vergleich zur Chelatwechsel-

wirkung als vernachléssigbar klein einzuschétzen.

6.2 Untersuchung des divalenten Liganden 1,

Fiir ein System bestehend aus WGA-Dimer und divalentem WGA-Ligand 14 sind die drei Bin-
dungsmodi divalent gebundener Ligand (Komponente 1), ungebundener Ligand (Komponente 2)
und monovalent gebundener Ligand (Komponente 3) moglich. Laut einer theoretische Studie iiber
das Bindungsverhalten divalenter Liganden befinden sich die Populationen der Komponente 1
und Komponente 2 in einem dynamischen Gleichgewicht, wobei die Gleichgewichtslage von der
Ligandenkonzentration und von der mikroskopischen effektiven Molaritat EM abhéngig ist. Wird

die Ligandenkonzentration 11 bei gleichbleibender WGA-Konzentration erhéht, verschiebt sich
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6.2 WGA-Ligand 14

das Gleichgewicht von Komponente 1 zugunsten von Komponente 3 und der Parameter EM kann
iiber die Bestimmung des Umschlagpunkts ermittelt werden (siehe Abbildung 11). Um diesen
Umschlagspunkt aufzufinden, soll das Speziationsprofil von Ligand 1; und WGA experimentell
bestimmt werden, indem man die prozentualen Anteile der drei Komponenten in Abhéngigkeit
von der Ligandenkonzentration mit cw-ESR-Spektrenfits untersucht.

Aufgrund der Ergebnisse in Kapitel 5 ist der Umschlagspunkt aber erst bei einem mehrfachen
Ligandeniiberschuss zu erwarten. Aus diesem Grund wurden Ligand 1; /WGA-Proben mit den
Mischungsverhéltnissen4:1,6:1,8:1,12: 1 und 16 : 1 hergestellt und jeweils im X-Band und im
Q-Band Mobilitatsmessungen durchgefiihrt. Wie bereits in Abschnitt 6.1 erwéhnt, kann man ein
cw-ESR-Spektrum von WGA in Gegenwart eines Uberschusses von einfach markierten Liganden
1; als eine Uberlagerung der Signale dreier verschiedener Komponenten auffassen. Deshalb sollen
die drei Komponenten in separaten Experimenten bestimmt und das Mischspektrum mit einer

Linearkombination der gefitteten Einzelspektren simuliert werden.

di/dB / a. u.

0,330 0,335 0,340
B,/ T

Abbildung 43: X-Band cw-ESR-Spektrum (T = 120 K) von 1; bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis
von 1 : 8 (schwarz) mit Simulation (rot). Die Simulation lieferte die Hauptwerte des

Hyperfeintensors der Komponente 1.

Das cw-ESR-Spektrum von Komponente 1 ist problemlos zugénglich, da 1; bereits bei dqui-
molarem Ligand/WGA-Verhéltnis quantitativ bindet und somit keine gréferen Anteile der Kom-
ponenten 2 und 3 zu erwarten sind. In Abbildung 44, oben sind die X-Band (links) und Q-Band
(rechts) cw-ESR-Spektren (schwarz) bei einem 11 /WGA-Verhéltnis von 1 : 1 dargestellt. Die de-
tailreichen Linienformen beide Spektren lassen auf eine Spinmarkerdynamik schlieffen, die nicht

mit isotroper brownscher Rotationsdiffusion beschrieben werden kann. Vielmehr wird die Ni-
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6.2 WGA-Ligand 14

troxiddynamik durch das WGA-Protein eingeschrankt, da die Spinmarkerseitenkette aufgrund
der proteininternen Topologie nur bestimmte Konformationen annehmen kann. Im Gegensatz
dazu fithrt das WGA-Protein als Ganzes eine isotrope Rotationsbewegung aus. Zur Beschrei-
bung dieses Systems mit mikroskopischer Ordnung und makroskopischer Unordnung wurde das
MOMD-Modell angewendet (siche Abschnitt 3.1).

Fiir eine vollstdndige Beschreibung des X-Band und Q-Band Spektrums mittels MOMD-
Simulation ist die Bestimmung folgender Parameter notwendig: g-Tensor (g, 8yy, 8z2), Hy-
perfeintensor (Ayy, Ayy, A,,), axialsymmetrische Rotationskorrelationszeit (7., 7)), Orientie-
rungsparameter (Agg, A22, Agg) und Linienbreite (Iw). Ein wesentlicher Teil dieser Parameter
wurde jedoch nicht aus den beiden Spektren hergeleitet, sondern mit Hilfe von Vorexperimenten
ermittelt oder der Literatur entnommen. Diese Parameter gehen als unverdnderliche Gréfsen in
die Spektrensimulation mit ein und werden somit nicht mitgefittet. Die g-Werte eines Filinfring-
Nitroxidderivats wurden bereits bei einer Hochfrequenz-ESR Studie im W-Band untersucht und
konnten daher in guter Niherung direkt aus der Literatur {ibernommen werden!'"°!. Diese Praxis
ist fiir paramagnetische Zentren mit gleichen lokalen Molekiilstrukturen zuléssig, da der g-Tensor
hauptséchlich von dem Atomorbital abhéngig ist, in dem sich das ungepaarte Elektron befindet.
Der g-Tensor mit gy = 2,0095, gy = 2,0091 und g,, = 2,0027 wurde nicht nur fiir die Spektren
der Komponente 1, sondern auch fiir alle anderen Spektren in diesem Kapitel verwendet. Auch die
Linienbreite lw wurde nicht in die Fitroutine miteinbezogen, da sie neben Relaxationsprozessen
(homogene Linienbreite) noch zusétzlich von unaufgelsten anisotropen Wechselwirkungen (inho-
mogene Linienbreite) bestimmt wird. Deshalb wurde sie als einzigster Parameter fiir das X-Band
und Q-Band Spektrum separat optimiert und wahrend des anschliefsenden Fitprozesses konstant
gehalten. Weiterhin konnte der Hyperfeintensor von Komponente 1 aus einer Tieftemperatur-
cw-ESR-Messung im X-Band ermittelt werden (Abbildung 43). Festkérperspektren im X-Band
sind zur Bestimmung des Hyperfeintensors ideal geeignet, da sie eine maximale anisotrope Lini-
enverbreiterung aufweisen, die von der Hyperfeinwechselwirkung dominiert wird. Die Simulation
(rot) des experimentellen Spektrums (schwarz) lieferte mit Ay = Ay, = 13,14 MHz und A,, =
100,62 MHz eine axialsymmetrische Hyperfeinwechselwirkung.

Im Gegensatz zu der Rotationskorrelationszeit und den Orientierungsparametern wurden bei
der Simulation des X- und Q-Band Spektrums in Abbildung 44, oben also weder der g- oder
Hyperfeintensor noch die Linienbreite gefittet. Dem Fitergebnis in Tabelle 4 ist zu entnehmen,
dass die beiden Spektren mit zwei Parametersédtzen beschrieben werden kénnen. In Anbetracht
der acht unterschiedlichen Bindungsstellen pro WGA-Dimer war zu erwarten, dass sich die Mo-
bilitét und Orienterungsabhéngigkeit der Komponente 1 nicht nur mit einem Parametersatz be-

schreiben ldsst, da sich die Karbohydrat-erkennenden Doméanen zum Teil deutlich voneinander
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6.2 WGA-Ligand 14

unterscheiden. Unter Beriicksichtigung der zehnfach stérkeren Bindungsaffinitdt der priméren
Bindungsstellen!®®!, kann man jedoch bei diesen Bedingungen das Binden an sekundire Bin-
dungsstellen nahezu ausschlieffen und von einer quantitativen Bindung an die vier priméren

Bindungsstellen ausgehen.
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Abbildung 44: Oben: X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 1;
bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 1 (schwarz) mit Simulation (rot). Die si-
multane Simulation der Spektren lieferte die Parameterséitze zur Beschreibung der
Komponente 1.

Unten: X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spekren (T = 295 K) von 1; in
Abwesenheit von WGA (schwarz) mit Simulation (rot). Die simultane Simulation der

Spektren lieferte die Parametersétze zur Beschreibung der Komponente 2.

Die Mobilitéat der Nitroxidspinsonden konnte mit einer axialsymmetrischen Rotationskorrela-
tionszeit beschreiben werden, deren zwei Diffusionskonstanten sich um mehr als eine Grofen-
ordnung voneinander unterscheiden. Diese Beobachtung konnte schon bei verschiedenen ESR-
Studien iiber spinmarkierte Makromolekiile gemacht werden und l4sst sich mit der deutlich gro-

feren Rotationsdiffusion (kurze Rotationskorrelationszeit) entlang der Achse zwischen Makro-
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6.2 WGA-Ligand 14

Parametersatz 1 Parametersatz 2 Einheit
[Axx Ayy Auy) [13,14 13,14 100,62] [13,14 13,14 100,62] MHz
[71 7’”] [0,11 4,88] [0,58 7,46] ns
[lw] 0,156 (0,206) 0,110 (0,570) mT
[A20 A22 Aao] [1,217 1,871 1,398] (2,484 4,113 0,965] /

Tabelle 4: Parametersiitze zur Beschreibung der cw-ESR-Spektren bei einem Ligand/Protein-
Verhéltnis von 1 : 1 (Abbildung 44, oben). Das Verhéltnis der Parametersétze liegt bei 3,7 : 1

und in den runden Klammern sind die Linienbreiten fiir das Q-Band Spektrum angegeben.

molekiil und Spinmarker erkléren. Im Vergleich dazu ist die Rotationskorrelationszeit senkrecht
zu dieser Achse merklich geringer (lange Rotationskorrelationszeit), da hier effektiv ein groferer
hydrodynamischer Radius vorliegt (vgl. Gleichung (47)). Die Betrige der Koeffizienten Agg, A2z,
M40 lassen auf eine hohe Orientierungsabhéngigkeit der Spinmarkerseitenkette und auf eine erheb-
liche Einschrinkung der Seitenkettenkonformation durch die lokale Struktur des WGA-Proteins
schliefien.

Ahnlich wie bei der Komponente 1 sind auch die cw-ESR-Spektren der Komponente 2 experi-
mentell problemlos zugénglich, da hierfiir lediglich eine Messung Ligand 1; in Abwesenheit von
WGA erforderlich ist. In Abbildung 44, unten sind die Messungen (schwarz) im X-Band (links)
und im Q-Band (schwarz) mit den jeweiligen Simulationen (rot) dargestellt. Das X-Band Spek-
trum weist mit seinen drei schmalen Linien mit ann&hernd gleichen Intensitéiten die typischen
Merkmale schneller rotatorischer Diffusion auf, wahrend die drei Linien im Q-Band breiter sind
und sich in ihren Intensitdten deutlich voneinander unterscheiden. Verglichen mit dem X-Band-
Spektrum befindet sich das Q-Band Spektrum in einem langsameren Mobilitdtsbereich in dem
die Linienform stéarker von den dynamischen Prozessen abhéngig ist und daher die Mobilitéat des
Nitroxids besser aufgelost wird. An diesem Beispiel ist klar zu sehen, dass eine hohere Frequenz
besser geeignet ist, um schnelle Dynamiken zu analysieren. Die simultane Auswertung beider
Spektren ergab eine nahezu ideale Simulation. Kleinere Abweichungen am Fufse der Linien sind
auf ¥ C-Satelliten zuriickzufiihren und haben keine nennenswerten Einfluss auf die Qualitit des
Spektrenfits. Bei dem Ligand 1; in Losung konnte der Bewegungsprozess mit einer isotropen
Rotationsdiffusion beschrieben werden. Weiterhin ergab die Simulation der Hyperfeinwechsel-
wirkung einen axialsymmetrischen A-Tensor (siche Komponente 2, Tabelle 5).

Die Bestimmung des cw-ESR-Spektrums von Komponente 3 war verglichen mit den Kompo-
nenten 1 und 2 mit gréoferem Aufwand verbunden. Wie bereits in Abschnitt 6.1 erwéhnt, muss die

Dynamik dieses Bindungszustands mit Hilfe des monovalenten Liganden 23 imitiert werden, da
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ein solcher Bindungsmodus bei moderaten Ligandenkonzentrationen nicht zu erwarten ist. Aller-
dings erwartet man geméf den Ergebnissen der enzymgekoppelten Lektinbindungstests!®! fiir ein
monovalent bindenden Liganden wie 23 eine deutlich geringere Bindungsaffinitét, als fiir divalen-
te Liganden. Dementsprechend liegt selbst bei einem Proteiniiberschuss ein Mischspektrum vor,
das sich aus dem Signal gebundener Liganden 23 und ungebundener Liganden 23 zusammen-
setzt. In Abbildung 45 (oben) sind die auf das Doppelintegral normierten Mobilitdtsmessungen
im X-Band (links, rot) und im Q-Band (rechts, rot) bei einem Ligand/Protein-Verh&ltnis von
1 : 8 dargestellt. Zum Vergleich sind die cw-ESR-Spektren von 23 in Abwesenheit von WGA
in den gleichen Schaubildern eingezeichnet (schwarz). Zwischen den roten und den schwarzen
Linien besteht ein deutlicher Intensitdtsunterschied, da die Messungen mit WGA neben einer
Fraktion ungebundener Liganden eine verlangsamte, monovalent gebundene Fraktion aufweist,
die zu einem Dreilinienspektrum mit grokeren Linienbreiten und geringeren Signalintensitdten
fihrt. Zur Bestimmung der Komponente 3 muss daher vor der Linienformanalyse das Signal der
gebundenen Fraktion von dem Signal der ungebundenen Fraktion separiert werden.

Betrachtet man das Spektrum von Ligand 23 in Anwesenheit von WGA, S(WGA), als Uber-
lagerung der zwei Signale gebundener Ligand S(GEB) und ungebundener Ligand S(UNG) ist es

moglich, mit einer Linearkombination geméfs

S(WGA) —a-S(UNG) = (1 — a) - S(GEB) (48)

das Signal S(GEB) zu extrahieren, da sowohl S(WGA), als auch S(UNG) bekannt sind. Zur
Bestimmung des optimalen a-Parameters wurden von a = 0 bis a = 1 in 0,1 Abstédnden Line-
arkombinationen durchgefiihrt und die resultierenden Linienformen durch einen Fit der Rotati-
onskorrelationszeit simuliert. Die Parameter lw und Az wurden nur zu Beginn optimiert und
bei den Fits der Linearkombinationen durchweg konstant gehalten. Die mittlere quadratische
Fehlerabweichung zwischen der Linearkombination und der Simulation der Linearkombination
wurde fiir das X-Band (Abbildung 45, mitte, links) und Q-Band (Abbildung 45, mitte, rechts)
in Abh&ngigkeit von dem a-Parameter in einem Schaubild aufgetragen. Beiden Schaubildern ist
zu entnehmen, dass fir a =~ 0,3 beziiglich der Fehlerabweichung ein Minimum erreicht wird.
Der Anteil des monovalent gebundenen Liganden 23 in Gegenwart eines achtfachen molaren
Uberschusses an WGA betrigt somit 70 %, wihrend 30 % des Liganden ungebunden vorlie-
gen. Die Auftragung der Absorptionsspektren fiir a = 0 bis a = 0,7 spricht fiir dieses Ergebnis
(Abbildung A70): Es ist klar zu erkennen, dass sowohl im X-Band, als auch im Q-Band die
Absorptionsspektren fiir die Linearkombinationen a > 0,6 negative Werte annehmen. Der Anteil
der ungebundenen Fraktion muss somit deutlich unterhalb von 60 % liegen, um eine negative

Absorption zu vermeiden.
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Abbildung 45:

Oben: Vergleich der normierten X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren
(T =295 K) von 23 bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 8 (rot) und in Abwesen-
heit von WGA (schwarz). Mitte: Auftragung der Fehlerabweichung zwischen der Li-
nearkombination S(WGA) — a - S(UNG) und der Simulation der Linearkombination in
Abhéngigkeit von dem a-Parameter. Unten: Linienformen von S(GEB) nach Gleichung
(48) mit a = 0,3 (schwarz) im X-Band (links) und im Q-Band (rechts). Diese Linienfor-
men entsprechen dem cw-ESR-Spektrum der Komponente 3. Die simultane Simulation

dieser Spektren lieferte den Parametersatz zur Beschreibung der Komponente 3.
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In der Abbildung 45, unten sind die Linienformen des a-Parameters mit der kleinsten Fehlerab-
weichung (a = 0,3) fiir das X-Band (links) und Q-Band (rechts) dargestellt. Diese Linienformen
konnen auch als die cw-ESR-Spektren eines quantitativ monovalent bindenden Liganden 1; auf-
gefasst werden (Komponente 3). Verglichen mit den Linienformen der Komponente 2 (Abbildung
44, unten), weist die Komponente 3 eine deutlich langsamere rotatorische Diffusion auf, da die
Linien breiter sind und sich die Signalintensitdten des Tieffeld-, Mittelfeld- und Hochfeldpeaks
starker unterscheiden. Tatséchlich ergab der simultane Spektrenfit eine Rotationskorrelationszeit,
die um einen Faktor zwei ldnger ist als die der Komponente 2, wahrend sich die Fitparameter
A,, kaum voneinander unterscheiden (Tabelle 5). Analog zu der Komponente 2, kann die Dyna-
mik von Komponente 3 in guter Ndherung mit einer isotropen Rotationsbewegung beschrieben
werden.

Im ersten Teil dieses Abschnitts wurden die cw-ESR-Spektren der drei Komponenten divalent
gebundener Ligand, ungebundener divalenter Ligand und monovalent gebundener divalenter Li-
gand in separaten Experimenten bestimmt und mittels Spektrensimulation vollstdndig beschrie-
ben. Mit diesen Parametersidtzen konnen die Populationen der drei Bindungsmodi fiir beliebige
Ligand/WGA-Mischungsverhéaltnisse ermittelt werden, indem man lediglich die prozentualen An-
teile der Komponenten fittet. Es ist jedoch zu beachten, dass man fiir den Bindungsmodus der
Komponente 3 zwei unterschiedliche ESR-Signale erhiilt: Ein Experiment in Abschnitt 6.3 (Ab-
bildung 58) zeigt, dass die Bindungsaffinitéit der GlcNAc-Reste von der Nitroxidmarkierung nicht
beeinflusst wird und statistisch etwa genauso viele nitroxidmarkierte wie nicht-nitroxidmarkierte
Zuckerreste in der gebundenen bzw. ungebundenen Position zu erwarten sind. Somit setzt sich
das Spektrum dieses Bindungsmodus zur Hilfte aus dem Signal der Komponente 1 und zur
anderen Hilfte aus dem Signal der Komponente 3 zusammen.

Insgesamt wurden fiinf Proben mit den Ligand/Protein-Verhéltnissen 4 : 1,6 : 1,8 : 1, 12 : 1
und 16 : 1 hergestellt und jeweils im X-Band (Abbildung 46 und 47, links) und im Q-Band
(Abbildung 46 und 47, rechts) Mobilitdtsmessungen durchgefiihrt. Die experimentellen Spek-
tren (schwarz) bei allen Mischungsverhéltnissen wurden simuliert (rot). An den Linienformen ist
deutlich zu sehen, dass mit ansteigendem Ligandeniiberschuss die breiten Linien des gebundenen
Liganden fast vollstdndig von dem intensitédtsstarken Dreilinienspektrum des ungebundenen Li-
ganden tiberlagert werden. Ab einem Ligand /Protein-Verhéltnis von etwa 12 : 1 dominiert das
Signal des ungebundenen Liganden die Signale der anderen Bindungsmodi. Das Ergebnis der
Spektrensimulationen aller fiinf Proben ist in Tabelle 6 aufgefiihrt: Es sind die prozentualen An-
teile der drei Komponenten divalent gebundener Ligand (Komponente 1), ungebundener Ligand
(Komponente 2) und monovalent gebundener Ligand (Komponente 3) fiir alle Ligand /Protein-

Verhéltnisse aufgelistet.
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Abbildung 46: Cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 1; (schwarz) mit Simulation (rot) bei einem
Ligand/WGA-Verhéltnis von 4 : 1 (oben), 6 : 1 (mitte) und 8 : 1 (unten). Die si-
multane Simulation der X-Band (links) und Q-Band Spektren (rechts) erfolgte durch

einen Fit der prozentualen Anteile der drei Komponenten in Tabelle 5.
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Abbildung 47: Cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 1; (schwarz) mit Simulation (rot) bei einem
Ligand/WGA-Verhéltnis von 12 : 1 (oben) und 16 : 1 (unten). Die simultane Simu-
lation der X-Band (links) und Q-Band Spektren (rechts) erfolgte durch einen Fit der

prozentualen Anteile der drei Komponenten in Tabelle 5.

Geht man davon aus, dass die Bindungswahrscheinlichkeit des spinmarkierten und nicht spin-
markierten Ende von Ligand 17 gleich ist, erwartet man fiir den Anteil der Komponente 3 einen
gleich grofen Anteil der Komponente 1. Aus diesem Grund ist die Population der monovalent
bindenden Liganden immer doppelt so grofs, wie der prozentuale Anteil von Komponente 3. Dieser

Faktor zwei wurde fiir die Fitergebnisse in Tabelle 6 nicht berticksichtigt.
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Komponente 1 Einheit
[Axx Ayy Auyl [13,14 13,14 100,62] [13,14 13,14 100,62] MHz
[71 7’”] [0,24 4,88] [0,55 7,46] ns
[lw] 0,099 (0,428) 0,188 mT
[A20 A22 Ago] [1,144 2,170 0,011] [0,872 0,686 0,435] /
Komponente 2 Komponente 3 Einheit
[Axx Ayy Azl [13,0 13,0 108,44] [13,14 13,14 108,85] MHz
T 0,23 0,46 ns
lw 0,132 0,104 mT

Tabelle 5: Parametersidtze der drei Komponenten. Das Verhédltnis der Parametersidtze fiir
Komponente 1 liegt bei 1 : 2,1 und in den runden Klammern ist die Linienbreite des
Q-Band Spektrums angegeben. Mit desen Parameterséitzen wurden die Spektren mit den

Ligand /WGA-Mischungsverhéltnissen 4 : 1, 6 : 1, 8 : 1, 12 : 1 und 16 : 1 simuliert.

Ligand/WGA Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3
1:0 0% 99 % 1%
4:1 5 % 23 % 2%
6:1 63 % 35 % 2%
8:1 50 % 46 % 4%
12:1 35 % 63 % 2%
16 : 1 27 % 72 % 1%

Tabelle 6: Prozentuale Anteile der drei Komponenten fiir die Mischspektren mit unterschiedlichen
Ligand /Protein-Verhéltnissen. Das Ligand /Protein-Verhéltnis 1 : 0 entspricht der Messung
Ligand in Abwesenheit von WGA.

Die prozentualen Anteile der drei Komponenten in Abhéngigkeit von dem Ligand/Protein-
Verhéltnis geben ein klares Bild ab. Wahrend der Anteil von Komponente 1 mit ansteigendem
Ligandentiberschuss sinkt, steigt der Anteil von Komponente 2 kontinuierlich an und erreicht bei
einem Ligand/Protein-Verhéltnis von 16 : 1 etwa 72 %. Im Gegensatz dazu bleibt der Anteil von
Komponente 3 fast unveréndert und schwankt zwischen 1 % und 4 %. Ubertragen auf das System
11 /WGA bedeutet dieses Ergebnis, dass der divalente Ligand 11 bis zu einem Ligand/Protein-
Verhéltnis von 16 : 1 fast ausschlieflich {iberbriickend an das WGA-Dimer bindet und den Bin-
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6.2 WGA-Ligand 14

dungsmodus monovalent gebundener divalenter Liganden nahezu komplett verdringt. Proben
mit einem Ligand /Protein-Verhéltnis grofer als 16 : 1 lieferten keine reproduzierbaren Fitergeb-
nisse mehr, da das starke Signal ungebundener Liganden eine Auswertung des schwachen Signals
gebundener Liganden nicht zulésst. Die prozentualen Anteile aller Dreikomponentenfits sind in
dem S#ulendiagramm in Abbildung 48 zusammengefasst, wobei zur Kontrolle auch die cw-ESR-
Spektren von 1; in Abwesenheit von WGA mit den drei Komponenten gefittet wurden (1 : 0
Sdule). Wie zu erwarten ergab der Spektrenfit einen annidhernd hundertprozentigen Anteil der

Komponente 2.

Il Komponente 1

120+ Il Komponente 2

4 Il Komponente 3
100
804

Anteil [%]
(2]
e

1:0 4:1 6:1 8:1 12:.1 16:1
Ligand : Protein

Abbildung 48: Prozentuale Anteile der drei Komponenten in Abhéngigkeit vom Ligand/Protein-
Verhiltnis (siehe Tabelle 6). Das Ligand /Protein-Verhéltnis 1 : 0 entspricht der Messung
Ligand in Abwesenheit von WGA.

Fiir die Proben ab einem Ligand /Protein-Mischungsverhéltnis von 4 : 1 kénnen rein statistisch
alle Bindungsstellen im WGA-Dimer mit divalenten Liganden besetzt werden, wohingegen fiir
die Probe mit dem Mischungsverhéltnis von 1 : 1 statistisch nur zwei von acht Bindungsstellen
besetzt werden konnen. Es ist daher zu erwarten, dass bei den Proben ab dem Mischungs-
verhéltnis von 4 : 1 neben den priméaren Bindungsstellen auch sekundire Bindungsstellen mit
Liganden besetzt werden. Da sich die Karbohydrat-erkennenden Doménen der priméren und
sekundéren Bindungsstellen strukturell voneinander unterscheiden, mussten die Parameter zur
Beschreibung der Komponente 1 entsprechend angepasst werden. Die Anpassung der Parame-
ter von Komponente 1 bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 1 an die Bedingungen eines

Ligand/WGA-Verhéltnisses von > 4 : 1 kann den Tabellen 4 und 5 entnommen werden.
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Das Fitergebnis in Abbildung 48 sollte angesichts der niedrigen Anteile von Komponente 3 ge-
nauer untersucht werden. Daher wurde iiberpriift, wie sich eine Erhéhung des prozentualen An-
teils von Komponente 3 auf die Fehlerabweichung zwischen dem experimentellen Spektrum und
der Simulation auswirkt. Dazu wurden mit den Parametersétzen in Tabelle 5 mehrere Spektren
simuliert, wobei die Anteile der Komponenten 2 und 3 dem steigenden Anteil von Komponente 3
entsprechend angepasst wurden. Die Auftragung der mittleren quadratischen Abweichung (rmsd)
zwischen diesen Simulationen und den experimentellen Spektren gegen den Anteil der Kompo-
nente 3 liefert ein klares Ergebnis (Abbildung A71): Fir die Proben mit den Ligand/Protein-
Verhiéltnissen 6 : 1, 8 : 1, 12 : 1 und 16 : 1 steigt die Fehlerabweichung mit steigendem Anteil
der Komponente 3 streng monoton an. Dieser Befund spricht fiir einen sehr geringen Anteil

monovalent bindender Liganden.

Signal /Rauschen Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3
400 / 1 39,5 % + 0,20 % 57,6 % + 0,31 % 2,9 % + 0,39 %
100 / 1 40,2 % + 1,59 % 58,7 % £+ 2,55 % 1,1 % +£161%
50 /1 421 % + 3,34 % 56,5 % + 5,88 % 14 % + 2,52 %
20 /1 35 % 41 % 24 %

Tabelle 7: Abschétzung der Fehlergrenzen in Abhéngigkeit vom Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Die Frak-
tionen der verrauschten Simulation betragen 40 %/ 57 %/ 3 % (siehe Text).

Eine ausfiihrlichere Interpretation der Linienformanalysen ist aber erst dann moglich, wenn
die Préazision des Fitalgorithmus bzw. die Fehlergrenzen der Fitparameter bekannt sind. Deshalb
wurden die Reproduzierbarkeit und die Fehlergrenzen der Fitparameter in Abhéngigkeit von der
Rauschintensitat untersucht. Dazu wurde mit den Parametersidtzen in Tabelle 5 ein Mischspek-
trum simuliert, dessen Anteile der drei Kompononten mit 40 % / 57 % / 3 % so gewéhlt wurden,
dass sie ungefihr im Bereich der Fitergebnisse liegen. Anschlieffend wurde zu den simulierten
Spektren ein Boltzmann-verteiltes Rauschsignal addiert. Insgesamt wurden vier verschiedene
Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse erzeugt: 400/1, 100/1, 50/1, 20/1 (Abbildung 49, schwarz). Um
zu priifen bei welcher Rauschintensitdt der Algorithmus noch zuverldssliche Ergebnisse liefert,
wurden diese kiinstlich verrauschten Simulationen mit den Input-Parameterséitzen gefittet (Ab-
bildung 49, rot). Dabei wurden lediglich die prozentualen Anteile der drei Komponenten gefittet,
wahrend die Parametersitze selbst unverdndert blieben. Die Reproduzierbarkeit der Fitparame-
ter lasst sich abschétzen, indem man die prozentualen Anteile der Komponenten, aus denen sich
die verrauschte Simulation zusammensetzt (40 %/ 57 %/ 3 %), mit dem Fitergebnis vergleicht.

Zur Bestimmung der Fehlergrenzen wurden die Simulationen fiir jedes kiinstlich verrauschte Spek-
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Abbildung 49: Simulierte Spektren mit kiinstlich erzeugtem Rauschen (schwarz) mit Simulation (rot).
Die Signal-zu-Rausch Verhéltnisse betragen 400/1 (oben links), 100/1 (oben rechts),
50/1 (unten links) und 20/1 (unten rechts). Es ist zu beachten, dass sich die Angaben
zum Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf das Verhéltnis zwischen der maximalen Signalin-

tensitdt und der Standardabweichung der Rauschintensitit bezieht.

trum mindestens zehn mal wiederholt und fiir jede der Komponenten die Standardabweichung
berechnet. In der Tabelle 7 sind die Fitergebnisse der drei Komponenten mit den jeweiligen Stan-
dardabweichungen fiir alle vier Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse aufgefiihrt. Aus der Tabelle geht
hervor, dass die drei Input-Parameter bis zu einem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von 50/1 mit
einer Abweichung von wenigen Prozent reproduziert werden kénnen und die Standardabweichung
von 0,3 % - 0,4 % (400/1) auf 2,5 % - 5,8 % (50/1) ansteigt. Erst bei einem Signal-zu-Rausch
Verhiltnis von 20/1 ist das Rauschen so grofs, dass der Fitalgorithmus kein verlassliches Ergebnis
mehr liefern kann. Auf die Angabe einer Standardabweichung wurde in diesem Fall verzichtet.
Eine Abschétzung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der experimentellen Spektren ergibt in et-

wa 500/1 fiir die Messungen im X-Band und 100/1 fiir die Messungen im Q-Band. Unter Be-
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Abbildung 50: Speziationsprofil fiir die Wechselwirkung zwischen divalenten Liganden und divalenten
Rezeptoren mit KEM = 100. In dem Schaubild ist die iiberbriickend bindende Spe-
zies (griin), die monovalent gebundene Spezies (blau) und Bindungsstellenbesetzung
© (schwarz) eingezeichnet. In dem gepunkteten Konzentrationsbereich findet fast aus-

schlieflich tiberbriickendes Binden statt.

riicksichtigung der Standardabweichungen in Tabelle 7 kann man daher fiir die Fitergebnisse in
Abbildung 48 von einem Fehler im Bereich von 2 % - 3 % ausgehen. Geméif dieser Abschit-
zung liegt der Anteil von Komponente 3 weitestgehend innerhalb der Fehlertoleranz. Uberdies
ist beziiglich der Entwicklung des prozentualen Anteils von Komponente 3 in Abhéngigkeit von
der Ligandenkonzentration keine klare Tendenz erkennbar, da der Anteil zunéchst von 2 % (Li-
gand/Protein = 4 : 1) auf 4 % (Ligand/Protein = 8 : 1) ansteigt, um dann wieder auf 1 %
(Ligand /Protein = 16 : 1) zu fallen. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen ausschlieflich tiber-
briickend bindenden Liganden 1; und gegen eine bedeutsame Population monovalent bindender
Liganden 1;.

Das Speziationsprofil fiir die Wechselwirkung zwischen divalenten Liganden und divalenten
Rezeptoren in Abbildung 50 kann Aufschluss dariiber geben, warum der divalente Ligand 11 bis
zu einem Ligand/Protein-Verhéltnis von 16 : 1 nicht signifikant monovalent bindet. Aufgrund

dominanter Chelatwechselwirkungen ist der Bindungsmodus des iiberbriickend bindenden Li-
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ganden iiber einen breiten Konzentrationsbereich die vorherrschende Spezies (griin) und erst bei
einem hohen Ligandeniiberschuss wird dieser Zustand von dem monovalent bindenden Liganden
verdréngt (blau). Da das ,,Umschalten” zwischen diesen beiden Zusténden innerhalb eines klei-
nen Konzentrationsfensters stattfindent, liegt bei einer Ligandenkonzentration 17, die deutlich
kleiner als [11]y = EM/2 ist, keine nennenswerte Population monovalent gebundener divalen-
ter Liganden vor. Es ist also naheliegend, dass selbst bei einem Ligand/Protein-Verhéltnis von
16 : 1 die Konzentration von 1; unterhalb von EM/2 liegt (gepunkteter Bereich) und deswe-
gen fast ausschlieflich das ESR-Signal von divalent gebundenen und ungebundenen Liganden
detektiert wurde. Die mikroskopische effektive Molaritait EM liegt fiir das System 1;/WGA
ausserhalb des Zugénglichkeitsbereich der cw-ESR-Spektroskopie, da die starken Chelatwech-
selwirkungen sehr hohe Ligandenkonzentrationen erforderlich machen. Bei diesen Bedingungen
werden die schwachen Signale der gebundenen Liganden von den starken Signalen ungebundener
Liganden komplett iiberlagert, was zur Folge hat, dass eine reproduzierbare Linienformanalyse
der cw-ESR-Spektren nicht mehr moglich ist. Ungeachtet davon haben ESR-spektroskopische
Methoden prinzipiell das Potential den mikroskopischen Parameter EM zu bestimmen und che-
latbedingte Kooperativitdt zu charakterisieren, solange die Chelatwechselwirkungen in diesem
System nicht zu stark ausgepragt ist.

Ungeachtet davon, kann aus den vorliegenden ESR-Daten abgeschétzt werden, wie groft der
EM-Parameter fiir das System 17 /WGA mindestens sein muss. Da die Ligandenkonzentration
fiir die Probe mit dem groften Ligand/WGA-Verhéltnis bekannt ist (16 : 1, [11] = 800 uM), kann
iiber die Beziehung [BB|y = EM/2 dieser Wert auf EM > 1600 + 48 pM abgeschétzt werden.
Gleichzeitig legt dieser EM-Wert die Obergrenze des Konzentrationsbereichs fest, in dem EM
mit ESR-spektroskopischen Methoden analysiert werden kann.
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6.3 WGA-Ligand 24

6.3 Untersuchung des divalenten Liganden 2;

In diesem Abschnitt sollen die Bindungsmodi des divalenten WGA-Liganden 2 untersucht wer-
den, dessen Linker nicht lang genug ist, um chelatisierend an WGA zu binden (siehe Kapitel 5). Im
Gegensatz zum Liganden 17 erwartet man hier kein Gleichgewicht zwischen den in Abbildung 41
gezeigten Bindungsmodi, sondern einen ausschlieflich monovalent bindenden Liganden. Man
rechnet auch fiir 27 in Gegenwart von WGA mit drei verschiedenen Beitréigen, aus denen sich das
cw-ESR-Spektrum zusammensetzt: Das Signal des gebundenen Ende eines monovalent binden-
den Liganden (Komponente 1), das Signal des ungebundenen Ende eines monovalent bindenden
Liganden (Komponente 3) und das Signal der ungebundenen Liganden (Komponente 2). Nimmt
man dabei an, dass die Bindungsaffinitdt des nitroxidmarkierten und nicht-nitroxidmarkierten
Ende gleich ist, sollten auch die prozentualen Anteile von Komponente 1 und Komponente 3
gleich grof sein. Die Spektrensimulation wiirde sich in diesem Fall erheblich vereinfachen, da
das Verhaltnis zwischen den Komponenten 1 und 3 konstant bleibt und nur noch der Anteil von

Komponente 2 zu bestimmen wére.

Lsg | Lsg

[ ]

di/dB, / a. u.
di/dB,/a. u

0,332 0,336 0,340 1,196 1,200 1,204
By /T By/T

Abbildung 51: X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 27 in Abwesen-
heit von WGA (schwarz) mit Simulation (rot). Die simultane Simulation der Spektren

lieferte den Parametersatz zur Beschreibung der Komponente 2.

Ahnlich wie in Abschnitt 6.2 wurden die cw-ESR-Spektren der drei Komponenten in separaten
Experimenten gemessen und mit Linienformanalysen vollstdndig beschrieben, um dann mit einer
Linearkombination der Simulationen die Mischspektren zu simulieren. Dabei wurden alle Proben
gemif der Bifrequenz-ESR-Methode sowohl im X-Band (9 GHz), als auch im Q-Band (34 GHz)

gemessen. Allerdings bereitet die Bestimmung der Komponente 1 Schwierigkeiten, da sie nur
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zusammen mit der Komponente 2 auftritt. Deshalb wurden zunéchst die cw-ESR-Spektren von
Komponente 2 und Komponente 3 aufgenommen und deren Parametersidtze mit Hilfe von Li-
nienformanalysen ermittelt. Die Simulationen von Komponente 2 und 3 wurden wiederum als
Input-Daten zur Bestimmung der Parametersédtze von Komponente 1 genutzt.

In Abbildung 51 sind die X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren von 2; ohne
WGA-Dimer (schwarz) mit Simulation (rot) dargestellt. Das X-Band weist drei schmale Linien
mit anndhernd gleichen Signalintensitdten auf, die ein typisches Erkennungsmerkmal hoher ro-
tatorischer Diffusion des Nitroxids darstellen, wohingegen sich die Intensitdten drei Linien im
Q-Band Spektrum deutlich voneinander unterscheiden. Das Q-Band Spektrum befindet sich im
Gegensatz zum X-Band Spektrum nicht im Regime der schnellen Bewegung, sondern in einem
moderateren Mobilitatsregime. Die ,Zeitskala“ des Q-Bands ist daher besser geeignet, um die
Dynamik von 27 in Abwesenheit von WGA aufzulésen. Bei der simultanen Simulation des X-
und Q-Band Spektrums wurde lediglich die Hyperfeinwechselwirkung in z-Richtung (A,,) und
die isotrope Rotationskorrelationszeit (7.) gefittet, wihrend die Linienbreite (lw) nur zu Begin
des Fitprozesses optimiert wurde. Der gewonnene Parametersatz diente zur Beschreibung der
Komponente 2 (Tabelle 8). Ein Vergleich der Rotationskorrelationszeit von 17 (7. = 0,46 ns)
und 27 (7. = 0,48 ns) in Abwesenheit von WGA zeigt, dass die Diffusionskonstante des Liganden
mit dem langerem Linker um 0,02 ns kiirzer ist, als die Diffusionskonstante des Liganden mit
dem kiirzeren Linker. Obwohl man bei der Bestimmung von 7. eine Fehlerabweichung in diesem
Grofkenbereich erwartet, sprechen diese Werte doch fiir einen kleineren hydrodynamischen Ra-
dius von 17. Dieser Vergleich ist ein weiterer Hinweis darauf, dass der Linker von 1; in Lésung
eine gefaltete Konformation aufweist.

Analog zu dem Liganden 1; wurde auch fiir Ligand 2; die Komponente 3 mit Hilfe eines
monovalenten WGA-Liganden bestimmt. Das Linkerende dieses monovalenten Liganden 24 ist
mit einem Spinmarker versehen und soll die Mobilitdt des ungebundenen Ende eines monovalent
gebundenen divalenten Liganden 2; simulieren. Beziiglich der Spinmarkerdynamik sind keine
nennenswerte Abweichungen zu erwarten, da 2; und 24 den geichen Linker aufweisen und sich
die Anzahl der frei rotierbaren Atombindungen zwischen GlcNAc-Reste und Spinmarker nur um
eine C-C-Einfachbindung unterscheidet. Die Bindungsaffinitat fiir monovalente Liganden wie 24
ist jedoch deutlich geringer als die Bindungsaffinitit des divalenten Liganden 21, weshalb man
bei dem cw-ESR-Spektrum von 24 in Anwesenheit von WGA neben dem ESR-Signal gebunde-
ner Liganden, auch das ESR-Signal von ungebundenen Liganden beobachtet. In Abbildung 52,
oben sind zum Vergleich die normierten cw-ESR-Spektren von 24 in Gegenwart eines achtfachen
molaren Uberschusses an WGA (schwarz) und in Abwesenheit von WGA (rot) in einem Schau-

bild dargestellt. Sowohl im X-Band (links) als auch im Q-Band (rechts) weisen die roten und
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Abbildung 52: Oben: Vergleich der normierten X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren
(T = 295 K) von 24 bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 8 (schwarz) und in Ab-
wesenheit von WGA (rot). Mitte: Auftragung der Fehlerabweichung zwischen der Li-
nearkombination S(WGA) - a - S(UNG) und der Simulation der Linearkombination in
Abhéngigkeit von dem a-Parameter. Unten: Linienformen von S(GEB) nach Gleichung
(45) mit a = 0,3 (schwarz) im X-Band (links) und im Q-Band (rechts). Diese Linienfor-
men entsprechen dem cw-ESR-Spektrum der Komponente 3. Die simultane Simulation

der Spektren lieferte den Parametersatz zur Beschreibung der Komponente 3.
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schwarzen Linien grofie Intensitédtsunterschiede auf. Der Unterschied resultiert aus einer grofen
Fraktion monovalent gebundener Liganden, deren verringerte Mobilitdt zu einem Signal mit
groferer Linienbreite und geringerer Signalintensitéit fiihrt (schwarz). Die roten und schwarzen
Linien in Abbildung 52, oben wiren nahezu deckungsgleich, wenn die Fraktion der monovalent
gebundenen Liganden auch in Anwesenheit von WGA 0 % betragen wiirde.

Wie bereits in Abschnitt 6.2 gezeigt, besteht die Moglichkeit, das Signal der gebundenen Frakti-
on von dem Signal der ungebundenen Fraktion zu separieren, indem man eine Linearkombination
geméaf der Formel (48) durchfiithrt. Man geht hier davon aus, dass sich das Spektrum von 24
in Anwesenheit von WGA (S(WGA)) als Uberlagerung der Spektren 24 ohne WGA (S(UNG))
und 24 gebunden an WGA (S(GEB)) darstellen lisst. Das Verhéltnis zwischen den Fraktionen
S(UNG) und S(GEB) wird von dem a-Parameter festgelegt, wobei a = 0 einem quantitativ ge-
bundenen Liganden und a = 1 einem quantitativ ungebundenen Liganden entspricht. Um den
Anteil der gebundenen Fraktion zu ermitteln, wurde von dem Spektrum S(WGA) das Spektrum
S(UNG) von a = 0 bis a = 1 in a = 0,05 Abstéinden subtrahiert und die resultierenden Linear-
kombinationen durch einen Fit der Rotationskorrelationszeit simuliert. Die mittlere quadratische
Fehlerabweichung zwischen der Linearkombination und der Simulation (rmsd) wurde jeweils fiir
das X-Band (Abbildung 52, mitte, links) und Q-Band (Abbildung 52, mitte, rechts) in Abhén-
gigkeit von dem a-Parameter in einem Schaubild aufgetragen. Bei beiden Schaubildern liegt der
a-Parameter mit der geringsten Fehlerabweichung bei a ~ 0,1, d.h. der Anteil des gebundenen
monovalenten Liganden 24 in Anwesenheit eines achtfachen molaren Uberschusses an WGA
betragt rund 90 %. Die Kurvenverlaufe fiir die X-Band und Q-Band-Daten weisen eine grofe
Ahnlichkeit auf und man beobachtet bei beiden Schaubildern einen streng monotonen Anstieg
der Fehlerabweichung fiir a-Werte grofser als 0,1. Dieser Befund bestétigt sich, wenn man die
Absorptionspektren der Linearkombinationen in Abhéngigkeit von dem a-Parameter untersucht
(Abbildung A72). Es ist deutlich zu sehen, dass sowohl im X-Band (links), als auch im Q-Band
(rechts) die Absorptionsspektren fiir a > 0,2 eine unstetige Form aufweisen und fiir a > 0,5 sogar
negative Werte annehmen. Dieses Ergebnis spricht fiir eine Fraktion ungebundener Liganden die
deutlich unterhalb von 0,5 liegt. Nicht zuletzt erscheint angesichts des achtfachen molaren Uber-
schuss an WGA und des ICyg-Werts im niedrigen millimolaren Bereich eine gebundene Fraktion
von rund 90 % durchaus plausibel.

Die simultane Simulation der X-Band und Q-Band Linearkombinationen mit der geringsten
Fehlerabweichung (a = 0,1) lieferte den Parametersatz zur Beschreibung der Komponente 3. In
Abbildung 52 (unten) sind die entsprechenden Linearkombinationen (schwarz) mit Simulation
(rot) im X-Band (links) und im Q-Band (rechts) dargestellt. Bei den schwarzen Linien handelt es
sich ausschlieflich um das Signal S(GEB), welches mit Hilfe der Linearkombination von S(UNG)
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Abbildung 53: Cw-ESR-Spektrum (T = 120 K) von 21 bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 8
(schwarz) mit Simulation (rot). Der Spektrenfit lieferte die Hauptwerte des Hyperfein-

tensors der Komponente 1.

separiert wurde. Daher kann man diese Linien auch als die cw-ESR-Spektren eines quantitativ
monovalent bindenden Liganden 24 auffassen. Der Spektrenfit ergab eine Rotationskorrelations-
zeit (1. = 0,48 ns), die doppelt so grof ist wie die der Komponente 2 (7, = 0,24 ns), wihrend sich
die Hyperfeinaufspaltungen der Komponenten 2 (A,, = 108,44 MHz) und 3 (Azz = 108,85 MHz)
nur unwesentlich voneinander unterscheiden. Die Parameter A,;, Ay, und lw wurden nicht bzw.
nur zu Beginn des Fitprozesses angepasst (Tabelle 8). Verglichen mit dem Liganden 23 weist der
Ligand 24 eine Rotationskorrelationszeit auf, die um 0,02 ns langsamer ist (vgl. Komponente 3
von Tabelle 5 und 8). Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da der nitroxidmarkierte Lin-
ker bei 24 um mehrere Atombindungen kiirzer ist als fiir 23 und daher die rotatorische Mobilitat
mehr eingeschrankt wird.

Wie bereits erwéhnt, ist die Bestimmung der Komponente 1 mit groferem Aufwand verbunden,
da sie geméaft den Modellvorstellungen stets zusammen mit der Komponente 3 auftritt. Weiterhin
muss man aufgrund der schwécheren Bindungsaffinitdt monovalenter WGA-Liganden selbst in
Gegenwart eines WGA-Uberschusses mit ungebundenen Liganden rechnen. Daher sind fiir die
Simulation der Komponente 1 alle drei Komponenten notwendig, wobei die Komponenten 2 und
3 bereits ermittelt wurden (siehe oben).

In der Abbildung 54, oben sind die X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren
(schwarz) mit einem 21 /WGA-Verhéltnis von 1 : 1 dargestellt. Beide Spektren verfiigen iiber de-
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tailreiche Linienformen, die zum einen auf eine Dynamik schliefsen lassen, die nicht mit isotroper
Rotationsdiffusion beschrieben werden kann, und zum anderen ist angesichts der sehr schmalen
Linien bei 333,1 mT und 336,3 mT (X-Band) ein erheblicher Anteil an ungebundenen Liganden zu
erwarten. Ahnlich wie fiir den Liganden 1; wird auch hier die Nitroxiddynamik durch die Stereo-
metrie des WGA-Proteins eingeschrankt, was zur Folge hat, dass die Spinmarkerseitenkette nur
bestimmte Konformationen annehmen kann. Deshalb wurde zur Beschreibung dieses Spinsystems
das MOMD-Modell verwendet, wobei die Orientierungsabhingigkeiten der Spinmarkerseitenket-
ten mit den drei Kugelflichenfunktionen Agg, Mgz, Agp entwickelt und die dynamischen Prozesse
mit einem axialsymmetrischen Diffusionstensor (7., 7) charakterisiert wurden. Die Linienbreiten
(Iw) wurden, wenn notig, als einzigste Parameter fiir das X-Band bzw. Q-Band separat optimiert
und bei dem anschliefenden Fitprozesses konstant gehalten, wihrend die g-Werte wie gewohnt
der Literatur entnommen wurden.

Auch die Hyperfeinwechselwirkung musste nicht aus den X- und Q-Band Spektren in Abbil-
dung 54, oben ermittelt werden, sondern liefs sich mit gréferer Prazision in einem Vorexperiment
bestimmen. Dazu wurde bei einem 23 /WGA-Verhéltnis von 1 : 8 ein Tieftemperatur-cw-ESR-
Spektrum im X-Band aufgenommen und eine Linienformanalyse durchgefiihrt. Festkorperspek-
tren im X-Band eignen sich besonders gut zur Bestimmung des Hyperfeintensors, da sie eine ma-
ximale anisotrope Linienverbreiterung aufweisen, die von Hyperfeinwechselwirkungen dominiert
wird. In der Abbildung 53 ist das entsprechende Festkorperspektrum (schwarz) mit Simulation
(rot) dargestellt. Die Simulation ergab mit Ay = Ay, = 13,14 MHz und A,, = 100,62 MHz
eine axialsymmetrische Hyperfeinwechselwirkung, die exakt mit dem Fitergebnis der Messung
in Abbildung 43 {ibereinstimmt. Bei der simultanen Simulation der X- und Q-Band Spektren in
Abbildung 54 und 55 wurden somit A-Tensor, g-Tensor und die Linienbreite als unverdnderliche
Input-Parameter vorgegeben, wiahrend die Orientierungsparameter, die Rotationskorrelationszei-
ten und die Anteile der drei Komponenten gefittet wurden.

Die Linienformanalyse in Abbildung 54, oben fiihrte zu Fitparameter wie in Tabelle 8 aufge-
fiihrt. Analog zu Abschnitt 6.2 konnte die Komponente 1 mit zwei Parametersétzen beschrieben
werden, was angesichts der acht Kohlenhydrat-erkennenden Doménen mit teilweise deutlich un-
terschiedlichen Stereometrien zu erwarten war. Die dynamischen Prozesse der Komponente 1
lassen sich mit einer axialsymmetrischen Rotationskorrelationszeit beschreiben, deren Diffusi-
onskonstanten 7, und 7 sich um einen Faktor zwei bzw. drei voneinander unterscheiden. Diese
Differenz lasst sich mit der deutlich gréfleren Rotationsdiffusion entlang der Achse zwischen
Makromolekiil und Spinmarker erkldren, da diese Richtung den effektiv kleinsten hydrodyna-
mischer Radius aufweist. Verglichen mit der Komponente 1 aus Abschnitt 6.2 sind die Betréige

der Koeffizienten Aog, Aoo und Ay4g deutlich niedriger und lassen auf eine geringere Restriktion
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Abbildung 54: Cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 2; (schwarz) mit Simulation (rot) bei einem

Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 1 (oben), 2 :

1 (mitte) und 4 : 1 (unten). Die si-

multane Simulation der X-Band (links) und Q-Band Spektren (rechts) erfolgte durch

den Fit der prozentualen Anteile der drei Komponenten in Tabelle 8.
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Abbildung 55: Cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 2; (schwarz) mit Simulation (rot) bei einem

Ligand/WGA-Verhéltnis von 6 : 1 (oben) und 8 : 1 (unten). Die simultane Simu-
lation der X-Band (links) und Q-Band Spektren (rechts) erfolgte durch den Fit der

prozentualen Anteile der drei Komponenten in Tabelle 8.

der Spinmarkerseitenketten durch die lokale Struktur des WGA-Proteins schliefen. Weiterhin

ist

der Tabelle 9 zu entnehmen, dass selbst bei einem Ligand/Protein-Verhéltnis von 1 : 1 der

Anteil ungebundener Liganden 8,5 % betragt, wihrend die Komponente monovalent gebunde-

ner Ligand mit annédhernd 0 % praktisch nicht vorkommt. Dieses Ergebnis entspricht nicht den

Er

zu

wartungen des Modellsystems, da man hier von einem cw-ESR-Spektrum ausging, das sich

gleich grofen Anteilen aus dem Signal des gebundenen Ende (Komponente 1) und dem Si-

gnal des ungebundenen Ende (Komponente 3) der monovalent bindenden divalenten Liganden

zu

samimensetzt.

Nach Abschluss der Vorexperimente waren die Parametersétze aller drei Komponenten be-
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kannt. Mit diesen Parametersidtzen konnten die prozentualen Anteile der drei Komponenten
fiir eine cw-ESR-Messung mit unterschiedlichen Ligand /WG A-Mischungsverhéltnissen bestimmt
werden, indem lediglich die relativen Verhéltnisse der Komponenten gefittet wurden. Insgesamt
wurden vier Proben mit den Ligand/Protein-Verhéltnissen 2 : 1,4 : 1, 6 : 1 und 8 : 1 herge-
stellt und jeweils im X-Band (Abbildung 54 und 55, links) und im Q-Band (Abbildung 54 und

55, rechts) Mobilitdtsmessungen durchgefiihrt. Die experimentellen Spektren wurden simuliert

(rot).
Komponente 1 Einheit
[Ayx Ayy Az [13,14 13,14 100,62] [13,14 13,14 100,62] MHz
[ 7] [0,50 1,87] [3,11 5,66] ns
[lw] 0,275 0,107 (0,380) mT
[A20 A22 Ago] [0,680 0,112 0,475] [0,219 0,640 0,015] /
Komponente 2 Komponente 3 Einheit
[Axx Ayy Azl [13,14 13,14 108,44] [13,14 13,14 108,85] MHz
T 0,24 0,48 ns
lw 0,132 0,104 mT

Tabelle 8: Parametersitze der drei Komponenten. Das Verhéltnis der Parametersitze fiir
Komponente 1 liegt bei 1 : 3,4 und in den runden Klammern ist die Linienbreite des Q-

Band Spektrums angegeben.

Ligand/WGA Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3
1:0 1% 98 % 1%
1:1 92 % 8 % 0 %

2:1 82 % 16 % 2%
4:1 63 % 35 % 2%
6:1 47 % 50 % 3 %
8:1 36 % 63 % 1%

Tabelle 9: Prozentuale Anteile der drei Komponenten fiir die Mischspektren mit unterschiedlichen
Ligand/Protein-Verhéltnissen. Das Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 0 entspricht der Mes-
sung Ligand in Abwesenheit von WGA.
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Die Linienformen in Abhéngigkeit von dem Ligand/Protein-Verhéltnis ergeben ein #hnliches
Bild wie in Abschnitt 6.2. Es ist deutlich zu sehen, dass die schmalen Linien des ungebundenen
Liganden mit steigendem Ligand/Protein-Verhéltnis intensiver werden und die breiten Linien
des gebundenen Liganden schliefslich vollstdndig tiberlagern. Schon ab einem Ligand/Protein-
Verhéltnis von 6 : 1 werden die Linienformen von dem Dreilinienspektrum der ungebunde-
nen Liganden dominiert. Der hohe Anteil ungebundener Liganden bei vergleichsweise niedrigen
Ligand/Protein-Verhéltnissen spricht fiir eine niedrigere Bindungsaffinitét des kiirzeren Ligan-
den. Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit den ELLA-Werten des divalenten

Liganden 1; (IC50 = 57 uM) und des divalenten Liganden 2, (ICso = 734 uM)I8l,

120 Il Komponente 1
b I Komponente 2
1 Il Komponente 3

100+
80-

60+

Anteil [%]

404

20+

1:0 1:1 2:1 4:1 6:1 8:1
Ligand : Protein

Abbildung 56: Prozentuale Anteile der drei Komponenten in Abhéngigkeit vom Ligand/Protein-
Verhéltnis. Das Ligand/Protein-Verhédltnis von 1 : 0 entspricht der Messung Ligand
in Abwesenheit von WGA.

Das Ergebnis der simultanen Spektrensimulationen aller vier Proben ist in Tabelle 9 zusam-
mengefasst. Es sind jeweils die prozentualen Anteile der drei Komponenten gebundenes Ende
eines monovalent bindenden Liganden (Komponente 1), ungebundenes Ende eines monovalent
bindenden Liganden (Kompoenente 3) und ungebundener Ligand (Komponente 2) aufgefiihrt.
Beziiglich der Entwicklung der prozentualen Anteile in Abhé&ngigkeit von dem Ligand/Protein-
Verhiéltnis findet man eine vergleichbare Situation vor, wie fiir den Liganden mit dem ldngeren
Linker (11). Wahrend der Anteil von Komponente 1 mit steigendem Ligandeniiberschuss auf bis

zu 36 % sinkt, wichst der Anteil von Komponente 2 kontinuierlich an und erreicht bei einem
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Ligand/Protein-Verhéltnis von 8 : 1 etwa 63 %. Demgegeniiber schwankt der Anteil von Kom-
ponente 3 auf einem niedrigen Niveau und ohne erkennbares Muster zwischen 1 % und 3 %. Den
Daten zufolge setzen sich die Mischspektren aus dem Signal des gebundenen Ende eines mono-
valent bindenden Liganden und dem Signal des ungebundenen Liganden zusammen, wohingegen
das Signal des freien Ende eines monovalent gebundenen Liganden praktisch nicht nachweisbar
ist. Dieses interessante Ergebnis soll im spéteren Teil dieses Abschnitts ausfiihrlicher diskutiert
werden. Fiir Proben mit einem Ligand/Protein-Verhéltnis grofer als 8 : 1 lieferten die Simula-
tionen keine reproduzierbaren Fitparameter, da das starke Signal des ungebundenen Liganden
eine Auswertung des schwachen Signals gebundener Liganden nicht mehr gestattet. Die Fiter-
gebnisse in Tabelle 9 wurden in dem Sdulendiagramm in Abbildung 56 zusammengefasst, wobei
zur Kontrolle auch die X- und Q-Band-Spektren von 2; in Abwesenheit von WGA mit den drei
Komponenten gefittet wurden (1 : 0 Sdule).

Um die Fitergebnisse zu verifizieren, wurde untersucht, wie sich die Qualitdt der Spektrenfits
veréndert, wenn die geringen Anteile der Komponente 3 erhoht und die Anteile der Komponen-
ten 1 und 2 entsprechend erniedrigt werden. Dazu wurde mit den Parametersétzen in Tabelle 8
mehrere Spektren simuliert und dabei nur die Anteile der Komponenten angepasst, wiahrend die
Parameterséatze selbst unveréndert blieben. Der prozentuale Anteil von Komponente 3 wurde hier
auf 0 %, 10 %, 30 % und 50 % festgelegt. Um zu priifen wie sich die Fitqualitéit in Abhidngigkeit
von dem Anteil der Komponente 3 verédndert, wurde die mittlere quadratische Fehlerabweichung
(rmsd) zwischen diesen Simulationen und dem experimentellen Spektrum bestimmt. Nach die-
sem Prinzip wurde fiir alle experimentellen Spektren verfahren (Ligand/Protein-Verhéltnisse
4:1,6:1und 8:1). In der Abbildung A74 ist zu sehen, dass fiir simtliche Proben die Fehler-
abweichung mit steigendem Anteil der Komponente 3 streng monoton ansteigt. Dieses Ergebnis
zeigt, dass der Anteil monovalent bindender Liganden mit frei beweglichem Ende fiir die drei
untersuchten Proben gegen Null geht.

Analog zu Abschnitt 6.2 wurden fiir die Fitergebnisse in Abbildung 56 die Fehlergrenzen der
Fitparameter in Abhéngigkeit von dem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis abgeschéitzt. In Tabelle 10
sind die Fitergebnisse der drei Komponenten fiir alle vier Signal-zu-Rausch-Verhaltnisse ange-
geben. Wie zu erwarten nimmt die Standardabweichung mit abnehmenden Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis von rund 0,3 % (S/N = 400) auf rund 2 % - 7 % (S/N = 50) stark zu, wihrend die
Mittelwerte in allen Féllen erstaunlich gut mit den Input-Parametern iibereinstimmen. Erst bei
einem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von 20/1 ist das Rauschen so grof, dass der Fitalgorithmus
kein verléssliches Ergebnis mehr liefert. Geméafs dieser Abschitzung ist der Fitalgorithmus geeig-
net, um cw-ESR-Spektren mit einem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis grofer als 50/1 auszuwerten.

Da das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der ezperimentellen Spektren im X-Band 500/1 und im Q-
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Abbildung 57: Simulierte Spektren mit kiinstlich erzeugtem Rauschen (schwarz) mit Simulation (rot).
Die Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse betragen 400/1 (oben links), 100/1 (oben rechts),
50/1 (unten links) und 20/1 (unten rechts). Es ist zu beachten, dass sich die Angaben
zum Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf das Verhéltnis zwischen der maximalen Signalin-

tensitdt und der Standardabweichung der Rauschintensitét bezieht.

Band 100/1 betrigt, erwartet man unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen in Tabelle 10
einen Fehler im Bereich von 2 % - 3 %. Somit liegt auch bei dem Liganden 25 der Anteil von Kom-
ponente 3 weitestgehend innerhalb der Fehlertoleranz. Dieses Resultat spricht fiir einen duferst
geringen Anteil der Komponente 3.

Wie bereits erwéahnt, entsprechen diese Ergebnisse nicht den Erwartungen an das Modellsys-
tem, da man hier von einem monovalent gebundenen Liganden ausgeht, bei dem sich statistisch
etwa genauso viele nitroxidmarkierte, wie nicht-nitroxidmarkerite GlcNAc-Reste in der gebun-
denen bzw. ungebundenen Position befinden. Diesem Modell zufolge wiirde man bei einer Spek-
trensimulation zwei gleich groRe Anteile des gebundenen (Komponente 1) und ungebundenen

Ende (Komponente 3) monovalent gebundener Liganden erhalten.
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Signal/Rauschen Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3
400 / 1 39,5 % + 0,3 % 574 % + 0,2 % 3.1 % +02%
100 / 1 39,8 % + 2,3 % 588 % + 1,8 % 1,4 % +16 %
50 /1 47,6 % + 7,4 % 50,1 % + 4,2 % 23 % +22%
20 /1 25 % 45 % 30 %

Tabelle 10: Abschitzung der Fehlergrenzen der Fitparameter in Abhéngigkeit vom Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis. Die Fraktionen der verrauschten Simulationen betragen 40 %/ 57 %/ 3 % (siehe
Text).

Stattdessen beobachtet man bei allen Experimenten, dass der prozentuale Anteil von Kom-
ponente 3 gegen Null geht. Um aufzuzeigen, wie deutlich der Unterschied zwischen dem theo-
retischen Modell und den Experimenten ist, wurde mit den Parametersitzen in Tabelle 8 ein
Zweikomponentenspektrum mit Komponente 1 = 50 %, Komponente 2 = 0 % und Komponen-
te 3 = 50 % simuliert. Zum Vergleich sind diese Simulationen (rot) mit den cw-ESR-Spektren
von 2 bei einem Ligand/Protein-Verhéltnis von 1 : 1 (schwarz) in einem Schaubild dargestellt
(Abbildung A73). Die roten und schwarzen Linien weisen sowohl im X-Band (links), als auch im
Q-Band (rechts) signifikante Abweichungen auf.

Weiterhin ist zu priifen, ob die Bindungsaffinitidten der Zuckereinheiten von der Nitroxidmar-
kierung beeinflusst wird. Eine Einflussnahme der Nitroxidmarker hétte zur Folge, dass sich die
Bindungswahrscheinlichkeit fiir ein GleNAc-Rest mit und ohne Nitroxidmarkierung unterschei-
det und die prozentualen Anteile von Komponente 1 und 3 ungleich grof sind. Wird durch die
Anwesenheit eines Nitroxidmakers die Bindungsaffinitiat erhoht, kann dies zu eines signifikanten
Erniedrigung der Komponente 3 und zu einer Zunahme von Komponente 1 fithren. In diesem
Fall wéare monovalentes Binden divalenter Liganden mit ESR-Spektroskopie nicht nachzuweisen,
da man stets das Signal des gebundenen Ende detektieren wiirde. Es besteht jedoch die Mdog-
lichkeit festzustellen, ob die Bindungsaffinitdt von dem Nitroxidmarker beeinflusst wird, indem
man die cw-ESR-Spektren eines einfach markierten 2; und zweifach markierten Liganden 25 in
Anwesenheit von WGA vergleicht. Sind die Linienformen beider Spektren deckungsgleich, kann
man den Einfluss der Spinmarkierung auf die Bindungsaffinitit vernachléssigen. In Abbildung 58
sind die cw-ESR-Spektren von 27 (rot) und 22 (schwarz) bei einem Ligand/Protein-Verhaltnis
von 1 : 8 dargestellt. Zwischen den Linienformen beider Spektren sind nur geringfiigige Abwei-
chungen zu erkennen. Daraus folgt, dass die Bindungsaffinitdt der GlcNAc-Derivate von den

Nitroxidspinsonden nur unwesentlich beeinflusst wird.
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Abbildung 58: Cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 21 (rot) und 22 (schwarz) bei einem Ligand /WGA-

Verhéltnis von 1 : 8. Die Linien beider Spektren sind ann&hernd deckungsgleich.

Durch die ESR-Experimente konnte das Modellsystem eines monovalent bindenden WGA-
Liganden 27 wiederlegt werden. Aus den Daten ergibt sich, dass ein Binden des divalenten
Liganden an WGA stattfindet und dabei das mutmaflich ungebundene Ende eine deutlich gerin-
gere Mobilitéit aufweist als erwartet. Da ein bevorzugtes Binden des nitroxidmarkierten GlcNAc-
Rests wiederlegt werden konnte, ist die plausibelste Erkldarung fiir diese Beobachtung, dass die
vermeintlich ungebundenen Zuckerreste eine Bindung mit einer Subbindungsstelle im WGA ein-
geht (Abbildung 59). Diese Subbindungsstellen befinden sich in direkter Nachbarschaft zu den
priméren Bindungsstellen und bieten gewohnlich Di-, Tri- und Tetrasacchariden ausreichend
Platz fiir eine Proteinbindung!*!l. Die Bindungsaffinitét dieser Bindungsstellen ist zwar weitaus
geringer einzuschéitzen als die der priméren oder sekundéaren Bindungsstellen, dennoch kénnen
selbst schwache Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen zu einer deutlichen Verlangsamung der
rotatorischen Diffusion fithren.

Der vorgeschlagene Bindungsmechanismus ist in Ubereinstimmung mit den ESR-Experimenten
in Kapitel 5: Die Abstandsmessungen in Abbildung 36 B und 37 B zeigen, dass der Interspin-
abstand von 25 nach Zugabe von WGA kleiner wird. Diese Verringerung des Abstands spricht
fiir die Stauchung des Liganden infolge einer gleichzeitigen Besetzung von WGA-Bindungsstellen
und WGA-Subbindungsstellen.
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Subbindungsstellen

Primare Bindungsstellen

Abbildung 59: Vorgeschlagener Bindungsmechanismus des divalenten WGA-Liganden 27.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung von multivalenten Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen durch moderne ESR-spektroskopische Methoden. Erstmals gelang es,
den molekularen Bindungsmechanismus mono- und divalenter spinmarkierter Liganden zu un-
tersuchen und somit den Anwendungsbereich der ESR-Spektroskopie weiter auszudehnen. Die
Anwendung von Abstandsmessungen im Nanometerbereich mittels Doppel Elektron-Elektron
Resonanz (DEER) auf der einen Seite und Mobilitdtsmessungen mittels Bifrequenz cw-ESR auf
der anderen Seite erlaubten den Zugriff auf Informationen beziiglich den Bindungsmodi multi-
valenter Liganden, die bisher nicht zugénglich waren.

In Kapitel 5 dieser Arbeit konnte durch Kombination verschiedener ESR-Methoden gezeigt
werden, dass das divalente GIcNAc-Derivat 1 chelatisierend an das WGA-Dimer bindet. Eine
Auswertung der Abstandsverteilung unter Beriicksichtigung der Kristallstruktur ergab, dass die-
ser divalente Ligand durch das gleichzeitige Binden mit beiden Zuckereinheiten getreckt wird und
die benachbarten priméren WGA-Bindungsstellen B1C2/C2B1 oder C1B2/B2C1 besetzt. Uber
ein Vergleich der Abstandsverteilungen des Liganden 1 in Gegenwart eines Uberschusses an
WGA und 1, in Abwesenheit von WGA lieft sich diese Chelatbindung direkt beobachten. Zudem
ermoglichte die Messung der rotatorischen Beweglichkeit eine Bestimmung des Bindungszustands
der Liganden.

Im Gegensatz dazu konnte bei dem Liganden 2 mit dem kiirzeren Linker zwischen den GlcNAc-
Resten ein iiberbriickendes Binden benachbarter primérer Bindungsstellen ausgeschlossen wer-
den, da selbst bei einem Proteiniiberschuss der fiir chelatisierendes Binden charakteristische Ab-
stand (r = 2,3 nm) nicht auftrat. Stattdessen wurden die gleichen intramolekularen Absténde wie
in Abwesenheit von WGA und intermolekulare Abstédnde bei 3 nm nachgewiesen, die Spinmar-
kerabstdnden verschiedener Liganden, die an dasselbe WGA-Dimer binden, zugeordnet werden
konnten. Durch die Auswertung der intermolekularen Abstdnde zwischen den Ligandenmolekii-
len 25 oder 3; gelang es, die bevorzugten Bindungsstellen C1B2 und C2B1 zu identifizieren.
Zudem lieferte die Abstandsmessung an 25 in Gegenwart von WGA einen ersten Hinweis auf die
Besetzung von WGA-Subbindungsstellen.

In Kapitel 6 dieser Arbeit wurde ein neuer Ansatz zur Bestimmung der mikroskopischen effek-
tiven Molaritdt EM mittels Bifrequenz-cw-ESR Messungen an einfach spinmarkierten multivalen-
ten Proteinliganden vorgeschlagen. Dieser Ansatz wurde auf das bereits aus Kapitel 5 bekannte
Modellsystem divalenter Ligand 1; und WGA-Protein angewendet. Durch die Verwendung von
zwei verschiedenen Messfrequenzen konnte zwischen den Signalen der drei moglichen Bindungs-
modi divalent gebundener Ligand (1), ungebundener Ligand (2) und monovalent gebundener

Ligand (3) unterschieden werden. Weiterhin konnten die X-Band und Q-Band Spektren durch
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Linienformanalysen quantitativ ausgewertet und die prozentualen Anteile der drei Komponenten
in Abhéngigkeit von dem Ligand /Protein-Verhiltnis bestimmt werden. Aus der Entwicklung der
drei Populationen konnte man schliefen, dass bis zu einem Ligand/Protein-Verhéltnis von 16 : 1
der Ligand 17 fast ausschlieklich chelatisierend bindet und kein monovalentes Binden stattfindet.
Die Ermittlung des Umschlagspunkts der beiden Populationen mit [BB]y = EM/2 war aus die-
sem Grund nicht moglich. Dennoch hat die vorgeschlagene Methode grundsétzlich das Potential,
den mikroskopischen Parameter EM zu bestimmen.

Im zweiten Teil des Kapitel 6 konnte mit Hilfe des gleichen Ansatzes fiir den divalenten Ligan-

den 27 ein neuer Bindungsmodus an WGA-Protein vorgeschlagen werden.
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8 Anhang zu Kapitel 5
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Abbildung A60: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 1z in Abwesenheit von WGA (schwarz)
mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit Tikhonov-

Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen Pfeil

gekennzeichnet.
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Abbildung A61: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 12 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von
8 : 1 (schwarz) mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit
Tikhonov-Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung A62: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 12 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von
1 : 4 (schwarz) mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit

Tikhonov-Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.

110



V(T) 1 V(0)

V(T) / V(0)

-
1,04 -104 -
" alpha = 100
0,94 5. .
£
(=) [
0,84 2 .
-204 .
0,74 .
-254 .
0,0 0,5 1,0 1,5 4,5 44 43 42
t/us log (o)

Abbildung A63: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 22 in Abwesenheit von WGA (schwarz)

mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit Tikhonov-

Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen Pfeil

gekennzeichnet.
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Abbildung A64: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 22 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von

8 : 1 (schwarz) mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit
Tikhonov-Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung A65: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 31 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von
1 : 1 (schwarz) mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit
Tikhonov-Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung A66: Links: Normiertes DEER-Spektrum von 31 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von
1 : 7 (schwarz) mit Hintergrundsimulation (rot). Rechts: DEER-Datenanalyse mit
Tikhonov-Regularisierung. Der optimale Regularisierungsparameter « ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.
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Validierung der DEER-~Daten von 12 in Abwesenheit von WGA. Links: Simulation des
hintergrundkorrigierten und normierten DEER-Spektrums (schwarz) unter Bertick-
sichtigung der Absténde r > 3 nm (rot) und ohne Beriicksichtigung der Absténde r >
3 nm (griin). Die Unterdriickung der Abstinde r > 3 nm fiihrt zu keiner signifikanten
Verénderung der Simulation. Rechts: DEER-Abstandsverteilung von 12, die nach der
Auswertung der dipolaren Entwicklung auf der linken Seite (rote Simulation) erhalten

wurde.
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Abbildung A68: Validierung der DEER-Daten von 12 bei einem WGA /Ligand-Verhéltnis von 8 :
1. Links: Simulation des hintergrundkorrigierten und normierten DEER-Spektrums
(schwarz) unter Beriicksichtigung des Peaks bei r &~ 4 nm (rot) und ohne Beriick-
sichtigung des Peaks bei r &= 4 nm (griin). Die Unterdriickung des Peaks bei r
~ 4 nm fithrt zu keiner signifikanten Verédnderung der Simulation. Rechts: DEER-
Abstandsverteilung von 12, die nach der Auswertung der dipolaren Entwicklung auf

der linken Seite (rote Simulation) erhalten wurde.
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Abbildung A69: Validierung der DEER-~Daten von 22 in Abwesenheit von WGA. Links: Simulation des
hintergrundkorrigierten und normierten DEER-Spektrums (schwarz) unter Beriick-
sichtigung der beiden Peaks zwischen 3 nm und 4 nm (rot) und ohne Beriicksichtigung
der Peaks zwischen 3 nm und 4 nm (griin). Die Unterdriickung dieser Peaks fiihrt zu
keiner signifikanten Verdnderung der Simulation. Rechts: DEER-Abstandsverteilung
von 22, die nach der Auswertung der dipolaren Entwicklung auf der linken Seite (rote

Simulation) erhalten wurde.
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9 Anhang zu Kapitel 6

Absorption
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Abbildung A70: ESR-Absorptionsspektren der Linearkombinationen von Abbildung 49, Mitte. Fiir

a-Parameter grofer als 0,6 nehmen die Spektren im X-Band (links) und Q-Band

(rechts) negative Werte an.
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Abbildung A71: Fehlerabweichungen der Spektrenfits fiir die Messungen bei einem 1;/WGA-
Verhiéltnis von 6 : 1 (oben links), 8 : 1 (oben rechts), 12 : 1 (unten links) und 16 : 1

(unten rechts) in Abhéngigkeit von dem prozentualen Anteil der Komponente 3.
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Abbildung A72: ESR-Absorptionsspektren der Linearkombinationen von Abbildung 56, mitte. Fiir a-
Parameter grofer als 0,5 nehmen die Spektren im X-Band (links) und Q-Band (rechts)
negative Werte an.
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Abbildung A73: X-Band (links) und Q-Band (rechts) cw-ESR-Spektren (T = 295 K) von 21 (schwarz)
bei einem Ligand/WGA-Verhéltnis von 1 : 1. Die simulierten Spektren (rot) wurden
aus den Parametersitzen in Tabelle 10 erzeugt, wobei die prozentualen Anteile der

drei Komponenten 50 %, 0 % und 50 % betragen.
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Abbildung A74: Fehlerabweichungen der Spektrenfits fiir die Messungen bei einem 21/WGA-

Verhéltnis von 4 : 1 (oben links), 6 : 1 (oben rechts) und 8 : 1 (unten links) in

Abhéngigkeit von dem prozentualen Anteil der Komponente 3.
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