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Wechselwirkungen zwischen multivalenten Kohlenhydratde-
rivaten und Kohlenhydrat bindenden Proteinen (Lectinen)
werden h�ufig in biologischen Systemen beobachtet. Ihre
Inhibition mithilfe maßgeschneiderter multivalenter Ligan-
den ist eine hochwirksame Methode zur Behandlung vieler
menschlicher Krankheiten.[1] Multivalenz kann zu deutlich
hçheren Bindungsaffinit�ten und -spezifit�ten als monova-
lente Wechselwirkungen f�hren. Verschiedene Mechanismen
wurden zur Erkl�rung der erhçhten Bindungsaffinit�ten
vorgeschlagen.[1f, 2] Einer davon ist das �berbr�ckende Binden
benachbarter Bindungsstellen durch den multivalenten Li-
ganden (Chelateffekt),[3] dem der grçßte Beitrag zu erhçhter
Bindungsaffinit�t zugeschrieben wird. K�rzlich gelang es uns,
die Chelatbindung von multivalenten N-Acetylglucosamin-
(GlcNAc-)Derivaten an Weizenkeimagglutinin (WGA)
rçntgenkristallographisch zu charakterisieren.[4] Da die Kris-
tallstruktur von Biomolek�len bekanntermaßen nicht
zwangsl�ufig deren Struktur in Lçsung entspricht[5] und auch
Bindungsmechanismen in dichten Kristallpackungen von
denen in Lçsung differieren kçnnen, ist die Untersuchung
multivalenter Wechselwirkungen in Lçsung von großer Be-
deutung. Hier zeigen wir, wie zu diesem Zweck Elektronen-
spinresonanz(EPR)-Spektroskopie an spinmarkierten Li-
ganden eingesetzt werden kann, und f�hren den strukturba-
sierten Nachweis, dass ein multivalentes GlcNAc-Derivat in
Lçsung chelatisierend an WGA bindet.

WGA ist ein pflanzliches Lectin, das ein stabiles 36-kDa-
Homodimer mit einer zweiz�hligen Symmetrieachse bildet
und spezifisch terminale N-Acetylneuramins�ure und
GlcNAc bindet.[6] WGA enth�lt acht Bindungsstellen, die mit
A1, B1C2, C1B2, D1A2, A2, B2C1, C2B1 und D2A1 be-
zeichnet werden.[7] Wir konnten bereits durch Kristallstruk-
turanalyse zeigen, dass vier Molek�le des divalenten Ligan-
den 1 (Schema 1) gleichzeitig an alle acht GlcNAc-Bin-

dungsstellen des WGA-Dimers binden, sodass jeder Ligand
benachbarte Bindungsstellen �berbr�ckend besetzt, also
B1C2-C2B1, B2C1-C1B2, A1-D2A1 und A2-D1A2.[4] Diese
Struktur erkl�rt die hohe Bindungsaffinit�t von 1 f�r WGA
(IC50 = 57 mm),[4] die durch einen enzymgekoppelten Lectin-
bindungstest (ELLA)[8] bestimmt wurde. Der divalente
Ligand 2 mit einem k�rzeren Linker weist einen IC50-Wert
von 734 mm, das monovalente GlcNAc-Derivat 3 einen von
8 mm auf.[4]

Analoga von 1, 2 und 3, die entweder eine (11, 21, 31) oder
zwei (12, 22) Nitroxid-Spinsonden enthalten, wurden sowohl
mit Continuous-Wave(cw-)EPR-Spektroskopie als auch mit
einer gepulsten Zweifrequenz-EPR-Methode untersucht. So
gelang nun der Nachweis der chelatisierenden Bindung von 1
auch in gefrorener, glasartiger Lçsung. Weiterhin zeigen wir,
dass Ligand 2, mit dem k�rzeren Linker zwischen den
GlcNAc-Resten, anders als 1 nicht in der Lage ist, benach-
barte Bindungsstellen �berbr�ckend zu besetzen, sondern
monovalent bindet.

Doppel-Elektron-Elektron-Resonanz (DEER oder
PELDOR)[9] ermçglicht das Ausmessen von Abstandsver-

Schema 1. Mono- und divalente WGA-Liganden.
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teilungen zwischen Spinsonden mit Abst�nden von bis zu
10 nm und ist damit hervorragend geeignet, multivalente
Ligand-Protein-Interaktionen zu untersuchen. Nach unserer
Kenntnis wird diese Methode hier erstmals in diesem Zu-
sammenhang eingesetzt. Abst�nde unter 1.5 nm sind mit
DEER nicht zug�nglich[10] und wurden deshalb mit Tieftem-
peratur-cw-EPR-Spektroskopie nachgewiesen. Die rotatori-
sche Beweglichkeit wurde mit cw-EPR-Spektroskopie bei
Raumtemperatur an einfach markierten Liganden bestimmt.
Gem�ß der Struktur des Komplexes von 1 und WGA im
Kristall (PDB-Code: 2X52)[4] sind die Hydroxygruppen in 6-
Position der GlcNAc-Reste nicht an der Proteinbindung be-
teiligt und eignen sich sterisch f�r das Anbringen der Spin-
sonde. Dementsprechend wurde diese Hydroxygruppe eines
oder beider GlcNAc-Reste von 1–3 durch eine Aminogruppe
ersetzt und eine Nitroxid-Spinsonde �ber eine Amidbindung
angebracht (Schema 1; Einzelheiten der Synthese in den
Hintergrundinformationen).

Die Ligandenkonzentration f�r die EPR-Experimente
betrug 33 mm. F�r die DEER-Experimente wurden Proben
mit und ohne Zusatz von WGA in w�ssriger Lçsung mit 30%
(v/v) Glycerin �quilibriert. Die Messungen erfolgten bei einer
Temperatur von 40 K nach Schockfrieren der Proben, um die
sich im Gleichgewicht befindlichen Konformationen zu fi-
xieren (f�r Einzelheiten sowie DEER-Daten nach Basislini-
en-Korrektur siehe Hintergrundinformationen). Abstands-
verteilungen wurden ohne Vorgabe eines Modells mit DE-
ERAnalysis 2009[11] erhalten.

DEER-Experimente an einer Lçsung des divalenten,
doppelt spinmarkierten Liganden 12 ohne Zugabe von WGA
ergaben eine breite Abstandsverteilung zwischen den Spin-
sonden einschließlich signifikanter Beitr�ge unter 2 nm
(Abbildung 1, unten) und sogar unter 1.5 nm, wie cw-EPR-
Experimente zeigten (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1). Dies spiegelt die Flexibilit�t des Linkers zwischen
den beiden spinmarkierten GlcNAc-Resten wider, die viele
Konformationen mit unterschiedlichsten Spinsonden-Ab-
st�nden ermçglicht (Abbildung 2a). Die rotatorische Diffu-
sion der Spinsonde an 11 ist bei Raumtemperatur so schnell

(tC = 120 ps; Abbildung S2, unten in den Hintergrundinfor-
mationen), wie man es f�r ein Molek�l dieser Grçße erwarten
w�rde.

Unter der Annahme, dass der IC50-Wert f�r den Liganden
in etwa der Dissoziationskonstanten Kd entspricht, erwartet
man bei Zugabe eines achtfachen molaren �berschusses an
WGA-Dimer nahezu quantitatives Binden von 1 an das
Protein. Entsprechend konnte unter solchen Bedingungen
eine drastisch reduzierte rotatorische Mobilit�t des einfach
markierten Liganden 11 festgestellt (tC = 1.8 ns; Hinter-

Abbildung 1. Mit DEER erhaltene Abstandsverteilungen f�r 12 ohne
(unten) und mit WGA-Zusatz (molares Verh�ltnis WGA-Dimer/
Ligand 12 8:1 (Mitte) und 1:4 (oben)). Der Abstand bei 2.3 nm (Mitte)
wird �berbr�ckendem Binden an benachbarte prim�re Bindungsstellen
zugeordnet; weitere Abst�nde (oben) entsprechen Abst�nden zwi-
schen Spinsonden an verschiedenen Liganden, die an dasselbe WGA-
Dimer gebunden sind.

Abbildung 2. a) Divalenter Ligand 12 in Lçsung; die Flexibilit�t des Lin-
kers ermçglicht viele Konformationen mit unterschiedlichsten Abst�n-
den zwischen den Spinsonden. b) Vorgeschlagener Bindungsmodus
f�r 12 in Gegenwart eines �berschusses an WGA-Dimer und c) eines
�berschusses an Ligand 12. d) Vorgeschlagener Bindungsmodus des
divalenten Liganden 22 in Gegenwart eines �berschusses an WGA-
Dimer. Die beiden Untereinheiten des WGA-Dimers sind blau und
gr�n eingef�rbt, die Nitroxidspinsonden sind als gelbe Kreise darge-
stellt.
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grundinformationen, Abbildung S2, Mitte) und somit quan-
titatives Binden best�tigt werden. Auch die Verteilung der
Abst�nde zwischen den beiden Spinsonden von 12 �ndert sich
unter diesen Bedingungen deutlich. So wird die Breite der
Abstandsverteilung geringer, ihr Maximum verschiebt sich zu
2.3 nm, und es kommen keine Abst�nde unterhalb 1.5 nm vor
(Abbildung 1, Mitte; Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1, Mitte). Diese Daten sprechen f�r einen gestreckten
divalenten Liganden, der gleichzeitig mit beiden Zuckerein-
heiten an das Protein bindet (Abbildung 2b). Bei einem
molaren Protein/Ligand-Verh�ltnis von 8:1 ist statistisch
nicht mehr als ein divalenter Ligand an ein WGA-Dimer
gebunden. Eine Auswertung der Abstandsverteilung unter
Ber�cksichtigung der Kristallstruktur (PDB-Code: 2X52)
sowie der Abmessungen und der Orientierungsmçglichkeiten
der Spinsonden (Hintergrundinformationen, Abbildungen S4
und S5) zeigt, dass der Ligand benachbarte prim�re Bin-
dungsstellen besetzt (B1C2/C2B1 oder B2C1/C1B2).

Bei Verringerung der Proteinkonzentration auf ein mo-
lares WGA-Dimer/Ligand-Verh�ltnis von 1:4 erwartet man,
dass nur ein Teil (< 40%) der divalenten Ligandenmolek�le
an WGA bindet. Mobilit�tsmessungen (Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S2, oben) deuten auf teilweises Binden
hin. Dies spiegelt sich auch in der Abstandsverteilung zwi-
schen den in 12 enthaltenen Spinsonden (Abbildung 1, oben)
wider. Der Peak bei kleinen Abst�nden weist eine breitere
Schulter auf der Seite der kleinen Abst�nde auf, und sein
Maximum ist zu etwas geringeren Abst�nden verschoben.
Dies l�sst auf eine �berlagerung der Abstandsverteilungen
f�r gebundene und ungebundene Liganden schließen. Ent-
sprechende Simulationen sprechen daf�r, dass etwa 40% der
Liganden gebunden sind. Außerdem zeigen die Tieftempe-
ratur-cw-EPR-Experimente (Abbildung S1, oben in den
Hintergrundinformationen) einen geringeren, aber dennoch
signifikanten Anteil von Abst�nden < 1.5 nm als im Spek-
trum ohne WGA (Hintergrundinformationen, Abbildung S1,
unten), die ungebundenem Liganden zugeordnet werden
kçnnen. W�hrend der Anteil an gebundenem Liganden mit
sinkender Proteinkonzentration sinkt, nimmt die Zahl der
gebundenen Liganden pro Protein jedoch zu und erreicht
Werte grçßer als eins (Abbildung 2c). Dementsprechend
weist die Abstandsverteilung zus�tzliche Werte auf (Abbil-
dung 1, oben), die Abst�nden zwischen Spinsonden an ver-
schiedenen Molek�len von 12, die an dasselbe WGA-Dimer
gebunden sind, entsprechen. Die Analyse solcher multiplen
Spin-Wechselwirkungen ist schwierig;[12] dennoch sind ein
deutlicher Peak bei r = 4.3 nm und eine breitere Verteilung
f�r r< 4 nm in der Abstandsverteilung zu identifizieren.
Diese Abst�nde entsprechen Interligandabst�nden zwischen
den prim�ren Bindungsstellen, wie sie der Kristallstruktur
entnommen werden kçnnen (vgl. Hintergrundinformationen,
Abbildung S4; Abst�nde zwischen den Sauerstoffatomen in
der 6-Position der GlcNAc-Reste: 4.2, 2.6 und 3.5 nm). Die
Interligandabst�nde zwischen den sekund�ren Bindungsstel-
len D2A1 und D1A2 (bis zu 5.3 nm) werden nicht beobachtet.

F�r die divalenten Liganden 21 und 22 mit dem kurzen
Linker stellt sich ohne WGA eine vergleichbare Situation wie
f�r 11 bzw. 12 dar. Die rotatorische Diffusion von 21 ist schnell
(tC = 120 ps; Abbildung S6, unten in den Hintergrundinfor-

mationen), Abst�nde unterhalb von 1.5 nm kommen vor
(Hintergrundinformationen, Abbildung S7, oben), und die
Abstandsverteilung von 22 aus dem DEER-Experiment weist
einen einzelnen, breiten Peak mit einem Maximum bei 1.8 nm
auf (Abbildung 3, unten). Dieses Maximum liegt beim glei-
chen Abstand wie bei dem f�r 12 gefundenen. Dies l�sst sich

mit dem gauche-Effekt der Sauerstoffatome im Bereich des
Linkers von 12 erkl�ren, der zu einer gefalteten Konformation
f�hrt, die f�r Oligo(ethylenglycol)-Ketten bekannt ist.[13]

Nach Hinzugabe von WGA unterscheiden sich die Befunde
f�r den k�rzen Liganden 22 jedoch deutlich von denen f�r 12.
Selbst bei achtfachem �berschuss an WGA-Dimer bleibt die
Hauptkomponente des cw-Spektrums von 21 bei Raumtem-
peratur �berwiegend im Regime der schnellen Bewegung,
wie vor der Zugabe von WGA. Nur ein kleiner Teil zeigt eine
verringerte Mobilit�t (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S6, oben). Somit kann auf eine niedrige, dem IC50-Wert
von 2 entsprechende Bindungsaffinit�t geschlossen werden.
In der Abstandsverteilung f�r 22 unter diesen Bedingungen
(Abbildung 3, oben) sind die gleichen kleinen Abst�nde wie
in Abwesenheit von WGA enthalten (einschließlich solcher
unter 1.5 nm; vgl. Hintergrundinformationen, Abbildung S7).
Abst�nde bei r = 2.3 nm, die der gestreckten, �berbr�ckend
bindenden Ligandenkonformation entspr�chen, treten nicht
signifikant auf. Es sind aber Abst�nde um 3 nm enthalten, die
Interligandabst�nden zwischen spinmarkierten Liganden an
C1B2 und C2B1 entsprechen. Insofern kann gefolgert
werden, dass es einen kleinen Anteil monovalent gebundener
divalenter Liganden gibt, der bevorzugt an C1B2 und C2B1
bindet (Abbildung 2 d). Das Fehlen des charakteristischen
Peaks bei r = 2.3 nm, wie er f�r 12 beobachtet wurde, l�sst
darauf schließen, dass unter diesen Bedingungen benachbarte
Bindungsstellen, also z. B. C1B2 und B2C1, nicht gleichzeitig
besetzt werden. Da die Kristallstruktur keine Hinweise auf
sterische Einschr�nkungen bietet, die ein solches gleichzeiti-
ges Besetzen benachbarter Bindungsstellen ausschließen
w�rden, ist die plausibelste Erkl�rung f�r diese Beobachtung,
dass die Bindungsaffinit�ten von C1B2 und C2B1 hçher als
die der anderen beiden prim�ren Bindungsstellen sind.

Abbildung 3. Abstandsverteilungen f�r 22 ohne (unten) und mit WGA
(molares Verh�ltnis WGA-Dimer/Ligand 22 8:1, oben). Kleine Peaks bei
r = 3.1 und 3.9 nm (unten) sind nicht signifikant (siehe die Hinter-
grundinformationen).
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In einer Lçsung von monovalentem Liganden 31 und
WGA (je 33 mm) kann mit EPR-Spektroskopie nur schwaches
Binden festgestellt werden. Der Hauptbeitrag zur dipolaren
Entwicklung im DEER-Experiment stammt von einer drei-
dimensionalen homogenen Verteilung der Spinsonden.
Trotzdem l�sst sich ein kleiner Anteil interagierender spin-
markierter Liganden 31, die an dasselbe WGA-Dimer ge-
bunden sind, nachweisen. Wie im Fall von 22 fehlt der Peak
bei 2.3 nm in der Abstandsverteilung, der typisch f�r gleich-
zeitiges Besetzen benachbarter Bindungsstellen w�re (Ab-
bildung 4, unten). Nur grçßere Abst�nde, die den Abst�nden
zwischen den Bindungsstellen C1B2 und C2B1 (ca. 3 nm; vgl.
Abbildung 3, oben) und zwischen B1C2 und B2C1 (ca. 4 nm)
zugeordnet werden kçnnen, treten auf. Erst bei Verringerung
der WGA-Konzentration auf ein molares Protein/Ligand-
Verh�ltnis von 1:7 (entsprechend einer Erhçhung der Zahl
der pro Protein gebundenen Liganden) tritt der f�r das
gleichzeitige Besetzen benachbarter Bindungsstellen typische
Peak auf (Abbildung 4, oben). Die mit abnehmendem Pro-
tein/Ligand-Verh�ltnis ansteigende relative Intensit�t des
Peaks, der der Besetzung der Bindungsstellen B1C2 und
B2C1 (ca. 4 nm) zugeordnet werden konnte, deutet abermals
auf eine niedrigere Bindungsaffinit�t dieser Bindungsstellen
als jene von C1B2 und C2B1 hin.

Zusammenfassend zeichnen die vorgestellten Ergebnisse
ein detailliertes Bild des molekularen Mechanismus der
Bindung mono- und divalenter Liganden an WGA. Unter
Anwendung moderner EPR-spektroskopischer Methoden
gelang es erstmals, einen strukturbasierten Nachweis multi-
valenter Protein-Ligand-Wechselwirkung in Lçsung zu er-
bringen. Eine Chelatbindung des divalenten Liganden 12 mit
einem Linker, der es ermçglicht, benachbarte Bindungsstel-
len zu �berbr�cken, ließ sich direkt beobachten. Diese Art
der Bindung konnte von monovalentem Binden mehrerer
Molek�le durch den divalenten Liganden 22 mit einem f�r das
�berbr�cken zu kurzen Linker unterschieden werden. Zu-
s�tzlich gelang es, durch die Auswertung intermolekularer
Abstandsverteilungen zwischen verschiedenen Ligandenmo-
lek�len 22 oder 31, die an dasselbe multivalente Proteinmo-
lek�l gebunden waren, die bevorzugten Bindungsstellen zu
identifizieren. Die hier vorgestellte Methode ist keineswegs

auf WGA beschr�nkt – sie hat das Potenzial f�r die Unter-
suchung vielf�ltiger multivalenter Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen.
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