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Unterschiede zwischen den Konformationen von
O- und C-Glycosiden im proteingebundenen
Zustand: RicinB, ein Galactose-bindendes
Protein, erkennt unterschiedliche Konformatio-
nen von C-Lactose und dessen O-Analogon**

Juan-Félix Espinosa, F. Javier Cafiada, Juan Luis
Asensio, Hansjorg Dietrich, Manuel Martin-Lomas,
Richard R. Schmidt und Jests Jiménez-Barbero*

Professor Manuel Bernabé zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Interesse an der Chemie von C-Disacchariden als Struk-
turanaloga von O-Glycosiden nimmt stetig zu'*!, da diese koh-
lenstoffverbriickten Verbindungen als kompetitive Inhibitoren
zu den natiirlichen Verbindungen auf die Aktivitit von Glycosi-
dasen wirken sollten. Aus diesem Grunde ist es auBerordentlich
wichtig, daB3 beide Verbindungen, sowohl das natiirliche Sub-
strat als auch dessen C-glycosidisches Analogon gleichartig vom
Enzym erkannt werden. Gewohnlich geht man davon aus, daBl
die Konformation freier C-Glycoside dieselbe ist wie die der
entsprechenden O-verkniipften Verbindungen!). Wir konnten
jedoch unlédngst zeigen, daf} dies zumindest bei O- und C-Lacto-
sen nicht der Fall ist®!,

Soweit wir wissen, ist bislang nicht bekannt, ob diese beiden
Verbindungen durch ein kohlenhydratbindendes Protein in der-
selben Konformation erkannt werden. Neben der Anwesenheit
essentieller wechselwirkender Gruppen im nichtnatiirlichen
Substrat wire dies eine wesentliche Voraussetzung fiir eine inhi-
bitorische Aktivitdt. Um dariiber mehr zu erfahren, haben wir
die Komplexierung von C-Lactose 1 durch Ricin B, ein Galacto-
se-bindendes Protein!®), mit Hilfe von 2D-Transfer-NOE(TR-
NOESY)- und -Transfer-ROE(TR-ROESY)-Experimenten[*!
analysiert und vergleichen unsere Resultate mit denjenigen fiir
die Komplexierung von natiirlicher Lactose!®l. TR-NOE(TR-
ROE)-Experimente wurden bereits zur Aufkldrung der dreidi-
mensionalen Struktur von proteingebundenen Kohlenhydraten
eingesetzt!”!, wobei die GroBe der Lectine von Vorteil war, da
man sich auf die leicht detektierbaren NMR-Signale des freien
Liganden konzentrieren konnte.

Abbildung 1 zeigt das C-Lactosid 1 und sein O-Analogon,
das Methyl-a-lactosid 2, mit der jeweiligen Atomnumerierung.
Die glycosidischen Diederwinkel sind als ¢ (H1'-C1'-O1'(C,)-
C4) und ¥ (C1-01(C,)-C4-H4) definiert. Uber die NMR-spek-

HO €,.0OH

Abb. 1. Ansicht der C-Lactose 1 und des Methyl-a-lactosids 2 mit der jeweiligen
Atomnumerierung.
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troskopisch gestiitzten Studien zur Konformation von 1 und 2
haben wir kiirzlich berichtet!3 8] weshalb an dieser Stelle nur
die wesentlichen Ergebnisse erwdhnt werden sollen: Beide Ver-
bindungen nehmen die exo-anomere Konformation um die gly-
cosidische Bindung ein. Die Konformationen um die aglyconi-
schen Bindungen unterscheiden sich hingegen deutlich. Bei 2
befinden sich etwa 90% der Molekiile im zentralen Bereich
niedriger Energie (Minimum A, ¢/¥ 54/18), und ca. 10% der
Population haben zwar die gleichen ¢-Werte, jedoch ¥-Werte
um 180° (Minimum B, ¢/¥ 36/180). Diese beiden um die agly-
conische Bindung unterschiedlichen Anordnungen werden als
syn bzw. anti bezeichnet (sieche Abb. 3)1°%). Bei 1 dagegen neh-
men etwa 55 % der Molekiile die anti- und ca. 40 % die syn-Kon-
formation ein. Die experimentellen Daten weisen zudem darauf
hin, dafl das Minimum C (¢/¥ 180/0) ebenfalls besetzt ist (zu ca.
5%). C-Lactose ist deshalb strukturell wesentlich flexibler als
sein O-Analogon. In Tabelle 1 sind die NOEs zusammengefaft,
die exklusiv die einzelnen Konformationsbereiche von 1 charak-
terisieren[®®!,

Tabelle 1. Experimentell ermittelte normierte NOESY- und TR-NOESY -Inten-
sitidten [%] von I bei 30°C in D,0O (Varian, 500 MHz). Die Mischzeiten fur die
NOESY- und TR-NOESY-Experimente betrugen 700 bzw. 300 ms.

NOE [%]
Protonenpaar frei gebunden
H7°"R/H3 5.7 0.0
Here-S/HS 3.0 0.0
Hero-S/H6 [a) 2.7 0.0
H1/H4 21 —~1.2
H1'/H3 5.9 —341
Hero-R/H6 [a] 5.1 —54

[a] Diese Werte wurden durch Addition der Beitrdge beider H6-Protonen erhalten.

Die bei der Anbindung von 2 an Ricin B auftretenden Konfor-
mationsdnderungen wurden in TR-NOESY- und TR-ROESY-
Experimenten untersucht'®?l, Es ergab sich, daB der gebundene
Zustand von der exo-anomeren Anordnung in Richtung kleine-
rer ¢-Winkel leicht abweicht, wohingegen die aglyconische Bin-
dung ausschlieBlich syn orientiert vorliegt. Die wesentlichen
Proton-Proton-Abstinde (H1’-H4 ca. 2.2-2.3 A) stimmen mit
den fiir Ricin-gebundenes Methyl-f-lactosid gefundenen iiber-
einl6®l,

Bei der C-Lactose 1 sind die in Gegenwart von Ricin B beob-
achteten NOEs negativ, was auf Anbindung schlieBen 148t. Die
NOESY-Spektren von 1 (Abb. 2), aufgenommen mit und ohne
Zusatz des Lectins, unterscheiden sich deutlich: Zum einen be-
legt das Auftreten beider Kreuzsignale, des H1'/H3- und des
H#~R/H6-Signals, die das Ausmal3 der Besetzung des Mini-
mums B definieren, daf} das Protein anders als bei 2% die anti-
Konformation erkennt. Des weiteren treten im Komplex insge-
samt vier NOEs nicht auf, die bei freiem 1 gefunden werden
(Tabelle 1, Abb. 3). Der NOE zwischen H4 und H2' (ein NOE
exklusiv fiir die Region um das Minimum C) ist nicht vorhan-
den, was bedeutet, dall Molekile mit dieser Konformation nicht
gebunden werden. AuBerdem fehlen drei fiir die syn-Konforma-
tion exklusive NOEs (H?~®/H3, H?*~5/HS und H?° 5/H6)
im TR-NOESY-Spektrum (Abb. 2), was bedeutet, daB die syn-
Konformation vom Lectin nicht erkannt wird. Das Auftreten
des H1'/H4-Kreuzsignals scheint dem zu widersprechen. Eine
sorgfiltige Analyse des Spektrums ergab jedoch, daB beim
Komplex der NOE zwischen H1' und H?° 5 (ca. —3 %) wesent-
lich intensiver ist als der zwischen H1’ und H4 (ca. —1%),
wohingegegen in freiem 1 diese Kreuzsignale die gleiche Intensi-
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Abb. 2. 2D-NOESY-'H-NMR-Spektren (Varian,
500 MHz, 30 °C, D,0) von 1 ohne (a) und mit Zu-
satz von Protein (b). Die Ricin-B-Proben wurden
nach wiederholtem Austausch mit deuteriertem
Natriumphosphat eingeengt und in ein MeB-
rohrchen gegeben. Der pH-Wert betrug 6.5 bei ei-
ner Konzentration von 0.12 mM und einem C-Lac-
tose/Ricin-B-Molverhdltnis von 20/1. Dabei wur-
. den Mischzeiten von 700 und 300 ms fiir freies
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2.0 bzw. gebundenes 1 eingestellt. Die TR-NOESY-
Experimente wurden zodem mit Mischzeiten von
120, 400 und 500 ms durchgefiihrt.
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——»  beobachtete TR-NOEs

—— indirekt beobachtete TR-NOEs
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- nicht beobachtete TR-NOEs

Abb. 3. Stereodarstellung unten der syn- (Minimum A, @/ 54/18) und oben der anti-Konformation von

1 (Minimum B, @/ 36/180) mit Kennzeichnung der jeweils exklusiven NOEs.

tat aufweisen. Da Spindiffusion in einem molekularen Komplex
dieser GroBe auBerordentlich effizient ist!*?), liegt der SchiuB
nahe, da} der NOE zwischen H1’ und H4 aus einem indirekten
Effekt im Komplex resultiert. Tatsichlich eréffnen die beiden
Methylenprotonen in 1 wichtige Diffusionswege, weshalb ein
indirektes Kreuzsignal zwischen H1’ und H4 via H?" ~S erwartet
werden darf. Zur Bestitigung dieser Hypothese und zur Unter-
scheidung direkter NOE-Effekte von Spindiffusioneffekten sind
TR-ROESY-Experimente notwendig!®® 1% da unter Spinlock-
bedingungen direkte und Drei-Spin-Effekte entgegengesetzte
Vorzeichen haben. Der wesentliche Nachteil der TR-ROESY-
Technik liegt darin, daB die Kreuzrelaxation des freien Ligan-
den nicht vernachldssigt werden kann und deshalb separat ge-
messen werden muBl. Die experimentell erhaltenen Daten
zeigen, daB der ROE zwischen H1’ und H3 in Gegenwart des
Proteins etwa dreimal intensiver ist als im
Spektrum von freiem 1, aufgenommen mit
der gleichen Mischzeit. Im Gegensatz dazu
hat der NOE zwischen H1' und H4 in beiden
Fillen dieselbe GroBe, was belegt, dall dasim
Komplex aus 1 und dem Lectin gemessene
TR-NOESY-Kreuzsignal aus einem indirek-
ten Effekt resultiert. Das Auftreten des H1'/
H4-Kreuzsignals im TR-ROESY-Experi-
ment ist offensichtlich durch im UberschuB
vorhandenen freien Liganden bedingt. Weite-
re Unterschiede zwischen den TR-NOESY-
und TR-ROESY-Spektren ergeben sich fiir
die H1’/H4'-, H?*~5/H3 + H5'- und H?°~ %/
H3'+H5-Kreuzsignale. Diese Signale ver-
schwinden im TR-ROESY-Spektrum!!,
Unsere Resultate bestéitigen somit neuere Be-
richte, nach denen in Transfer-NOE-Studien
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Spindiffusion eine wesentliche Rolle spielt!*°l.
Es wurde versucht, die fiir C-Lactose/Ricin B
erhaltenen TR-NOE-Daten durch Simula-
tion des TR-NOESY-Spektrums unter Ver-
wendung der vollen Relaxationsmatrix[2!
quantitativ zu analysieren. Es gelang jedoch
nicht, die experimentellen Daten mit einem
starren Modell des im aktiven Zentrum ge-
bundenen Liganden vollstindig zu reprodu-
zieren'!3). Diese Tatsache bestitigt, daB 1 so-
gar im Bindungszentrum noch Beweglichkeit
aufweist, so daBl mehrere Konformere inner-
halb des durch das Minimum B definierten
anti-Tals moglich sind.

Von groBerer Bedeutung ist, dal RicinB
unterschiedliche Konformere von 1 (ansi) und
dessen O-Analogon 2 (syn) auswéhit
(Abb. 4). Dieser unerwartete Befund wird
durch die experimentellen Ergebnisse eindeu-
tig bestdtigt (Abb. 2).

Kristallographische Untersuchungen und

\ Bindungsstudien am Ricin B/Lactose-Kom-
plex!®°! haben ergeben, daB das Lectin zwei
nichtkooperative f-Galactose-Bindungsstel-
len aufweist?*¥, Zur Bestimmung der relati-
ven Bindungsaffinititen von 1 und 2 wurden
kompetitive TR-NOESY-Experimente mit
unterschiedlichen 1:2-Verhéltnissen durchge-
flihrt. Mit zunehmender Menge an 2 im
MeBrohrchen trat eine Abnahme der negati-
ven NOE-Kreuzsignalintensititen von 1 auf.
Beim Erreichen eines 1:1-Verhaltnisses wur-
den die NOEs von 1 positiv, wohingegen fiir 2 stark negative
NOEs auftraten. Zwei Schiiisse lassen sich aus diesen Beobach-
tungen ziehen: a) Beide Liganden konkurrieren um dieselbe
Bindungsstelle am Lectin, und b) die Affinitdtskonstante von 1
ist kleiner als die des O-Analogons 2.

Die kristallographische Analyse der Struktur des Komplexes
aus RicinB und Lactose liefert keine eindeutige Erklirung
fiir den Konformationswechsel beim Ubergang von 1 zu 2.
Eine mogliche Erklirung dafiir, daB das Lectin die anti-Kon-
formation von 2 nicht erkennt, konnte die sterische Wechsel-
wirkung der Hydroxymethylgruppe der Glucose-Einheit mit
dem Protein sein®l, Es kann auch dariiber spekuliert werden,
ob die hohere Flexibilitit und der groBere Abstand zwischen
den Pyranoseringen das Erkennen der anzi-Konformation im
C-Lactose-Fall erméglichen. Ein liberzeugender und eindeu-

< =t

Abb. 4, Stereodarstellung der mit kristallographischen Koordinaten [5¢] modellierten Ricin-B-1a-Unterein-
heit einschlieBlich der in ihr angedockten Verbindungen 1 (rot) und 2 (griin). Beide Liganden wurden mit
der vom Protein jeweils ausgewihiten Konformation angedockt, und zwar so, daB es zu dem im Kristall
beobachtete H-Briickenbindungsmuster der Galactose-Einheit paBt. Beide Komplexe wurden mit dem
CVFF-Programm wie beschrieben [6a] minimiert. Da die Protein-Kohlenhydrat-Kontaktpunkte experimen-
tell nicht ermittelt wurden, sollte diese Abbildung lediglich als Modeli fiir die Konformationen beider
Liganden im Bindungszentrum von RicinB gesehen werden.
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tiger Grund fiir das ausschlieBliche Anbinden eben dieser
Konformation an das Protein konnte jedoch noch nicht gefun-
den werden.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB sich nicht nur die drei-
dimensionale Struktur eines C-Glycosids von der des entspre-
chenden O-Glycosids im freien Zustand unterscheiden kann,
sondern daB auch ein kohlenhydratbindendes Protein in der
Lage ist, unterschiedliche Konformationen der beiden Verbin-
dungstypen auszuwihlen. Auch wenn der hier gezeigte Fall
nicht verallgemeinert werden kann, sollte man beim Design
kompetitiver, C-glycosidischer Glycosidase-Inhibitoren daran
denken, daB sich diese Verbindungen in ihrer Gestalt von den
natiirlichen Substraten unterscheiden kdnnen.

Eingegangen am 3. August,
verdnderte Fassung am 20. Oktober 1995 [Z8278]
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Catenan-Chamiileons: von der Umgebung
abhingige Translationsisomerie amphiphiler
Benzylamid-[2]Catenane **

David A. Leigh*, Karen Moody, John P. Smart,
Karen J. Watson und Alexandra M. Z. Slawin

Der ZusammenschluB3 von zwei oder mehreren amphiphilen
Molekiilen zu oligomeren oder polymeren Ensembles wie Micel-
len, inversen Micellen oder Lipid-Doppelschichten!*- 2! ist ein
spektakuldres Beispiel fiir die molekulare Selbstorganisation.
Diese fiihrt zu supramolekularen Strukturen, die sowohl von
der Natur (zum Beispiel in Zellmembranen!®)), aber auch durch
den Menschen (zum Beispiel bei Detergentien oder Systemen
zur gezielten Ubertragung und Freisetzung von Medikamen-
ten!> 61y genutzt werden. Wir berichten hier iiber Synthese,
Struktur und Eigenschaften einer neuen Klasse von konstitutio-
nell zwar einfachen, aber topologisch anspruchsvollen Verbin-
dungen, in denen amphiphile Einheiten iiber nichtkovalente
Wechselwirkungen zu Catenanen verbriickt sind!” ~!#, Diese
bemerkenswerten, als diskrete Molekiile vorliegenden Verbin-
dungen zeigen in Losung konformative und dynamische Eigen-
schaften, die an das Verhalten von Micellen und inversen Micel-
len aus klassischen amphiphilen Systemen erinnern, die aus
einer Vielzahl von Molekiilen aufgebaut sind. Beispielsweise
ordnen sich die amphiphilen Einheiten der Catenane in polaren
Losungsmitteln so an, daB sich die polaren Gruppen auf der
Oberfliche der supramolekularen Struktur befinden, wo sie
Wasserstoffbriicken mit dem Losungsmittel ausbilden konnen.
Die lipophilen Strukturelemente sind in das Innere gerichtet, um
dadurch ihre Wechselwirkung mit dem Lésungsmittel zu mini-
mieren. In unpolaren Medien ist das Verhalten umgekehrt. Die
Catenane zeigen also Translationsisomerie und nehmen, wie ein
Chamdleon, je nach der lokalen Umgebung eine andere supra-
molekulare Konformation ein. Die an einem der Catenane ront-
genographisch bestimmte Struktur im Kristall stimmt mit seiner
Vorzugskonformation in unpolaren Ldsungsmitteln iiberein:
Einer der Makrocyclen des Catenans (der ,,Wirt*“!**!) nimmt
eine Konformation ein, in der diese Bindungsstellen fiir Wasser-
stoffbriicken konvergieren. Beim anderen Makrocyclus (der
,,Gast*) sind diese Bindungsstellen divergent angeordnet. Im
Festkorper treten zwischen Wirt und Gast zwei auBergewohn-
liche, gegabelte Wasserstoffbriickenbindungen auf, die zusam-
men mit den polarophoben Kréften auch in Lsung die supra-
molekulare Konformation der amphiphilen Catenane bestim-
men.

Wir haben kiirzlich!!% 17 iiber die Synthese einer Familie von
Benzylamid-Catenanen berichtet, die in Abhangigkeit von steri-
schen und elektronischen Faktoren ein interessantes dynami-
sches Verhalten zeigt!' 7). In diesen Systemen tritt eine durch das
Ldsungsmittel beeinflulbare Rotation des Makrocyclus auf, de-
ren Frequenz von der Stirke der intermakrocyclischen Wasser-
stoffbriicckenbindung abhingt. Die Rontgenstrukturanalyse
eines dieser Catenane!'® belegt die Bildung von sechs intra-
molekularen, intercyclischen Wasserstoffbriickenbindungen pro
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