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Bestimmung der bioaktiven Konformation
des Kohlenhydratliganden im E-Selectin-Sialyl-
Lewis*-Komplex **

Karoline Scheffler, Beat Ernst, Andreas Katopodis,
John L. Magnani, Wey Tong Wang, Rudiger
Weisemann und Thomas Peters*

Die durch Cytokine stimulierte Expression von E-Selectin-
Rezeptoren auf der Oberfliche von Endothelzellen ist einer der
ersten Schritte im Verlauf entziindlicher Prozesse!!' 2. E-Selec-
tin ist ein membranstdndiges Glycoprotein, das zur Familie der
Selectine (E-Selectin, L-Selectin, P-Selectin) zahlt und spezifisch
das Sialyl-Lewis*-Antigen auf neutrophilen Granulozyten bin-
det. Um den Erkennungs- und Bindungsproze3 auf molekularer
Ebene verstehen zu kdnnen, mulB die dreidimensionale (3D)-
Struktur des Komplexes aus E-Selectin und Sialyl-Lewis* analy-
siert werden. Einen erheblichen Fortschritt markiert in diesem
Zusammenhang die Aufklirung der Struktur von E-Selectin im
Kristall . Fiir die Konformation des Liganden Sialyl-Lewis® im
Komplex mit E-Selectin fehlen bisher noch eindeutige experi-
mentelle Daten. Zwei jlingst publizierte Arbeiten!* 3! beschrei-
ben zwar Transfer-NOE-Experimente!® zur Konformations-
analyse von komplexiertem Sialyl-Lewis*, jedoch werden in den
beiden Publikationen unterschiedliche Konformationen des ge-
bundenen Liganden angegeben, und die Orientierung des Fuco-
serests im gebundenen Zustand wird gar nicht erértert.

Wir stellen nun Transfer-NOE-Experimente am E-Selectin-
Sialyl-Lewis*-Komplex vor. Das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis*
wurde synthetisch gewonnen!”!, bei dem verwendeten E-Selectin

handelt es sich um eine rekombinante Chimére aus E-Selectin
und humanem IgG, wobei die Lektin-, die EGF- und sechs
CR-Dominen des E-Selectins die Antigenbindungsstellen in
IgG ersetzen!®l. Fiir die Bestimmung der Transfer-NOEs wur-
den NOESY-Spektren mit verschiedenen Mischzeiten aufge-
nommen™®., Um stérende Protonenresonanzsignale des E-Selec-
tins zu unterdriicken und damit eine quantitative Auswertung
der Spektren zu erméglichen, wurde ein Spinlockfilter®! ver-
wendet. Zum Vergleich wurden NOESY-Experimente an rei-
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nem E-Selectin und freiem Sialyl-Lewis® durchgefiihrt™*!!. Fiir
die Zuordnung der Protonenresonanzsignale wurden bekannte
Daten verwendet!*2,

Der Vergleich der NOESY-Spektren von E-Selectin und
freiem Sialyl-Lewis* zeigt, daB keine stérenden Uberlagerungen
von Protonenresonanzsignalen des Glycanteils von E-Selectin
mit solchen des Tetrasaccharids auftreten. Fiir freies Sialyl-Le-
wis* werden kleine, negative NOEs beobachtet, wie dies auch in
vergangenen Veréffentlichungen!'?! berichtet wurde (Abb. 1a).
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Abb. 1. 2D-NOESY-Spektren [9, 11] von freiem {a) und mit E-Selectin komplexier-
tem Sialyl-Lewis* (b). Spektrum a wurde mit einer Mischzeit von 900 ms ohne
Spinlockfilter, Spektrum b mit einer Mischzeit von 150 ms mit Spinlockfilter aufge-
nommen.

Es treten interglycosidische NOEs auf, die den bekannten NOEs
entsprechen. Allerdings wird kein interglycosidischer NOE zwi-
schen den Protonen H8™ und H3C beobachtet, wie er mit einem
ROESY-Experiment gefunden wurde!'3). Der entsprechende
Effekt konnte auch bei Sialyl-a(2 — 3)-N-acetyllactosamin re-
gistriert werden!! 221, Der Grund fiir diese unterschiedlichen Be-
funde ist, da3 die Korrelationszeit 7, des Tetrasaccharids zu
einem Wert wr_(w = Spektrometerfrequenz, 600 MHz) von un-
gefdhr 1 fiihrt. In diesem Bereich hingt die Intensitit der NOEs
duBerst empfindlich schon von sehr kleinen Anderungen in der
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lokalen Beweglichkeit einzelner Molekiilteile ab. Dies zeigt sich Tabelle 1. 'H-NMR-chemische Verschicbungen (-Werte) fiir das Tetrasaccharid
deutlich am Beispiel der C9-Kette am reduzierenden Ende von Sialyl-Lewis* in D,0 bei 303 K und 600 MHz. Als Referenz diente das HDO-Si-
Sialyl-Lewis*, in der keine oder sogar schwache positive NOEs gnal: 5(HDO) = 4.722.
beobachtet werden. Auch die Glycerolseitenkette des N-Acetyl- NeuNAc Gal GleNAc  Fue Spacer
neuraminsdurerestes kann eine von der globalen Korrelations- (N) (@) GN)  (F) O(CH,);COOMe
zeit 7, abweichende lokale Korrelationszeit T aufweisen, so daB3 Hi 451 451 5.09
NOEs in dieser Seitenkette wie etwa der NOE H8Y/H3€ nicht H2 3.52 3.89 3.68 4xCH, 1.28
mehr detektierbar sind. Unter Beachtung der von anderen Ar- H3 1.79 4.08 3.82 39 IxCH, 1.52
beitsgruppen!!2* 131 yorgenommenen Experimente ergibt sich Ha g‘gg 192 192 s ggz 122
somit insgesamt, dabB fiir das Sialyl-Lewis*Tetrasaccharid in H5 3.86 3.58 3.58 481 CH, 182-39
Losung ein Gleichgewicht mehrerer Konformationen vor- H6 3.66 3.68 40 1.16 OCH, .68
liegt!*®!, das im wesentlichen durch die Orientierung des N-Ace- 3.88
tylneuraminsdurerests charakterisiert wird. Die 'H-NMR-Da- gg ;;g
ten fiir das Tetrasaccharid sind in Tabelle 1 zusammengefalt. HY 3.64

Fiir den Komplex traten schon bei einer Mischzeit von 25 ms 3.87
Transfer-NOEs auf. Da durch die Aufnahme von NOESY- N-CH, 2.01 2.01

Spektren mit verschiedenen Mischzeiten!! vollstindige Trans-

fer-NOE-Kurven erhalten wurden, kdnnen fiir die im folgenden

diskutierten NOEs Spindiffusionseffekte als Ursache ausge- NOEs zwischen H3% und H3°. Es wird jedoch ein deutlicher
schlossen werden. Intensitdten der Transfer-NOEs und Lage der Transfer-NOE zwischen H8N und H3C beobachtet (Abb. 2b
Maxima der Transfer-NOE-Kurven belegen eindeutig, daB es und 2¢). Ein schwacher Transfer-NOE wird zwischen der Me-
sich bei den beobachteten Effekten tatsichlich um Transfer- thylgruppe der N-Acetylfunktion an C5~ und H7" innerhalb
NOESs handelt. Transfer-NOEs zwischen Protonen des E-Selec- des N-Acetylneuraminsdurerests beobachtet. Dies stiitzt die

tins und Sialyl-Lewis* kon-
nen bei dem gewdhlten Pro-
tein-Ligand-Verhéltnis™™
nicht beobachtet werden.
Die folgende Diskussion
betrifft nur das NOESY-
Spektrum, das mit einer
Mischzeit von 150 ms auf-
genommen wurde (Abb.
1b). Eine genaue Analyse
der Transfer-NOE-Daten
und weiterer NMR-Expe-
rimente insbesondere un-
ter Beriicksichtigung des
Austauschgleichgewichts
und Einbeziehung der
Aminosdureprotonen!!#
in der Bindungstasche von
E-Selectin wird an anderer
Stelle veroffentlicht wer-
den. Zum Vergleich ist in
Abbildung 1a ein entspre-
chender Ausschnitt aus
dem NOESY-Spektrum
fiir freies Sialyl-Lewis* ge-
zeigt. Fiir die wichtigsten
zu diskutierenden Effekte
sind auBlerdem in Abbil-
dung 2 Schnitte durch die
entsprechenden NOESY-
Spektren  zusammenge-
stellt.

Die interglycosidischen
Transfer-NOEs zwischen
Protonen der N-Acetyl-
neuraminsdure und der
Galactose  unterscheiden
sich erheblich von den ent-
sprechenden NOEs im
freien Sialyl-Lewis* (Abb. 1
und 2). Am auffilligsten ist
das Fehlen eines Transfer-
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Abb. 2. Durch Addition von Fi-Spuren erhaltene 1D-Darstellungen der NOESY-Spekiren aus Abbildung 1. Die unteren Spuren
sind aus dem NOESY-Spektrum fiir freies Sialyl-Lewis* entnommen (vgl. Abb. 1a), die oberen Spuren entsprechen komplexiertem
Sialyl-Lewis* (vgl. Abb. 1b). @) § = H1¥; b) 6 = H3Y; ¢) 6 = H3%; d) § = H5". Das mit GP gekennzeichnete Signal stammt aus
E-Selectin. Dies kann durch einen Vergleich mit NOESY-Spektren fiir freies E-Selectin (nicht abgebildet) gezeigt werden.

“
S
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gauche,gauche(g,g)-Vorzugsorientierung an der C6N-C7N-Bin-
dung. Fiir die Orientierung der C7¥-C8"-Bindung haben Analy-
sen vicinaler homo- und heteronuclearer Kopplungskonstanten
sowie die Bestimmung von *'*C-Spin-Gitter-Relaxationszeiten
gezeigt, daB3 die Glycerolseitenkette in wiBriger Losung an der
C7N-C8N-Bindung ausschlieBlich eine trans-Orientierung der
beiden an diese C-Atome gebundenen Hydroxygruppen auf-
weist!22 151 ynd nur fir die Hydroxymethylgruppe an C9 ein
Konformerengleichgewicht beobachtet werden kann. Insgesamt
wird daher fiir die Glycerolseitenkette der N-Acetylneuramin-
sdure eine Orientierung wie in [12a] angenommen.

Zwischen Galactose und N-Acetylglucosamin werden Trans-
fer-NOEs beobachtet, die den NOEs im freien Tetrasaccharid
entsprechen (Abb. 1). Die interglycosidischen Transfer-NOEs
(Tabelle 2) ausgehend von Fucose unterscheiden sich wiederum

Tabelle 2. Experimentell bestimmte interglycosidische Transfer-NOEs aus dem
NOESY-Spektrum (Abb. 1b), die als Abstandsbeschrinkungen eingesetzt wurden
(zum Vergleich sind in Klammern auch die NOEs fiir das NOESY-Spektrum
(Abb. 1a)des freien Tetrasaccharids angegeben). Zur Bestimmung der Abstandsbe-
schrankungen r, (untere Grenze) und #, (obere Grenze) wurde zunéchst auf einen
bekannten intraglycosidischen Abstand, H1*-H2¥ =23 A, entsprechend der
,.Isolated Spin Pair Approximation (ISPA) geeicht [16]. Fiir die Bestimmung der
NOEs wurde ein relativ groBer Fehler von +40% angenommen. Mit den aus den
NOEs mit ISPA errechneten Abstinden und dem geschitzten Fehler ergeben sich
dann die Werte fiir die Abstandsbeschriankungen r, und r,.

NOE [%] r. [A] r [A]
Komplex (frei)
H1F-H3%N —37(—8) 2.3 2.6
H1F-NAcS™ —9(-1) 2.8 33
HSF-H2¢ -8 (—15) 2.9 3.4
HS"_—HGG‘ —12(-1) 2.7 3.1
CHE-H2¢ —20(—4) 2.5 2.9
H19.H4%N —45 (—20) 2.2 2.5
H36.H§N —37(0) 2.3 2.6
H3Y-H3¢ 0(—4 4.0
H33-H3¢ 0(0) 4.0

merklich von den korrespondierenden NOEs im freien Tetrasac-
charid. Zwischen H5F und H2° wird nur noch ein auBerordent-
lich schwacher Transfer-NOE beobachtet (Abb. 2d). Ebenso
findet sich ein geringfiigig schwéicherer Transfer-NOE zwischen
der Methylgruppe der N-Acetylfunktion an C2°N und H1F
(Abb. 2a). Ein sehr schwacher Transfer-NOE zwischen H1F
und H5C oder H5Y, der in Abbildung 2a gekennzeichnet ist,
muB wahrscheinlich auf Spindiffusion (dies geht aus einer Be-
trachtung der entsprechenden NOE-Aufbaukurven hervor) zu-
rickgefithrt werden. Der Transfer-NOE zwischen CH,-6F und
H2C hingegen ihnelt in seiner Intensitit dem entsprechenden
NOE im freien Tetrasaccharid (Abb. 1). Es wird noch ein Trans-
fer-NOE zwischen H5" und H6€ detektiert, der fiir freies Sialyl-
Lewis* an der Nachweisgrenze liegt (Abb. 2d).

Fiir die weitere Auswertung werden die Transfer-NOEs zuerst
integriert{!61 wobei die Intensitit des intraglycosidischen
Transfer-NOEs zwischen H3}} und H3}, als Eichwert dient. Die
relativen NOEs lassen sich unter Anwendung der ISPA-N&he-
rung!!” in Abstandsbeschrinkungen (Tabelle 2) umwandeln
und so fiir die Ableitung der Konformation von gebundenem
Sialyl-Lewis* einsetzen. Dazu wurde zunichst eine 10° Schritte
umfassende Metropolis-Monte-Carlo(MMC)-Simulation!'® mit
einem Temperaturparameter von 2000 K durchgefiihrt, die den
fiir Sialyl-Lewis® zur Verfiigung stehenden Konformationsraum
vollstindig erfaBt!™®1, Aus den erhaltenen 457 309 Konformatio-
nen wurden 29 Strukturen selektiert, die alle Abstandsbeschrin-
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kungen erfiillen. Die so gefundenen Konformationen populie-
ren nur einen sehr eingeschriankten Bereich des Konformations-
raums und geben somit die Konformation von gebundenem
Sialyl-Lewis* an (Abb. 3).

Abb. 3. Darstellung der Konformation von Sialyl-Lewis® im gebundenen Zustand.

Gezeigt sind zehn der erhaltenen 29 Konformationen. Fiir die Diederwinkel an den

glycosidischen Bindungen ergeben sich folgende Mittelwerte (vgl. Tabelle 2):

Pn-g=—76"F10° Py_g=6"110" g on=39"110°, Py oy =121 6,
poan = 38° 7%, Weogn =26° £ 67,

Cooke et al. leiten aus ihren Experimenten eine Konforma-
tion ab, bei der die N-Acetylneuraminsdure eine Orientierung
dhnlich der hier beschriebenen einnimmt. Allerdings wird dort
ein Transfer-NOE zwischen H8" und H3C, der fiir die Ableitung
der gebundenen Konformation eine essentielle Abstandsbe-
schriankung ist, weder beobachtet noch diskutiert. Daher mis-
sen die Autoren auf bereits publizierte Kraftfeldrechnungen!'?
und Molekiildynamik(MD)-Simulationen!!®!  zuriickgreifen,
um eine mdogliche Konformation fiir den gebundenen Liganden
angeben zu kénnen. Die von Ichikawa et al.l'*® angegebene
Konformation C wird unter Anwendung des AusschluBprinzips
— nur der fehlende NOE H3%/H3[ wird fir eine negative Ab-
standsbeschrdnkung herangezogen - favorisiert. Transfer-
NOEs zwischen der Fucose- und der N-Acetylglucosaminein-
heit werden nicht diskutiert, und folglich wird dem Fucoserest
in Sialyl-Lewis” eine Orientierung wie in wiBriger Losung zuge-
schrieben. In der kiirzlich erschienenen Arbeit von Hensley
et al.1®) wird ein ,, Transfer-NOE** zwischen H3N und H3° ge-
funden, der belegen soll, dafl die Konformation im gebundenen
Zustand mit der Losungskonformation von Sialyl-Lewis* iden-
tisch ist. Es bleibt jedoch unklar, welche Lésungskonformation
gemeint ist. Vermutlich handelt es sich um die von Ichikawa
et al."**l angegebene Konformation A oder B. Dies ist weder
mit den Ergebnissen von Cooke et al.*!in Einklang zu bringen,
noch 1aBt es sich mit unseren Befunden korrelieren. Moglicher-
weise ist der von diesen Autoren!! beobachtete . Transfer-
NOE* auf den verwendeten hohen LigandeniiberschuB und da-
mit auf ungebundenes Sialyl-Lewis* zurickzufiihren.

Unsere Experimente ermoéglichen auf der Grundlage von
MMC-Simulationen bei 2000 K die Bestimmung der Konfor-
mation von gebundenem Sialyl-Lewis*. Der hohe Temperatur-
parameter wurde gewéhlt, um den sterisch zugdnglichen Kon-
formationsraum moglichst vollstindig zu erfassen. Es ist
hervorzuheben, dafl sowohl die Orientierung des N-Acetylneu-
raminsdure- als auch des Fucoserests im gebundenen Liganden
zu Transfer-NOEs fithren, die sich erheblich von den NOEs fiir
freies Sialyl-Lewis* unterscheiden (Abb. 1 und 2). Als wesent-
liche SchluBfolgerung ergibt sich damit:
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E-Selectin komplexiert ausschlieBlich eine Konformation aus
dem in wiéBriger Losung prisentierten Konformerengemisch,
bei der die Neuraminsdure eine Orientierung aufweist, die etwa
der Konformation A von Rutherford et al.t*31 bzw. der Konfor-
mation C von Ichikawa et al.l'!'® entspricht und wobei die Fu-
cose ihre Orientierung gegeniiber der in wéBriger Losung bevor-
zugten geringfiigig ndert (vgl. Abb. 3). Hieraus lassen sich bei
genauerer quantitativer Auswertung der Transfer-NOE-Daten
moglicherweise SchluBfolgerungen iiber die Flexibilitdt der
a(t — 3)-glycosidischen Bindung zwischen dem Fucose- und
dem N-Acetylglucosaminrest ableiten. Diese Ergebnisse dienen
derzeit als Grundlage fiir die Modellierung potenter Inhibitoren
fiir die E-Selectinrezeptoren.

Eingegangen am 25. Februar 1995 [Z 7735]
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Neue Netzwerke von Silber(1)-Kationen in unge-
wohnlicher Koordination: die waffelartige Struktur
von [Ag(pyz),1[Ag;(pyz)s|(PFs) - 2G und das
einfache kubische Geriist von [Ag(pyz);1(SbF¢)**

Lucia Carlucci, Gianfranco Ciani*, Davide M. Proserpio
und Angelo Sironi

Entwurf und Synthese kristalliner zwei(2D)- und dreidimen-
sionaler(3D) Koordinationspolymere sind von groBem Inter-
esse'! 73! sowohl theoretisch im Hinblick auf die Topologien
neuer Netzwerke als auch aufgrund ihrer zu erwartenden physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften, z.B. der elektrischen Leit-
fahigkeit™ und des Magnetismus®). Anwendungen dieser Sy-
steme in der Wirt-Gast-Chemie™" ® und in der Katalyse!” wur-
den beschrieben. Koordinationspolymere bieten im Vergleich
mit supramolekularen Verbdnden aus wasserstoffverbriickten
organischen Molekiilen'® mehr Mdglichkeiten wegen der Viel-
zahl an Koordinationsgeometrien und den spezifischen Eigen-
schaften der Metallzentren. Wir untersuchen die Selbstorgani-
sation von Silber(1)-Kationen mit zweizihnigen N-N’-Donor-
Liganden und haben 2D- und 3D-Netzwerke hergestellt. Dazu
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