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3D-TOCSY-trNOESY zur vollstindigen
Charakterisierung bioaktiver Liganden aus
Mischungen**

Lars Herfurth, Thomas Weimar und Thomas Peters*

Eine stetig wachsende Anzahl von Arbeiten zeigt, dass der
NMR-Spektroskopie eine bedeutende Rolle bei der Identifi-
zierung von Bindungsaktivitdt in kombinatorischen Biblio-
theken zukommt.'>) Tm Vergleich zu anderen Screening-
Verfahren bietet die NMR-Spektroskopie eine Reihe von
Vorteilen. Ein wichtiger Aspekt ist die Moglichkeit, Mehr-
komponentenmischungen ohne Auftrennung in Reinsubstan-
zen auf Aktivitit zu priifen. Zusitzlich konnen exakte
Struktur- und topologische Daten iiber den Liganden und/
oder die Bindungstasche des Proteins geliefert werden. Ein
Vergleich der bisher publizierten NMR-Screening-Verfahren
zeigt, dass es zwei prinzipiell unterschiedliche Vorgehenswei-
sen gibt. Zum einen versucht man, die Aminosduren des
Rezeptorproteins zu identifizieren, die am Bindungsprozess
beteiligt sind. Beispielsweise basiert das als ,,SAR by NMR*
bezeichnete Verfahren auf dem Einsatz “N-markierter Pro-
teine und ermoglicht die schnelle Aufnahme von HSQC-
Spektren.’! Zum anderen nutzt man durch die Bindung
verdnderte Ligandeneigenschaften, beispielsweise verdanderte
Relaxationszeiten oder Diffusionskonstanten.’!  Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass Sittigungstransfer-Diffe-
renz(STD)-Experimente besonders gut geeignet sind, bin-
dende von nichtbindenden Liganden zu unterscheiden. Da-
riiber hinaus liefern STD-Experimente auch Informationen
iiber das bindende Epitop.[
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In der vorliegenden Studie untersuchen wir eine aus
15 Kohlenhydraten bestehende Bibliothek (Schema 1)
Gegenwart des Lektins Aleuria-aurantia-Agglutinin (AAA).
Wir haben bereits gezeigt, dass Transfer(tr)-NOESY-Experi-
mente typische Kreuzsignalmuster liefern, anhand derer der
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Schema 1. Komponenten der Bibliothek, die auf Bindungsaktivitét gegen-
iiber AAA getestet wurde. Alle Komponenten lagen in ca. 10mm
Konzentration mit einem Bindungstellen:Ligand-Verhéltnis von 1:20 fiir
jede Komponente vor. Details der Probenprédparation finden sich in
Lit. [5a].

bioaktive Ligand identifiziert werden kann, wenn alle Einzel-
komponenten bekannt sind.¥ Ohne dieses Vorwissen wire
eine eindeutige Identifizierung allerdings unmoglich. Im
Folgenden stellen wir eine Strategie vor, die diese Liicke
schlieBen soll.

Zunéchst wurden eindimensionale (1D) STD-Spektren und
STD-TOCSY-Spektren der Bibliothek in Gegenwart von
AAA aufgenommen (Abbildung 1, das 1D-STD-Spektrum
ist nicht gezeigt). Zwei individuelle Spinsysteme kénnen so
eindeutig identifiziert werden. Im Vergleich zu trNOESY-
Spektren haben STD-Spektren den Vorteil, dass sich negative
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Abbildung 1. Vergleich der Regionen der anomeren Protonen HI1F«
(links) und H1G'NA¢ (rechts) im TOCSY- (B) und im STD-TOCSY-
Spektrum (A) der Oligosaccharid-Bibliothek in Gegenwart von AAA. In
B) sind nur Kreuzsignale der an das Protein bindenden Substanz 1 zu
sehen.

und positive Kreuzsignale nicht ausloschen. Anhand der
chemischen Verschiebungen und der Kopplungskonstanten
war es moglich, die STD-TOCSY-Kreuzsignale a-L-Fucose
(Fuc) und fS-p-N-Acetylglucosamin (GlcNAc) zuzuordnen.
Charakteristische spektroskopische Informationen lieferten
dabei die C6-Methylgruppe der Fucose, die O-Methylgruppe,
die N-Acetylgruppe und die anomeren Protonen. Aus
trNOESY-Spektren wurde deutlich, dass die O-Methylgruppe
an der anomeren Position von GIcNAc positioniert war. Nur
der Typ der Verkniipfung der Monosaccharideinheiten blieb
unbekannt. Einem STD-TOCSY-Spektrum konnte diese
Information nicht entnommen werden, da homonucleare
skalare Kopplungen iiber die glycosidische Bindung hinweg
sehr klein sind. Allerdings liefern Interglycosid-NOE- sowie
-trNOE-Effekte die gewiinschte Information (Schema 2).
Ublicherweise lassen sich trNOEs den trNOESY-Spektren
entnehmen, doch in diesem Fall kommt es zur Uberlagerung
der Signale von Protonen des Fuc- und des GIcNAc-Restes,
sodass eine Unterscheidung zwischen Inter- und Intraglyco-
sid-NOEs unmoglich wird. Das H2F*-Signal iiberlappt bei-
spielsweise mit dem von proS-H6%N4¢ und das H3™<-Signal
mit dem von proR-H6GNAc sodass eine eindeutige Zuord-
nung der trNOEs zu H1™¢ ausgeschlossen ist. Signaliiberla-
gerungen konnen generell durch Einfithrung weiterer Dimen-
sionen liberwunden werden. Daher wurde ein 3D-TOCSY-
trNOESY-Experiment® durchgefiihrt. In diesem Experiment
werden die Protonen wihrend des TOCSY-Schritts aufgrund
ihrer Zugehorigkeit zu bestimmten Spinsystemen gekenn-
zeichnet. Der trNOESY-Schritt liefert dann die notwendigen
Informationen tiber die Interglycosid-trNOEs.

Das 3D-TOCSY-trNOESY-Spektrum der Bibliothek in
Gegenwart von AAA zeigt trNOEs zwischen H1F¢ und
Protonen, die mit einem Proton mit ¢ ~3.5 skalar koppeln.
Den chemischen Verschiebungen zufolge gehorten diese
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Schema 2. Interglycosid-trNOEs in Abhéngigkeit des Verkniipfungstyps
zwischen Fuc und GIcNAc. Die Protonen, zwischen denen grofie trNOEs
bestehen, sind fett gedruckt. A) (1 —3)-Verkniipfung. B) (1 —4)-Verkniip-
fung. C) (1 —6)-Verkniipfung. D) Durch Kombination von TOCSY- und
trNOE-Transferwegen kann der Verkniipfungstyp eindeutig identifiziert
werden. Die den in Abbildung 2 gezeigten Kreuzsignalen entsprechenden
Magnetisierungswege sind durch Pfeile dargestellt.

Protonen nicht zum Fuc-Rest. Fuc gibt, von der C6-Methyl-
gruppe abgesehen, keine Protonensignale mit 6 < 3.6. Aufler-
dem bestand zwischen zwei der Protonen, die trNOEs zu
H1F« geben, eine skalare Kopplung. Diese Information war
ausreichend, um den Verkniipfungstyp zwischen Fuc und
GIcNAc zu bestimmen. Abbildung 2 zeigt den w,/w,-Schnitt
bei der Frequenz des H1™<-Signals (w;=4.95). Alle Kreuz-
signale in diesem Schnitt stammen von Protonen, die einen
trNOE zu H1"*¢ aufweisen. Skalar koppelnde Partner kénnen
einfach identifiziert werden, da der w;/w,-Schnitt TOCSY-
Transferwege beinhaltet. Wie in Abbildung 2 zu sehen ist,
wurde das Muster der skalaren Kopplungen den Protonen
proR-HECNAC . proS-HECNAC und H5GNAC zugeordnet. Es
muss betont werden, dass die Intraglycosid-trNOEs zwischen
H2F¢ und H3™ ¢ ebenfalls in diesem Spektrum prisent sind
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Abbildung 2. w,/w,-Schnitt aus dem 3D-TOCSY-trNOESY-Spektrum. w;
entspricht der Resonanzfrequenz des anomeren Protons des Fucoserestes,
HI1f* (0=4.95). Der Schnitt zeigt die Konnektivititen durch skalare
Kopplung (TOCSY, erster Transferschritt) und durch dipolare Kreuzrela-
xation (NOESY, zweiter Transferschritt). Alle Kreuzsignale sind das
Ergebnis einer iiber folgende Wege auf H1™¢ iibertragenen Magnetisie-
rung: a) HSGICNAC —>prOS-H6GlCNAC _>H1Fuc; b) H5GlcNAc _)proR_H6GlcNAc_>
HI1F; ¢) proR-H6G'NAC —proS-HEGINAC  H]Fue,
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und mit dem proR-H6SNA/proS-HE6CNA-Muster iiberlap-
pen. Jedoch koppelt keines der beiden Protonen mit dem
H56NAc_Proton bei 6 =3.51, sodass eine sichere Unterschei-
dung moglich war. Schema?2 zeigt, dass das erhaltene
Kreuzsignalmuster nur mit einer (1 —6)-Verkniipfung der
beiden Monosaccharideinheiten erkldrt werden kann.

Ein 3D-TOCSY-trNOESY-Experiment ist somit gut geeig-
net, um die bioaktive Komponente einer Kohlenhydratbib-
liothek zu identifizieren, ohne dass etwas iiber die Identitét
der einzelnen Komponenten bekannt ist. Kohlenhydrate
bilden ohne Frage eine wichtige Klasse biologischer Makro-
molekiile,” ¥ nichtsdestoweniger ist das beschriebene experi-
mentelle Vorgehen aber auch fiir andere Verbindungsklassen
geeignet.

Experimentelles

Alle Spektren wurden auf einem Bruker-DRX-500-MHz-Spektrometer
mit einem S5-mm-TXI-Probenkopf bei 306 K aufgenommen. Die 2D-
Spektren wurden mit 512 Inkrementen und 16 Transienten aufgenommen.
Fiir die TOCSY-Experimente wurde ein 50-ms-MLEV-17-Spinlockfeld von
7.5 kHz verwendet. Séttigungstransferexperimente wurden mit 40 selekti-
ven 270°-Pulsen von 50 ms Dauer und 10 ms Abstand bei 2.8 ppm (on-
resonance) und bei 40 ppm (off-resonance) durchgefiihrt. Die Differenz-
bildung zwischen On- und Off-resonance-NMR-Spektrum wurde mit Hilfe
des Phasencyclus vorgenommen.

Fiir das 3D-TOCSY-trNOESY-Experiment wurden 124, 256 und 1014
Datenpunkte in F1, F2 bzw. F3 mit jeweils acht Transienten aufgenommen.
Die Akquisitionszeit betrug 127 ms, die gesamte Relaxationswartezeit 1.6 s,
die Messzeit 5 d und die NOESY-Mischzeit 130 ms. Nullquantenkohéren-
zen wurden mit gleichzeitiger Anwendung eines Spinlockfeldes (2.5 ms,
75 kHz) und eines Gradienten (2.5 ms, ca. 5Gem™') vor der NOESY-
Mischzeit unterdriickt.l”) Die Wasserunterdriickung gelang durch Vorsétti-
gung des HDO-Signals mit einem schwachen Radiofrequenzfeld.
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NO-Erkennung durch einen Metallkomplex als
Folge der selektiven Dissoziation eines
Liganden**

Katherine J. Franz, Nisha Singh und
Stephen J. Lippard*

Angesichts der groBen und stdndig steigenden Zahl der
biologischen Prozesse, fiir die eine Beteiligung von Stick-
stoffmonoxid nachgewiesen wurde, besteht ein Bedarf an
verbesserten Nachweismethoden fiir NO. Die derzeit ver-
wendeten Verfahren basieren zumeist auf der Identifizierung
von Abbauprodukten wie Nitrit und Nitrat oder weisen nicht
die erwiinschte Empfindlichkeit auf.l! Die Anwendung ratio-
metrischer Biosensoren sowie ultrakleiner amperometri-
scher Sensoren-! bietet Mdglichkeiten fiir eine selektive und
empfindliche Nachweismethode fiir NO in vivo. Fluoreszenz-
indikatoren haben ferner die wiinschenswerte Eigenschaft,
einen direkten Nachweis sowohl in rdumlicher als auch in
zeitlicher Aufldsung in Echtzeit zu ermdglichen, ! wie im Fall
von Ca'-Sensoren nachgewiesen werden konnte.” Obwohl
auf dem Gebiet fluoreszierender NO-Sensoren intensiv
geforscht wird, beruhen die Methoden bisher auf dem
indirekten Nachweis reaktiverer NO,-Spezies, 51 beinhalten
im Fall der Bindung von NO nur eine Abschwichung der
Fluoreszenzintensitit!'! oder erfordern weitere Umsetzun-
gen, um eine positive Fluoreszenzantwort zu erhalten.!' 13!
Wir berichten hier iiber eine Strategie, in der durch die
Bildung eines Ubergangsmetallnitrosylkomplexes infolge der
Bindung von NO ein Fluoreszenzsignal ausgelost wird.

Das Design dieses NO-Sensors beruht auf der Fluoreszenz-
16schung durch Ubergangsmetallionen mit teilweise besetzten
d-Zustdnden. Wir haben einen Liganden mit einem Fluoro-
phor synthetisiert, dessen Fluoreszenz vom Zentralatom, hier
Co'l, in Abwesenheit von NO geloscht wird, sodass im ,, Aus*-
Zustand nur ein geringes Restsignal detektiert wird. In
Gegenwart von NO wird durch die Bildung eines Metall-
Nitrosyl-Addukts selektiv ein fluoreszierender Ligand ab-
gespalten und somit aus der direkten Umgebung des Metall-
ions entfernt, wodurch die Fluoreszenz ,,angeschaltet® wird.
Ein dhnlicher Ansatz wurde bereits fiir den Fe!-Komplex
eines an Chinolin gebundenen Cyclamrings beschrieben; dort
sinkt die Fluoreszenzintensitdt jedoch in Gegenwart von
NO.["! Eine analoge Ligandenaustauschstrategie wurde da-
riiber hinaus im Fall eines pH-abhingigen Fluoreszenzsensors
angewendet.['¥

In dem neu entwickelten Liganden H,DATI-4 1 ist jeder
Aminotroponiminat(ATI)-Ring an einem der Iminstickstoff-
atome mit einem Dansylfluorophor modifiziert und iiber das
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