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In memoriam Daniel Bellils

Lectine, wie die Familie der Selectine,! Galectine®™ oder
Siglecs,’! haben in jiingster Vergangenheit zunehmend Be-
achtung als therapeutische Zielstrukturen gefunden. Selecti-
ne wurden dabei am umfassendsten erforscht, da ihnen eine
Schliisselrolle im Frithstadium von Entziindungen zukommt.
Dies macht die Selectine zu vielversprechenden Angriffs-
punkten fiir die Behandlung von Krankheiten mit einer
Entziindungskomponente, z.B. Infarkt, Psoriasis oder rheu-
matoide Arthritis.*! Die Schliisselrolle der Selectine liegt im
ersten Schritt der Entziindungskaskade, in dem sie Leuko-
zyten das Rollen entlang der vaskuldren Endotheloberfliche
ermoglichen. Dieser Schritt ist eine wichtige Voraussetzung
fiir die folgende Integrin-vermittelte Adhésion und die ab-
schlieBende Extravasation zum Entziindungsort.!

Die spezifische Wechselwirkung zwischen E-Selectin und
dessen physiologischem Ligand ESL-1 (E-Selectin Ligand-1),
wird durch das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis*® (sLe*, 1) vermit-
telt.l’! Auf der Suche nach hochaffinen Selectin-Antagonisten
mit wirkstoffahnlichen Eigenschaften wurde sLe* folglich zur
Leitstruktur."” Die Aufklirung der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen (SAR),®! Mutationsstudien,”) trNOE-NMR-
(transferred nuclear Overhauser enhancement NMR)! und
STD-NMR-Spektroskopie (saturation transfer difference
NMR),™ Molecular Modeling!'? und schlieBlich Rontgen-
strukturanalyse!™™ lieferten ein prizises Bild der Wechsel-
wirkungen zwischen sLe* und E-Selectin auf atomarer Ebene
(Abbildung 1). Da Docking-Studien”’ und STD-NMR Ex-
perimente!"!! lediglich schwache Wechselwirkungen zwischen
N-Acetyl-D-glucosamin (D-GlcNAc) und N-Acetyl-D-neur-
aminsiure (D-NeuSAc) mit dem Protein erkennen lieBen, '
wurden diese durch strukturell vereinfachte Mimetika ersetzt.
Dies fithrte zwar zu E-Selectin-Antagonisten mit deutlich

[*] Dr.F.P.C.Binder Dr. K. Lemme," R. C. Preston, Prof. Dr. B. Ernst
Institut fiir Molekulare Pharmazie, Universitit Basel
Klingelbergstrasse 50, 4056 Basel (Schweiz)

E-Mail: beat.ernst@unibas.ch

[*] Diese Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

[;‘: *

Die Autoren verdanken die finanzielle Unterstiitzung durch den
Schweizerischen Nationalfond (Férdernummer 200020-103875/1)
und GlycoMimetics Inc. (Gaithersburg, MD, USA). Weiter sind wir
Dr. Francis Bitsch und Peggy Brunet-LeFeuvre (Novartis, Basel,
Schweiz) fiir ihre Unterstiitzung bei den ITC-Experimenten zu Dank
verpflichtet. Schlieflich bedanken wir uns bei Dr. Martin Smiesko
(Institut fir Molekulare Pharmazie, Universitit Basel, Schweiz) fiir
die lllustrationen der sLe*/E-Selectin-Wechselwirkung.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (Details zur Synthese
von Antagonist 4, der Expression und Reinigung von E-Selectin/IgG,
dem kompetitiven Bindungsassay und den ITC-Experimenten) sind
im WWW unter http://dx.doi.org/10.1002/ange.201202555 zu
finden.

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

DOI: 10.1002/ange.201202555

217l

Abbildung 1. Oben: Detaillierte Darstellung der Wechselwirkungen zwi-
schen sLe* (1) und E-Selectin gemaf einer Kristallstrukturanalyse;™
pharmakophore Gruppen von 1 sind blau hervorgehoben. Unten: Das
Glykomimetikum 2 hat eine Affinitit von 13 um in einem zellfreien,
ligandbasierten Bindungsassay./™

verbesserten, allerdings immer noch nur mikromolaren Bin-
dungsaffinititen, z. B. Antagonist 2 in Abbildung 1.7

Trotz des bisher erzielten Fortschritts wurden die trei-
benden Kréfte der Wechselwirkung zwischen E-Selectin und
seinen Liganden bisher nicht vollstindig charakterisiert,
weder fiir sLe* (1), noch fiir irgendeinen niedermolekularen
Selectin-Antagonisten. Allerdings schétzten Wild et al. die
Enthalpiebeitrdge der E-Selectin/ESL-1-Wechselwirkung
durch eine Van’t-Hoff-Analyse ab, die auf der Korrelation der
Bindungsaffinititen bei unterschiedlichen Temperaturen
beruht. Die Ergebnisse zeigten, dass Enthalpieéinderungen
lediglich 10 bis 25 % der freien Bindungsenergie AG ausma-
chen und dass die Wechselwirkung hauptsichlich auf giinsti-
gen Entropieinderungen beruht.!'¥

In der Wirkstoffentwicklung wurden in letzter Zeit ver-
mehrt thermodynamische Aspekte von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen untersucht,™ da die Anderungen der
Enthalpie und der Entropie wertvolle Informationen zur
Leitstrukturoptimierung liefern konnen. Hier berichten wir
iiber das thermodynamische Profil einer Serie von E-Selectin-
Antagonisten.

Die freie Bindungsenergie AG einer Protein-Ligand-
Wechselwirkung setzt sich aus enthalpischen (AH) und en-
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tropischen (—TAS) Beitragen zusammen (AG = AH—-TAS).
Die freie Bindungsenergie unter Standardbedingungen
(AG®), bei denen alle Reaktanten und Produkte in einer
Konzentration von 1molL™"' vorliegen, ldsst sich aus der
Dissoziationskonstante Kj, berechnen (AG = R T1nKj,). Iso-
therme Titrationskalorimetrie (ITC)!'® ermoglicht die direkte
Messung der Dissoziationskonstante K und der Enthalpie
AH, vorausgesetzt dass keine Anderung des Protonierungs-
grades wihrend der Wechselwirkung stattfindet. Der Ent-
halpieterm (AH) enthilt alle Beitrdge aus nichtkovalenten
Wechselwirkungen (WW) des Bindungsvorganges, ™ z.B.
von Wasserstoffbriicken, elektrostatischen WW und Dipol-
Dipol-WW zwischen Ligand und Rezeptor.'”! Der Entropie-
term setzt sich aus Translations- und Rotationsentropie,'®!
sowie Solvatationsentropie!’”’ und Konformationsentropie”!
zusammen.

Fiir unsere Studie wurde ein E-Selectin/IgG-Konstrukt
bestehend aus der Lectin-Domine, der EGF-dhnlichen
Doméne und sechs ,,Short-Consensus-Repeat“-Doménen,
gebunden an den Fec-Teil von humanem IgG1, verwendet.”!
Das 148 kDa Protein wurde in Chinese Hamster Ovarian-
(CHO)-Zellen exprimiert und mittels Affinitdtschromato-
graphie gereinigt, erstens mit einer Protein-A-Sepharosesdule
und zweitens mit dem funktionellen monoklonalen Anti-hE-
Selectin-Antikdrper 7A9 (siehe die Hintergrundinformatio-
nen). Die hohe Reinheit und Funktionalitdt des Proteins
spiegelt sich in der Stochiometrie (N) der kalorimetrischen
Experimente wider (Tabelle 1). Um c-Werte nahe 1 zu er-
reichen waren bis zu 50 mg E-Selectin/IgG pro ITC-Experi-
ment notig.

Ziel unserer kalorimetrischen Untersuchungen war zum
einen die Bestimmung der K,-Werte einer Serie von E-Se-
lectin-Liganden und der Vergleich mit den Daten aus Mes-

Tabelle 1: Affinitat und thermodynamische Parameter der Wechselwirkung von 1-6 mit E-Selectin.!
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sungen mit einem kompetitiven Bindungsassay (Tabelle 1),
zum anderen die Aufkldrung des thermodynamischen Profils
dieser Liganden. Der mit ITC bestimmte K,-Wert fiir die
Bindung von sLe* (1) an E-Selectin betrigt (878 +93) um und
stimmt somit gut mit bisherigen Daten iiberein (z.B. 1.1 bis
2.0 mm,?! (0.7 +0.4) mm"'®), Zudem korrelieren die relati-
ven Kp-Werte (rKp) fiir die Antagonisten 2 bis 6 auch gut mit
den dazugehorigen relativen 1Cs-Werten (rICsy). In Uber-
einstimmung mit fritheren Ergebnissen” verbesserte der
Austausch von D-GlcNAc durch carbocyclische Mimetika die
Bindungsaffinitit um das bis zu 25-fache (1—4), wihrend der
Austausch von D-NeuSAc durch (S)-Cyclohexylmilchsdure
die Affinitdt um das Zwei- bis Fiinffache verbesserte (1—5;
3-6;4—2).

Von einigen Ausnahmen abgesehen!"*?"! sind Lectin-
Oligosaccharid-WW typischerweise enthalpisch getrieben mit
zumeist ungiinstigen Entropiebeitrigen.?® Dagegen beruht
die Bindung von sLe* an E-Selectin auf einem starken En-
tropiebeitrag (—TAS = —23 kJ mol ). Offensichtlich wird der
Entropieverlust, der durch das Einfrieren von translatori-
schen und rotatorischen Freiheitsgraden sowie durch Kon-
formationsédnderungen des Liganden und des Proteins bei der
Bindung entsteht, durch die giinstige Entropie der Freiset-
zung von gebundenen Wassermolekiilen iiberkompensiert.”
Diese Argumentation wird durch zwei experimentelle Be-
obachtungen gestiitzt. Zum einen wurde die biologisch aktive
Ligandkonformation als eine von zwei energetisch giinstigen
Losungskonformationen von sLe* identifiziert,”” womit nur
minimale konformative Anpassungen bei der Bindung notig
sind. Zum anderen zeigt ein Vergleich zwischen der Kris-
tallstruktur von Apo-E-Selectin und der des sLe*-E-Selectin-
Komplexes lediglich geringfiigige Konformationsunterschie-
de.1¥

Der giinstige Entropieterm wird
allerdings durch ungiinstige Ent-
halpiednderungen zum Teil kom-
pensiert. Um WW der pharmako-
phoren Gruppen von sLe* (1) mit

HOV%M 7
E7~0"7"0 0
AcHN /Q . . 1
¢ S /ﬁ\\? ? NHAG L we  dem Protein zu ermdglichen, muss
"9 WOH eine Oberfliche von ca. 275 A2[13l
hooH sLe® (1) aea 4 auf beiden Kontaktseiten desolva-
tisiert werden. Da die neu gebilde-
COsNa OH ten polaren WW zwischen den
o oA o@ /\o o /\o /\o pharmakophoren Gruppen von
705 5 ove OO\ oy P . .
HA 1 L e sLe"und E-Selectin den Enthalpie-
Hol ?Qi oH verlust der Desolvatisierung der
el 50 CGP69EE9 (6) 20 polaren  Kontaktfliche (Abbil-
dung 2)PY nicht vollstindig kom-
Ligand rICsp rKp Ko [1wm] AG AH —TAS N . . .
[k mol ] [k mol ] [ mol ] pensieren, wird ein Nettoverlust an
Enthalpie beobachtet (AH=+
1 1 1 878493  —17.5402  +54+07 —23+1 1 5.4 kJmol ). Die gerichteten pola-
3 03 036 317 —20.0 —05 ~195 1 ren WW des Liganden tragen folg-
4 0.05 0.04 38 —25.3 +0.9 —26.2 0.94 . e
5 027 030 260 205 22 133 1 lich eher zur Spezifitit als zur Af-
6 008 007 5944  -242402  -53404 —189406 0934008 [initdt bei.
2 0.014  0.02 1942 —271402  -58+01  —213+04  097£0.01 Summa summarum stellt sLe*

[a] Relative ICso-Werte (rICso) und relative K,-Werte (rKp) beziehen sich auf die Referenzsubstanz sLe*
(1). Die ICsp-Werte wurden mit einem kompetitiven Bindungsassay bestimmt.”? K, und AH wurden in
ITC-Experimenten ermittelt, AG und TAS wurden aus den Gleichungen AG=AH—-TAS und
AG=RTInKj berechnet. N: Stéchiometrie der Bindung von Ligand und Protein.
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(1) ein Cluster von Wassermolekii-
len dar, die auf einem Geriist an-
geordnet sind. Als ein solches
»praorganisiertes Wasseroligomer*
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Abbildung 2. sLe* (1) gebunden an E-Selectin, gemif einer Kristall-
strukturanalyse (PDB 1G1T)."*¥ A) Draufsicht: Das Bindungsepitop
auf E-Selectin wird von polaren Gruppen dominiert [polare Gruppen
sind rot (positiv geladen) und blau (negativ geladen), unpolare Grup-
pen weif} kenntlich gemacht]. Die Kontaktfliche betrigt 275 A, B) Sei-
tenansicht: Nur ein kleiner Teil von sLe* trigt direkt zur Bindung bei.
(Docking-Bilder wurden mit Maestro erstellt.??)

bietet es eine Anordnung von gerichteten Wasserstoffbrii-
cken, welche die hochspezifische Bindung an E-Selectin er-
moglichen. Der offensichtliche Entropiegewinn, welcher aus
der Freisetzung von Wassermolekiilen aus den Kontaktfla-
chen von Ligand und Protein in das umgebende Wasser re-
sultiert, sowie der hohe Grad an Préorganisation von sLe* (1),
fiihren zu dem beobachteten betrichtlichen Entropiegewinn.
Dieser bildet letztlich die Triebkraft fiir den Bindungsprozess.

Das Konzept der konformativen Préorganisation wurde
auch bei der Entwicklung von E-Selectin-Antagonisten an-
gewendet (Abbildung 3). Genauer gesagt wirkt D-GlcNAc in
sLe* (1) als strukturgebendes Element, das die korrekte
rdumliche Orientierung von L-Fuc und D-Gal in der biolo-
gisch aktiven Konformation sicherstellt. Das heif3t, die Auf-
gabe von D-GlcNAc ist die Préorganisation des Le*-Kerns
und nicht die direkte WW mit dem Zielprotein. D-GlcNAc
selbst hat nur schwache Kontakte mit dem Zielprotein (Ab-
bildung 2B).I"! Eine vergleichbare Funktion wird p-NeuSAc
zugeschrieben, das ausschlieBlich mit einer Salzbriicke der
Carboxylgruppe zur Bindung beitrigt."*! Folglich wurden
Mimetika von D-GlcNAc und D-Neu5SAc so konzipiert, dass
sie die biologisch aktive Konformation stabilisieren und den
Entropieverlust bei der Bindung niedrig oder praktisch
identisch mit dem des in hohem Maf3e praorganisierten sLe*
(1) halten. Die Einfiihrung von (R,R)-Cyclohexan-1,2-diol
(—3), das sich als mittelméBiges Mimetikum von D-GlcNAc
herausgestellt hatte," brachte einen erheblichen Entropie-
verlust mit sich (—TAAS: 3.5 kJmol™"). Ein &dhnliches Er-
gebnis wurde durch den Austausch von pD-NeuSAc in Ver-
bindung 3 durch (S)-Cyclohexylmilchsiure (—6, —TAAS:
0.6 kJmol™) erzielt. Letztlich erwies sich (1R2R,3S)-3-Me-
thylcyclohexan-1,2-diol (—2) als ein perfekter Ersatz fiir
D-GlcNAc (Abbildung 3),7! da es zu einem Entropieterm

www.angewandte.de
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Abbildung 3. Thermodynamisches Profil (AG, AH, —TAS) von sLe* (1)
(die entsprechenden Werte fiir 2-6 finden sich in Tabelle 1) und die
Anderungen der thermodynamischen Parameter (AAG, AAH und
—TAAS), wenn p-GlcNAc in 1 durch (R,R)-Cyclohexan-1,2-diol (1—3),
p-Neu5Ac in Antagonist 3 durch (S)-Cyclohexylmilchsiure (3—6) und
(R,R)-Cyclohexan-1,2-diol in Antagonist 6 durch (1R,2R,3S)-3-Methyl-
cyclohexan-1,2-diol (6—2) ersetzt wird.

dhnlich dem von sLe* (1) fithrte (Tabelle 1). Verglichen mit
dem Antagonist 6 kann durch eine verbesserte Praorganisa-
tion des Kerns der Entropieterm substantiell verbessert
werden (—TAAS: —2.4kJmol™"). Durch die verminderte
Polaritdt der untersuchten Mimetika kommt ein weiterer
Effekt zum Tragen, nimlich eine erhebliche Anderung der
Solvatisierungseigenschaften. Obwohl sie nur partiell desol-
vatisiert werden miissen, ist der Enthalpieverlust bei der
Desolvatisierung der carbocyclischen Mimetika erheblich
geringer als fiir die polareren Zucker D-GIcNAc oder
p-NeuSAc.P!

Auffallenderweise hat die Einfiihrung von (R,R)-Cyclo-
hexan-1,2-diol (—3) den gleichen relativen Effekt auf Ent-
halpie und Entropie wie der Austausch von D-NeuSAc gegen
(S)-Cyclohexylmilchsdure (—5), was sich in der gleichen
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Steigung der zugehorigen Kurven im Entropie-Enthalpie-
Diagramm in Abbildung 4 widerspiegelt. In beiden Féllen
wird ein signifikanter Gewinn an Enthalpie durch einen En-
tropieverlust teilweise aufgehoben. Werden beide Mimetika
in einem Molekiil kombiniert (—6), ist der Effekt nicht ad-
ditiv, d.h. der Entropieverlust ist zwar geringer als erwartet,
aber auch der Enthalpiegewinn fillt niedriger aus (vgl. 6 und
Ocrvarier, Abbildung 4). Offensichtlich verdndert der Austausch
von Kohlenhydratteilen nicht nur die lokalen Konformations-
und Solvatisierungseigenschaften, sondern vielmehr die Ei-
genschaften des Liganden als Ganzes.

®
L3 3 K
[ R RN
BOo
No o

enwartet

~TAS® [kJ mol™"] .20
224
.24

-264 A

-28 T T T T T T T J
-8 -6 -4 -2 0 2 4 (i} 8 10
—AH° [kJ mol™']

Abbildung 4. Entropie-Enthalpie-Diagramm der Liganden 1-6 und den
fiir 6 zu erwartenden Wert, wenn die durch den Austausch von
D-GlcNAc gegen Cyclohexan-1,2-diol und p-Neu5Ac gegen (S)-Cyclo-
hexylmilchsiure verursachten Effekte additiv wiren (6.yarer)-

Zusammenfassend wurden die thermodynamischen Bin-
dungsparameter der WW von E-Selectin mit sLe* (1) und den
Glykomimetika 2—-6 mit ITC untersucht. Die WW von sLe*
mit E-Selectin wird durch einen starken Entropieterm ge-
trieben, der zum Teil durch einen ungiinstigen Enthalpieterm
kompensiert wird. Der Austausch von Strukturelementen mit
Geriistfunktion durch weniger polare Mimetika, z.B. D-
NeuSAc gegen (S)-Cyclohexylmilchsdure oder p-GlcNAc
gegen (R,R)-Cyclohexan-1,2-diol, fiihrte zu verbesserten
Bindungsenthalpien, die jedoch mit einem Verlust an Bin-
dungsentropie einhergingen. Nur fiir Mimetika welche die
pharmakophoren Gruppen analog zu sLe* (1) in der biolo-
gisch aktiven Konformation préisentieren, wie es beim Aus-
tausch von D-GlcNAc gegen (1R,2R,3S5)-3-Methylcyclohe-
xan-1,2-diol (1—4 oder 5—2) der Fall ist, wurde ein dhnlicher
Entropiebeitrag gefunden. Insgesamt resultiert die, vergli-
chen mit sLe* (1), beinahe 50-fach bessere Bindungsaffinitit
von 2 aus einem Gewinn an Bindungsenthalpie, wihrend sich
die Bindungsentropie nicht signifikant dndert.

Die Entwicklung von Glykomimetika mit verbesserten
Bindungseigenschaften ist aufgrund der Ahnlichkeit zwischen
Ligand (=Kohlenhydrat) und Losungsmittel (= Wasser) in-
trinsisch schwierig. Die Ergebnisse dieser Thermodynamik-
studie legen nahe, dass fiir eine erfolgreiche Entwicklung von
Glykomimetika Kohlenhydratteile mit iiberwiegend struktu-
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reller Funktion und keinen oder lediglich schwachen Kon-
takten mit dem Zielprotein durch hydrophobe Mimetika er-
setzt werden sollten. Dies fiihrt zu geringeren Enthalpiever-
lusten durch Desolvatisierung und damit zu verbesserten
enthalpischen Beitrdgen zur Bindung. Damit auch der En-
tropieterm optimiert wird, sollte das Mimetikum zudem zu
einer optimalen Pridorganisation der Bindungskonformation
beitragen. Wenn der Kohlenhydratligand in Losung bereits
nahezu perfekt praorganisiert ist, wie das fiir sLe* der Fall ist,
stellt die Identifizierung solcher Mimetika eine echte Her-
ausforderung dar.["”!
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Online veroffentlicht am 2. Juli 2012

Stichworter: E-Selectin - Glykomimetika -
Isotherme Titrationskalorimetrie - Kohlenhydrate - Sialyl-Lewis*
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