ZUSCHRIFTEN

Ab-initio-Rechnungen: Programm Gaussian98.°) Mgller-Plesset-Néhe-
rung 2. Ordnung (MP2) fiir die Elektronenkorrelation, wie in Gaussian
implementiert,l”l sowie Coupled-Cluster-Rechnung mit einfacher und
doppelter Substitution (CCSD). Basissitze: F, Cl, Ar: 6-311 + G(d,p), wie
in Gaussian implementiert, Kr, Xe, Br, I, As, Sb: Relativistisch korrigierte
Basissitze fiir die Valenzelektronen und Pseudopotentiale fiir die 28 (Kr,
Br) bzw. 46 (Xe, I) Rumpfelektronen.

Weitere Einzelheiten zu den Kristallstrukturuntersuchungen kénnen beim
Fachinformationszentrum Karlsruhe, 76344 Eggenstein-Leopoldshafen
(Fax: (+49)7247-808-666; E-mail: crysdata@fiz-karlsruhe.de), unter den
Hinterlegungsnummern CSD-411897 ([XeCl]*[Sb,F};]~) und -411868
([XeF]*[SbF¢]~) angefordert werden.
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Molekulare Erkennung von UDP-Gal durch
f-1,4-Galactosyltransferase T1**

Thorsten Biet und Thomas Peters*

Professor Joachim Thiem zum 60. Geburtstag gewidmet

Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Kohlenhydra-
ten nehmen bei Sdugern eine wichtige Stellung bei einer
Vielzahl von biologischen Erkennungsprozessen ein.ll Gly-
cosyltransferasen bilden eine Gruppe von Enzymen, die an
der Biosynthese von Kohlenhydraten beteiligt sind und deren
Funktionsstorungen meist zu schweren Krankheitsbildern
fiihren. Bisher gibt es nur wenige dreidimensionale Struktur-
daten der Glycosyltransferasen.?! Von der im Golgi-Apparat
lokalisierten [3-1,4-Galactosyltransferase (84Gal-T1, EC
2.4.1.90/38) ist eine Rontgenstruktur von freiem Protein und
mit an das Protein gebundenem Substrat verdffentlicht.]
Aufgabe dieser Transferase ist die Verkniipfung einer Galac-
tose, die aus UDP-Gal (Uridindiphospho-a-D-galactose,
Schema 1) stammt, mit der §-p-N-Acetylglucosamineinheit
von Poly-N-acetyl-lactosaminketten, wie sie bei Glycopro-
teinen und Glycosphingolipiden zu finden sind. Die bei der
Kristallstrukturuntersuchung gefundene Elektronendichte
fiir die Galactoseeinheit der mit der f4Gal-T1 kokristallisier-
ten UDP-Gal reichte nicht aus, um diese rdumlich aufzulosen.
Deshalb sind wichtige Details der molekularen Erkennung
von UDP-Gal durch die $4Gal-T1 bisher nicht geklart. Wir
berichten hier tiber NMR-Untersuchungen des Bindungsepi-
tops von an $4Gal-T1 gebundenem UDP-Gal.

Verschiedene NMR-spektroskopische Methoden zur Ana-
lyse von Protein-Ligand-Wechselwirkungen sind bekannt.
Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Bindungsaktivitit
von Substanzbibliotheken gegeniiber Rezeptorproteinen ist

[*] Prof. Dr. T. Peters, Dipl.-Chem. T. Biet
Institut fiir Chemie, Medizinische Universitit zu Liibeck
Ratzeburger Allee 160, 23538 Liibeck (Deutschland)
Fax: (+49)451-500-4241
E-mail: thomas.peters@chemie.mu-luebeck.de

[**] Diese Arbeit wurde durch das BMBF (FKZ 031161) und die DFG
(Teilprojekt B3 des SFB 470) gefordert. Weiterhin danken wir dem
Verband der Chemischen Industrie fiir die finanzielle Unterstiitzung
sowie Dres. T. Keller und G. Wolff (Bruker Analytik GmbH,
Rheinstetten) fiir ihre Hilfe.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter

http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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Schema 1. $4Gal-T1 iibertrigt pD-Galactose von UDP-Gal auf
eine D-GIcNAc-Einheit (obere Reaktion). Das Enzym ist
hochspezifisch, d.h., UDP-Glc (untere Reaktion) wird nur in
vernachléssigbar kleinen Mengen umgesetzt.[*!

die Sittigungstransfer-Differenz-NMR-Spektrosko-
pie (STD-Methode).®l Diese sehr empfindliche
Methode, die nur eine Proteinkonzentration im
uM-Bereich benotigt, [l ist auch geeignet, Aussagen
iiber das Bindungsepitop von Liganden auf mole-
kularer Ebene zu machen.’! Das Prinzip beruht
darauf, dass Ligandenprotonen in Abhéngigkeit
ihres Abstandes vom Protein einen Sattigungstrans-
fer erfahren. Je néher sich ein Proton am Protein
befindet, desto stirker ist dieser Sittigungstransfer.
Im STD-NMR-Spektrum zeigen daher Liganden-
protonen, die dem Bindungsepitop zuzuordnen
sind, intensivere Signale als andere.

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von
UDP-Gal und p4Galt-T1! wurde eine NMR-Probe
mit einem ca. 45fachen molaren Uberschuss von
UDP-Gal zu B4Gal-T1 prépariert. Um Komplika-
tionen, die durch das paramagnetische Verhalten
von Mn?* zu erwarten wiren, zu unterbinden, wurde
Mn?* durch Mg?** im Puffer ersetzt. Die Enzymak-
tivitdt wird durch Mg?* zwar reduziert, die Funktion
des Proteins bleibt aber erhalten.”! Von dieser
Probe wurden 1D-STD-NMR-Spektren mit variab-
len Sattigungszeiten (0.5-2.0s) aufgenommen. In
Abbildung 1b ist exemplarisch das STD-Spektrum
mit einer Séttigungszeit von 2.0 s dargestellt. Zum
Vergleich ist in Abbildung 1a das 1D-'H-Referenz-
spektrum von UDP-Gal zu sehen.

Unter Verwendung des 1D-NMR-Referenzspek-
trums und des STD-Spektrums wurde der relative
Séattigungstransfer der einzelnen Protonen berech-
net (Schema 2).5! Diese GroBen geben Aufschluss
iiber den Grad der dipolaren Wechselwirkung der
UDP-Gal-Protonen mit den Protonen der Bin-
dungstasche des Enzyms.
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Abbildung 1. 500 MHz-1D-STD-NMR-Spektren von UDP-Gal (b, 16fach vergroBert)
und UDP-Glc (d, 32fach vergroBert) in der Gegenwart von B4Gal-T1 sowie die
zugehorigen '"H-NMR-Referenzspektren von freier UDP-Gal (a) und UDP-Glc (c). Die
STD-Spektren wurden mit einer selektiven Vorsittigung bei 6 =0 mit einer Dauer von
2 s aufgenommen. Die Vorsittigung erfolgte durch eine Kaskade von Gauf3-Pulsen
(Dauer 50 ms, Abstand 1ms). Die STD-Spektren wurden mit 2k Scans und die
Referenzspektren mit 1 k Scans aufgenommen. Die relativen STD-Effekte wurden aus
den Spektren ermittelt (siche Schema 2).
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41%

Schema 2. Relative STD-Effekte von an $4Gal-T1 gebundenem UDP-
Gal. Diese GroBen wurden aus der jeweiligen Signalintensitdt des STD-
Spektrums (Igrp) und der entsprechenden Signalintensitit des Referenz-
1D-NMR-Spektrums (/) berechnet.’! Die Verhiltnisse der Intensititen
Igrp/ly wurden auf das Signal mit dem groften STD-Effekt bezogen
(anomeres Proton H1’ der Riboseeinheit, 100 % ). Die Pfeile verweisen auf
die Positionen der Protonen, die einen STD-Effekt zeigen. Die GroBe von
41 % fiir die Protonen H2" und H3' sowie die 12 % der beiden Protonen H6
der Galactose sind jeweils als kumulative STD-Effekte fiir beide Protonen
zu verstehen. Bei den Protonen H5 und HS wurden die STD-Effekte
lediglich abgeschétzt, da eine separate Integration der Signale nicht
moglich war.

Es fillt auf, dass die Protonen der Ribose und des Uracils
den grofiten Sattigungstransfer erfahren. Die grofite Inten-
sitdt zeigen dabei das anomere Proton H1" und das Proton H4'
der Ribose. Diese Beobachtung kann mit den Rontgenstruk-
turdaten in Ubereinstimmung gebracht werden. Das Uracil
wird iiber eine Wechselwirkung mit Phe 226 in der Bindungs-
tasche fixiert, weswegen die Protonen H1’ und H4' der Ribose
in das Innere der Bindungstasche zeigen. Durch die auf diese
Art entstehende Wechselwirkung sind starke STD-Effekte zu
erwarten. Die kleineren STD-Effekte der Galactoseeinheit
lassen auf einen weniger intensiven Kontakt mit den Protonen
schlieBen. Dies ist in soweit sinnvoll, da eine zu starke
Bindung an das Protein die enzymatische Reaktion — die
Ubertragung der Galactose auf einen Acceptor — behindern
wiirde.

Dass die Galactose dennoch einen Sittigungstransfer er-
fahrt, zeigt, dass eine Wechselwirkung mit der Bindungsta-
sche vorhanden ist. Im STD-Spektrum wird die stdrkste
Intensitat fiir H4 und H2 beobachtet. Zum Vergleich wurde
das Bindungsverhalten von UDP-Glc (Uridindiphospho-a-D-
glucose) an p4Gal-T1 STD-NMR-spektroskopisch unter-
sucht. Aus den Spektren ist zu erkennen, dass auch UDP-
Glc von B4Gal-T1 gebunden wird. Die STD-Effekte sind
jedoch erheblich geringer als bei der Bindung von UDP-Gal
(Abbildung 1). Im Fall der UDP-Glc werden allerdings nur
fir die Ribose und das Uracil, nicht jedoch fiir die Glucose,
STD-Effekte beobachtet. Lediglich fiir H1 konnte ein mini-
maler Sittigungstranfer festgestellt werden (Abbildung 1d),
der sich jedoch nicht quantifizieren ldsst. Die Ergebnisse
lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Glucose nicht in
einem direkten Kontakt mit dem aktiven Zentrum des
Enzyms steht. Das Enzym scheint die Glucose nicht zu
erkennen. Wahrscheinlich wird dadurch eine Ausrichtung des
Monosaccharids und somit eine Teilnahme an der Ubertra-
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gungsreaktion verhindert. Dies wiirde die aus anderen Unter-
suchungen bekannte Tatsache, dass Glucose nur in einem sehr
geringen Umfang durch f4Gal-T1 auf einen Acceptor iiber-
tragen wird, erkliren.’l Dieses Ergebnis wird durch die
Rontgenstruktur der f4Gal-T1 mit UDP-Gal bestétigt. Durch
die Stellung des UDP in der Bindungstasche der $4Gal-T1
ergeben sich mehrere mogliche Orientierungen fiir die am
terminalen Phosphat des UDP gebundenen Monosaccharide.
Deshalb werden die spezifischen Wechselwirkungen mit den
Aminosiuren iiber eine Bindung entscheiden. Aufgrund der
Daten aus den STD-NMR-Experimenten konnte man an-
nehmen, dass die Glucose der UDP-Glc aus der Bindungs-
tasche herausragt, wihrend die Galactose der UDP-Gal mit
den Protonen der Bindungstasche in Kontakt steht.

Die Beobachtung, dass der UDP-Teil der UDP-Glc vom
Protein gebunden wird, ist nicht tiberraschend. Es ist bekannt,
dass sowohl UMP, UDP als auch deren Derivate wie UDP-
Fuc (Uridindiphospho-L-fucose) oder UDP-Man (Uridindi-
phospho-D-mannose) inhibierend auf B4Gal-T1 wirken.[”
Diese Ergebnisse werden durch zahlreiche Studien unter-
stiitzt, die sich mit den relativen Reaktionsumsitzen diverser
UDP-Gal-Derivate bei der Ubertragung der jeweiligen
Monosaccharideinheit auf N-Acetylglucosamin mittels
B4Gal-T1 beschiftigt haben.®? Jede Modifizierung der
Galactoseeinheit fiihrt zu einer Reduktion der Reaktions-
raten, z.B. hat die Desoxygenierung der 2-Position der
Galactose nur einen geringen Einfluss auf den Umsatz.[
Wird jedoch eine sterisch anspruchsvolle Gruppe an dieser
Position eingefiihrt, hat das eine erhebliche Reduktion der
Reaktionsrate zur Folge.® Den drastischsten Effekt auf den
Umsatz hat eine gleichzeitige Modifizierung der 4- und
2-Position der Galactose. Wird beispielsweise UDP-GIcNAc
(Uridindiphospho-N-acetyl-D-glucosamin) als Substrat ver-
wendet, ist keinerlei Reaktion mehr zu beobachten, d.h.,
dieser Donor ist vollkommen inaktiv.®l Dies stimmt mit den
Ergebnissen iiberein, dass H4 und H2 der Galactose den
groften Sittigungstransfer der Galactosesignale erfahren
(Schema 2).

Um auszuschlieBen, dass es sich bei den gemessenen
Effekten um unspezifische Wechselwirkungen handelt, wur-
den weitere Kontrollexperimente durchgefiihrt (siche Hinter-
grundinformationen). Hierzu wurde UDP-Gal in der Gegen-
wart der beiden Lectine Aleuria Aurantia Agglutinin (AAA)
und Sambucus Nigra Agglutinin (SNA) untersucht. Bei AAA
handelt es sich um ein L-Fucose bindendes Lectin.') SNA
bindet besonders gut Epitope, die das Disaccharid a-p-
Neu5Ac-(2,3)-D-Gal enthalten, sowie D-Galactose.[*> '] In
einer Probe, die AAA, L-Fucose und UDP-Gal enthielt,
wurden lediglich STD-Signale der Fucose beobachtet, wih-
rend UDP-Gal keinerlei Wechselwirkung zeigte. In Anwe-
senheit von SNA zeigt die Galactose der UDP-Gal starke
STD-Effekte, aber nur schwache fiir den Rest des Molekiils.
UDP-Gal zeigt fiir jedes der drei verwendeten Proteine,
p4Gal-T1, AAA und SNA, ein anderes Muster von STD-
Signalen. Damit konnte demonstriert werden, dass die STD-
Spektren die im jeweiligen Fall spezifischen Bindungsepitope
wiedergeben.

Unsere NMR-Experimente haben gezeigt, dass sowohl
UDP-Gal als auch, wenn auch mit einer geringeren Affinitit,
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UDP-Glc vom $4Gal-T1 gebunden werden. Wihrend UDP-
Glc nur mit dem UDP-Teil des Molekiils in Kontakt mit der
Proteinoberfldche steht, wird UDP-Gal komplett von $4Gal-
T1 gebunden. Durch die quantitative Analyse der STD-
Effekte ist eine Definition des Bindungsepitops der UDP-Gal
auf molekularer Ebene moglich. Diese Technik eroffnet die
Moglichkeit, die Bindungseigenschaften einer Vielzahl von
Substraten und Glycosyltransferasen zu untersuchen. Des-
halb werden wir diese Methode zur Untersuchung von
weiteren von Sdugern stammenden Glycosyltransferasen,
fir die zur Zeit noch keine Rontgenstrukturdaten zur
Verfiigung stehen, verwenden. Diese Informationen tiiber
Bindungsepitope bilden eine sehr wichtige Grundlage fiir die
Entwicklung neuer selektiver und hochwirksamer Inhibitoren
fiir Glycosyltransferasen.

Experimentelles

Alle Spektren wurden auf einem Bruker-DRX-500 MHz-Spektrometer mit
einem 5 mm TXI-Probenkopf aufgenommen. Die STD-Spektren wurden
bei 293 K mit 2 k Scans gemessen. Die Referenzspektren wurde mit 1 k
Scans gemessen. Der Sittigungstransfer wurde durch eine Kaskade von 40
selektiven GauB-Pulsen erreicht (Dauer 50 ms, Abstand 1 ms). Es wurde
bei 0 =0 (on-resonance) und bei 6 =40 (off-resonance) eingestrahlt. Die
Subtraktion wurde iiber den Phasenzyklus erreicht.

Die Konzentration von $4Gal-T1 betrug 20 um fiir UDP-Gal und 7 puM fiir
UDP-Glc. Probenvolumen: 300 pL in einem Shigemi-Rohrchen. Die
Konzentration von UDP-Gal betrug 0.9 mm (UDP-Glc 1 mwm). Puffer:
20 mM Tris, 20 mm NaCl, 10 mm MgCl,, pH 7.4 (nicht korrigiert).
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Fluoreszenzmikroskopische Verfolgung des
photooxidativen Abbaus eines einzelnen
aromatischen Kohlenwasserstoffmolekiils**

Thomas Christ, Florian Kulzer, Patrice Bordat und
Thomas Basché*

Chemische Reaktionen konnen fluoreszenzmikroskopisch
auf der Ebene einzelner Molekiile verfolgt werden.'! Von
optischen Experimenten mit einzelnen Molekiilen unter
Umgebungsbedingungen weifl man, dass sie durch photoche-
mische Reaktionen beendet werden, wobei die Molekiile in
einen Zustand tiberfiihrt werden, in dem sie nicht mehr
absorbieren oder fluoreszieren. In den meisten Fillen hangt
dieses ,,Photobleichen“ organischer Fluorophore von der
Anwesenheit von Sauerstoff ab, dessen Einfluss auf die
photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften
einzelner Fluorophore in jiingeren Arbeiten genauer studiert
wurde.?) Obwohl das ,,Photobleichen® ein wichtiger Prozess
zum Abbau von organischen Farbstoffmolekiilen unter Um-
gebungsbedingungen ist, ist das mechanistische Verstdandnis
weitgehend unbefriedigend — dies gilt in besonderem Malie
fiir die Klasse der vergleichsweise photostabilen Farbstoffe,
die in der Einzelmolekiilspektroskopie oder fiir viele tech-
nologische Anwendungen eingesetzt werden. Fiir den hier
vorgestellten Fall einzelner Terrylenmolekiile in einem p-
Terphenyl-Wirtkristall konnen wir nachweisen, dass eine
selbstsensibilisierte Photooxidation entweder direkt zum
,,Photobleichen“ fiihrt oder den ersten Schritt dahin darstellt.

Um einzelne Terrylenmolekiile in einem p-Terphenyl-
Wirtkristall®! abzubilden, wird die konfokale Fluoreszenzmik-
roskopie eingesetzt. Bei der Messung der Fluoreszenzintensi-
tiat als Funktion der Zeit (Emissionszeitspur) unter Umge-
bungsbedingungen werden verschiedenartige Intensitéts-
anderungen beobachtet. Entweder fillt das Fluoreszenzsignal
nach einer Periode konstanter Emissionsintensitét irreversi-
bel auf den Untergrundwert ab (Abbildung 1a), oder es
springt auf einen neuen Wert, nachdem es zwischenzeitlich
auf den Untergrundwert abgefallen war (Abbildung 1¢). Im
zweiten Fall steht am Ende der Abfolge von Ereignissen ein
irreversibler Abfall des Fluoreszenzsignals auf den Unter-
grundwert. Zusétzlich zu den Zeitspuren werden simultan in
nahtlos aufeinander folgenden Intervallen (5s) die Emissi-
onsspektren des untersuchten Molekiils aufgezeichnet. Fiir
das Molekiil, dessen Zeitspur in Abbildung 1a dargestellt ist,
sind die Emissionsspektren alle identisch bis zu dem Zeit-
punkt, an dem das Signal verschwindet. Sie stimmen vollig mit
dem Spektrum eines Ensembles von Terrylenmolekiilen in
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