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Abstand halten

Aufklarung multivalenter Bindungsmechanismen

Ein neuer Ansatz nutzt Elektronenspinresonanzspektroskopie, um Bindungsme-
chanismen zwischen Kohlenhydraten und Proteinen strukturbasiert zu untersu-
chen. Uber Abstandsmessungen kénnen Informationen iiber das Bindungsverhal-

ten in Losungen gewonnen werden.
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1 In den untersuchten divalenten Liganden 1 und 2 sind zwei GlcNAc-Reste iiber einen
flexiblen Linker mit variabler Linge miteinander verbunden.

ohlenhydrate sind gemeinhin als
KNahrungsmittel oder als Geriist- und

Stiitzsubstanzen bekannt. Sie besit-
zen jedoch auch andere Funktionen: So
sind sie in Form von Zuckerstrukturen
auch auf Zelloberfldchen zu finden, wo sie
als Erkennungsmuster und damit zur Sig-
naliibermittlung dienen. Uber diese Zu-
ckerstrukturen kénnen Zellen miteinander
kommunizieren. Die Informationsiiber-
mittlung findet iiber die Anbindung die-
ser Kohlenhydrat-Liganden an Proteine
statt. Die Anbindung erfolgt jedoch meist
nicht ausschlieBlich iiber eine einzelne
Bindungsstelle; haufig nutzt der Ligand
gleich mehrere Bindungsstellen, um mul-
tivalent an das Protein anzudocken. Ver-
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glichen mit monovalenten Wechselwir-
kungen kann solche Multivalenz zu deut-
lich erhdhter Bindungsaffinitdt und -spe-
zifitdt fiihren. Die zugrunde liegenden
molekularen Prozesse sind jedoch noch
nicht vollstandig verstanden. Verschiede-
ne Mechanismen, insbesondere das iiber-
briickende Binden benachbarter Bin-
dungsstellen, wurden zur Erkldrung der
erhohten Bindungsaffinitdt postuliert.

In vielen biologischen Systemen wer-
den Wechselwirkungen zwischen multiva-
lenten Kohlenhydratderivaten und Lekti-
nen, also Proteinen, die spezifisch Koh-
lenhydratstrukturen binden, beobachtet.
Die Inhibition dieser Wechselwirkungen
mittels malRgeschneiderter Liganden ist
z.B. von groflem Interesse bei der Be-
handlung vieler Krankheiten.

Bisher wurden multivalente Bindungs-
prozesse meist in kristallinen Proben mit-
hilfe von Rontgenbeugung untersucht, so
auch die Bindung von divalenten N-Ace-
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tylglucosamin-Derivaten (GlcNAc) an das
Pflanzenlektin ~ Weizenkeimagglutinin
(WGA). WGA liegt als Dimer vor und be-
sitzt in dieser Form acht Bindungsstellen
fiir GLcNAc. In den untersuchten divalen-
ten Liganden 1 und 2 sind zwei GlcNAc-
Reste {iber einen flexiblen Linker mit va-
riabler Lange miteinander verbunden
(s-Abb. 1). Da jedoch die Kristallstruktur
von Biomolekiilen nicht zwangslaufig de-
ren Struktur in Losung entspricht und
auch der Bindungsmechanismus durch die
dichte Packung in einem Kristall beein-
flusst werden kann, ist die Untersuchung
der multivalenten Wechselwirkungen in
Losung von grolRer Bedeutung und gleich-
zeitig eine Herausforderung.

ESR-Spektroskopie und
ortsspezifische Spinmarkierung

Eine neue Methode auf Grundlage der
Elektronenspinresonanzspektroskopie
(ESR-Spektroskopie) ermdglicht, den ex-
akten Bindungsmodus in Losung zu be-
stimmen. Dazu werden an den beiden
bindungsfahigen Enden der so genannten
zweizdhnigen Liganden Spinmarker ange-
bracht, die ein ESR-Signal aufweisen (Ver-
bindungen 1S und 2S in Abb.1). Damit
wird die Einschrankung der ESR-Spektros-
kopie, nur ungepaarte Elektronen detek-
tieren zu kdnnen, zum Vorteil fiir die vor-
gestellte Methode. Zur Untersuchung der
Wechselwirkungen in einem komplexen
System aus multivalenten Kohlenhydrat-
derivaten und Lektinen kann das Signal
direkt den spinmarkierten Liganden zuge-
ordnet werden.

Mit ESR-Spektroskopie konnen Abstan-
de zwischen 1 und 10 nm zwischen diesen
Spinmarkern gemessen werden. Bei ge-
eigneter Datenanalyse sind auch Ab-
standsverteilungen zugdnglich, sodass
auch flexible Strukturen oder parallel vor-
liegende Konformationen untersucht wer-
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2 Pulssequenz fiir das Deer-Experi-
ment. Innerhalb des Nitroxidspekt-
rums (schwarz, links) werden Spins
auf einer Beobachterfrequenz (A-
Spins, rot) und einer Pumpfrequenz
(B-Spins, blau) angeregt. Die Intensi-
tit V(t) des refokusierten Echos in Ab-
héingigkeit von der zeitlichen Position
t des Pumppulses ist aufgrund der Di-
pol-Dipol-Wechselwirkung zwischen A-
und B-Spins moduliert.

den konnen. Wahrend fiir die komplemen-
tdre Technik FRET (Forster-Resonanzener-
gietransfer), die zur Abstandsmessung in
Proteinen weit verbreitet ist, zwei unter-
schiedliche, vergleichsweise grof3e Chro-
mophore bendtigt werden, die dariiber
hinaus noch entsprechend dem erwarte-
ten Abstand ausgewahlt werden miissen,
kommen ESR-Abstandsmessungen mit
zwei kleinen, identischen Spinmarkern
aus, die iiber einen groRen Abstandsbe-
reich prazise Messungen ermdglichen. Als
Spinmarker werden Nitroxide verwendet.
Das ungepaarte Elektron, das fiir die ESR-
Spektroskopie bendtigt wird, ist dabei
tiber die N-0-Bindung delokalisiert. Die
Stabilitat der Nitroxide wird vor allem
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durch die sterische Abschirmung des un-
gepaarten Elektrons durch Methylgruppen
erreicht. Diese kleinen Nitroxidspinmarker
iiben nur minimalen Einfluss auf die
Struktur des Liganden aus. Nichtsdesto-
trotz sind, wie bei allen Untersuchungen,
die mit Labeln arbeiten, Kontrollexperi-
mente unerldsslich.

Abstandsmessungen mit der
ESR-Spektroskopie

Die Grundlage der Abstandsmessungen
mit ESR-Spektroskopie ist die Dipol-Di-
pol-Wechselwirkung zwischen Elektronen-
spins, die proportional zu 1/r* vom Ab-
stand r abhangt. Dariiber hinaus ist sie
jedoch auch vom Winkel zwischen exter-
nem Magnetfeld und Spin-Spin-Verbin-
dungsvektor abhdngig. Schnelle Orientie-
rungsanderung des Spin-Spin-Vektors
aufgrund der rotatorischen Diffusion des
Lektins oder des Liganden in Losung mit-
telt iiber alle Orientierungen und damit
die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zu null.
Deshalb werden die Abstandsmessungen
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ONLINE: Unter InfoClick 3098707 gibt es
auf laborpraxis.de eine Liste von ESR-Ar-
beitsgruppen.

SERVICES: Unter dem Suchbegriff ,ESR” fin-
den Sie auf laborpraxis.de einen Beitrag zur
Analyse von Antioxidantien in Lebensmitteln
mit der ESR-Spektroskopie.

in gefrorener, glasartiger Losung durch-
gefiihrt, sodass nach Schockgefrieren ein
Schnappschuss der Ligandenkonformation
erhalten wird. Flir Abstdnde unterhalb
von 2nm {ibersteigt die Dipol-Dipol-
Kopplung die inhomogene Linienbreite
des ESR-Spektrums. Eine Verbreiterung
der Spektren ist die Folge, sodass es mog-
lich ist, Abstdnde direkt aus dem Spekt-
rum abzuleiten. Fiir Abstdnde, die groRer
sind als zwei Nanometer, ist die Dipol-
Dipol-Kopplung zu klein, um zu einer si-
gnifikanten Verbreiterung der ESR-Spekt-
ren zu fiihren. In diesem Fall muss die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung von konkur-

3 Typische Deer-Kurve, bei der die nor-
mierte Echointensitdt V(t) / V(t=0)
iiber der zeitlichen Position des Pump-
pulses t aufgetragen ist. Deutlich sicht-
bar ist die Modulation des Signals auf-
grund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung
zwischen A- und B-Spins (Simulation oh-
ne Beriicksichtigung intermolekularer
Wechselwirkungen).
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4 Mit DEER erhaltene Abstandsvertei-
lungen fiir den divalenten Liganden
1S. Unten: ohne Lektin, die breite Ab-
standsverteilung zeigt die Flexibilitit
des Linkers zwischen den beiden spin-
markierten GlcNAc-Resten. Oben: mit
Lektin, die Abstdnde bei 2,3 nm wer-
den iiberbriickendem Binden benach-
barter Primdirbindungsstellen zugeord-
net, weitere Abstinde entsprechen Ab-
stdnden zwischen Spinlabeln an ver-
schiedenen Liganden, die auf demsel-
ben Lektinmolekiil gebunden sind.

rierenden Wechselwirkungen getrennt
werden, was {iblicherweise durch gepuls-
te Experimente geschieht.

Doppel-Elektron-Elektron-
Resonanz

Das Verfahren der Wahl ist Doppel-Elekt-
ron-Elektron-Resonanz (DEER) oder PEL-
DOR (Pulsed Electron Double Resonance).
Typische Probenvolumina fiir Abstands-
messungen sind einige zehn Mikroliter bei
Mindestkonzentrationen von einigen zehn
Mikromol pro Liter. Die Messzeit fiir ein
DEER-Experiment betrdgt typischerweise
mehrere Stunden. Zwei spektral nicht
tiberlappende Pulssequenzen (s.Abb.2)
regen verschiedene Bereiche des Nit-
roxidspektrums an, sodass die in der Pro-
be vorhandenen Spins in A- und B-Spins
unterteilt werden konnen. Um die Dipol-
Dipol-Wechselwirkung zu messen, wird
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5 (a) Divalenter Ligand in Ldsung; die Flexibilitdt des Linkers ermdglicht viele Konfor-
mationen mit unterschiedlichsten Abstinden zwischen den Spinmarkern. (b) Divalen-
ter Bindungsmodus des divalenten Liganden 1S an das WGA-Dimer. (c) Monovalenter
Bindungsmodus des divalenten Liganden 2S mit einem kiirzeren Linker. Die beiden Un-
tereinheiten des WGA-Dimers sind blau bzw. griin eingefirbt. Die Nitroxidspinmarker

sind als gelbe Kreise dargestellt.

mit der Pumpfrequenz ein Puls einge-
strahlt, der die B-Spins invertiert. Diese
Invertierung fiihrt zu einer Anderung des
lokalen Magnetfelds am Ort der A-Spins.
Strahlt man nun den Pump-Puls zu ver-
schiedenen Zeiten ein, wird die Intensitit
des refokussierten Echos V(t) der A-Spins
aufgrund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung
zwischen A- und B-Spin moduliert. Ubli-
cherweise wird die Intensitdt V(t) gegen
die Zeit aufgetragen (s.Abb.3). Die Ab-
standsverteilung zwischen den Spinmar-
kern erhdlt man mittels quantitativer
Analyse. Dabei wird iiber die Wahl eines
Regularisierungsparameters ein Kompro-
miss zwischen Glitte der Abstandsvertei-
lung und Anpassung an die (verrausch-
ten) experimentellen Daten optimiert.
Wenn die Ligandenmolekiile sich frei in
der Lésung bewegen, dann sind sie flexi-
bel und eine Mischung langer und kurzer
Abstdnde zwischen den Spinmarkern wird
detektiert. Bindet der Ligand hingegen in
einer briickenartig gestreckten Bindung
doppelt an ein Protein an, wird seine Fle-
xibilitdt reduziert, und aus der ehemals
breiten Abstandsverteilung wird eine re-
lativ schmale. Uber diese Abstandsinfor-
mationen kdnnen direkte Strukturinfor-

Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR-Spektroskopie) ist eine hochempfindli-
che, hochselektive und hochauflosende Methode zur Charakterisierung von Syste-
men mit ungepaarten Elektronen. Sie besitzt im Vergleich zur NMR-Spektroskopie
eine hohere Empfindlichkeit, und die Spektren weisen im Vergleich zur optischen
Spektroskopie und Schwingungsspektroskopie einen héheren Informationsgehalt
auf. Das momentan grdfite Anwendungsgebiet in Kombination mit ortsspezifischer
Spinmarkierung ist die Biostrukturforschung.
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mationen {iber den Liganden gewonnen
werden, sodass bestimmt werden kann,
wie er an das Protein bindet. So ergaben
DEER-Experimente der divalenten, dop-
pelt spinmarkierten Liganden 1S und 2S
(s.Abb. 1) ohne Zugabe von Lektinen eine
breite Abstandsverteilung zwischen den
Spinmarkern (s.Abb.4). Dies zeigt die
Flexibilitdt des Linkers zwischen den bei-
den spinmarkierten GlcNAc-Resten, die
viele Konformationen mit unterschied-
lichsten Spinlabel-Abstanden ermdglicht
(s.Abb. 5a).

Bei achtfachem molarem Uberschuss
des WGA-Dimers erwartet man nahezu
quantitatives Binden des divalenten Li-
ganden 1 an das Lektin. Unter solchen
Bedingungen andert sich die Abstands-
verteilung zwischen den beiden Spinmar-
kern von 1S deutlich; ihre Breite wird
geringer und ihr Maximum verschiebt sich
zu 2,3nm (s.Abb. 4, oben). Diese Daten
zeigen, dass der divalente Ligand ge-
streckt ist und gleichzeitig mit beiden
Zuckern an das Protein bindet (s. Abb. 5b).
Im Gegensatz dazu bleibt die intramole-
kulare Abstandsverteilung fiir den diva-
lenten Liganden 2S bei Zugabe von Lektin
unverdndert, da er aufgrund seines kiirze-
ren Linkers nur monovalent an das Lektin
bindet (s. Abb. 5c).

Durch die Auswertung von Abstands-
verteilungen zwischen Ligandenmolekii-
len, die an das gleiche multivalente Pro-
teinmolekiil gebunden waren, gelang es
zusatzlich, die bevorzugten Bindungsstel-
len zu identifizieren. Die Methode ist da-
bei keineswegs auf das gewdhlte System
beschrankt, vielmehr besitzt sie das Po-
tenzial fiir die Untersuchung vielfaltiger
Protein-Ligand-Wechselwirkungen. [ ]
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