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Kapitel 1
Einleitung

Infektionskrankheiten sind auch im 21. Jahrhundert weiterhin die haufigste Todesursache
auf der Erde. Nach Erhebungen der WHO sterben jedes Jahr {iber 2 Millionen Menschen an
Malaria. Atemwegserkrankungen fordern 3,9 Millionen Opfer. Die Todesfille aufgrund an-
derer Infektionen summieren sich auf iiber 10 Millionen jahrlich. Anderungen im globalen
Klima sorgen fiir das Auftreten tropischer Infektionskrankheiten auch in geméaRigten Gebie-
ten. Weitere Probleme entstehen durch die zunehmende Resistenz vieler Erreger gegeniiber
den bekannten Therapiemoglichkeiten.

Fiir die nachhaltige Bekdmpfung einer Infektionskrankheit ist ein Verstandnis der Wirkungs-
weise neuer und bekannter Arzneistoffe auf molekularer Ebene erforderlich. Die Resonanz-
eigenschaften von Atomkernen und Elektronen bieten eine reichhaltige Informationsquelle
fiir die Charakterisierung von Biomolekiilen und werden in dieser Arbeit als Methode zur
Molekiilstrukturaufkldrung genutzt. Die resultierenden Erkenntnisse geben wichtige Impul-
se fiir die Neuentwicklung und Optimierung dringend benétigter Medikamente.

Klassische Experimente zur Molekiilstrukturaufklarung durch Magnetresonanz basieren auf
dem sog. Nuclear Overhauser Effect. Dieser ist jedoch nur unter bestimmten Voraussetzun-
gen nutzbar. In dieser Arbeit werden strukturelle Informationen {iber Biomolekiile aus der
sog. paramagnetischen Relaxation abgeleitet. Schon geringe Konzentrationen paramagneti-
scher Elemente fiithren zu einer rdumlich begrenzten Stérung des MR-Signals und verhin-
dern den Einsatz herkémmlicher Strategien zur Strukturaufklarung.

In Kapitel 3.1 wird ein potentieller Inhibitor der Legionérskrankheit durch ein paramagne-
tisches Spin-Label markiert und der Einfluss auf die MR-Signale seines Zielmolekiils unter-
sucht. Mit dieser Strategie lasst sich die Interaktionsoberflache beider Molekiile kartieren,
auch wenn der Inhibitor nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden ist. Anschlief3en-
de Simulationen geben Aufschluss iiber die Molekiilstruktur des Inhibitors im Komplex mit
seinem Zielmolekiil. Die resultierenden Informationen werden als Grundlage fiir das Design
neuer Wirkstoffe mit optimierten Bindungseigenschaften verwendet.

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Die quantitative Auswertung der MR-Signalverminderung durch die Anwesenheit paramag-
netischer Zentren wird in Kapitel 3.2 eingesetzt, um prézise Abstandsinformationen zwi-
schen einzelnen Atomen in einem Wirkstoff-Zielmolekiil-Komplex zu berechnen. Die Wirk-
stoffe zdhlen zu einer neuen Klasse von Substanzen mit hoher Aktivitidt gegen Malaria. Thr
Wirkmechanismus ist jedoch bis heute nicht vollstandig aufgeklédrt. Die Methode erlaubt
erstmals die Bestimmung einer Molekiilstruktur unter den gleichen chemischen Bedingun-
gen, wie sie auch in vivo herrschen.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Von der Aminosaure zum Protein

Proteine sind die wesentlichen Bausteine des Lebens auf der Erde. Sie bestehen aus einer
Abfolge (Sequenz) von Aminosduren. Alle Aminosduren besitzen dasselbe Riickgrat, beste-
hend aus einer Amino- und einer Carboxylgruppe, sowie einem verdnderlichen Rest, der die
Eigenschaften der Aminoséure festlegt (siehe Abb. 2.1). Die 20 proteinogenen Aminosduren
sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Die Namen der Aminosduren werden durch einen Drei- oder Einbuchstabencode abgekiirzt
und mit einer Nummer versehen, welche die Position der Aminosiure in der Peptidsequenz
eines Proteins wiedergibt. Z. B. steht PR0131 fiir die Aminosaure Prolin an Position 131.

Mit Ausnahme von Glycin sind alle Aminosduren chirale Molekiile (um das
«-Kohlenstoffatom). Von jeder Aminosduren existieren zwei Enantiomere, wobei die prote-
inogenen Aminosduren ausnahmslos I-Aminosauren sind. Die zelluldren Mechanismen zum
Aufbau der Proteine (Ribosom, tRNA, Aminoacyl-tRNA Synthetase, etc.) sind selbst chiral

und konnen nur die 1-Variante erkennen. D-Aminosauren kommen in Lebewesen nur ver-

Aminosaure 3-Code | 1-Code Aminosdure | 3-Code | 1-Code
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsaure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutaminsaure Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val v

Tabelle 2.1: Die 20 proteinogene Aminosauren.
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Abbildung 2.1: a) Struktur einer Aminosédurekette, b) Aminosduren gruppiert nach ihren chemischen Eigen-
schaften [2].

einzelt vor. Sie werden unabhingig vom proteinogenen Stoffwechsel synthetisiert und sind
daher nichtproteinogen. Durch die Stereoselektivitdt der meisten Enzyme werden synthe-
tische Peptide aus d-Aminosduren im Organismus nur langsam abgebaut und bieten damit
einen Ansatzpunkt fiir Wirkstoffe auf Peptidbasis. [1]

Die Struktur eines Proteins wird in vier Ebenen unterteilt:

1. Primdrstruktur: Sequenz der Aminosauren.

2. Sekundarstruktur: lokale Strukturelemente, welche durch Wasserstoffbriicken stabi-
lisiert werden. Die haufigsten Vertreter sind «-Helices und (3-Faltblatter.

3. Tertidrstruktur: Rdumliche Anordnung der Sekundirstukturelemente zueinander.
Diese wird meist durch hydrophobe Wechselwirkungen, Disulfidbriicken, etc. inner-
halb des Proteins stabilisiert.

4. Quartarstruktur: Raumliche Anordnung mehrerer Proteine zu einem Komplex.

Die meisten Proteine falten sich selbstdndig zu einer dreidimensionalen Struktur, angetrie-
ben durch die chemischen Eigenschaften ihrer Aminosduren. Manche Proteine benotigen
zur korrekten Faltung die Hilfe von sog. Chaperonen. Zusatzlich werden in vielen Organis-
men wichtige Schritte der Proteinfaltung durch Enzyme katalysiert, um die Geschwindig-
keit zu erh6hen.

Ein fiir diese Arbeit wichtiges Beispiel sind die Isomerasen. Im Prozess der Proteinfaltung
ist es notig, chemische Bindungen bestimmter Aminosduren um 180° zu rotieren. Es findet
also ein Ubergang von der trans- in die cis- Konfiguration dieser Aminosiuren statt. Bei
Raumtemperatur ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine solche Rotation sehr gering und die
Reaktion lauft sehr langsam ab. Alle hoheren Organismen besitzen deshalb Enzyme, welche
die Reaktion stark beschleunigen. Eine Klasse sind die peptidyl-prolyl-cis /trans-Isomerasen
(kurz PPIase), welche die Peptidbindung von Prolin isomerisieren (siehe Abb. 2.2).



2.2. MAGNETISCHE RESONANZ S

w =180° ©=0°

trans-Konfiguration cis-Konfiguration

Abbildung 2.2: Ubergang einer Peptidbindung von der trans- in die cis-Konfiguration.

2.2 Magnetische Resonanz

Das erste Experiment zum Nachweis der Magnetresonanz wurde 1937 von I. I. Rabi an
der Columbia University (USA) durchgefiihrt. Zuvor hatte er die bis dahin aufgestellten
Theorien aus den 1920er und 30er Jahren um den zuvor vernachléssigten Kernspin von
Atomen erweitert. Das Experiment wird als Molekularstrahl-Magnetresonanz-Methode be-
zeichnet. Dabei passiert ein feiner Strahl aus Molekiilen nacheinander zwei gegensétzlich
gepolte Magnetfeldgradienten. Im ungestorten System hebt sich die Ablenkung der Mo-
lekiile durch die Magnetfelder auf und der Strahl kann eine nachgeschaltete Lochblende
passieren. Zwischen beiden Gradienten werden die Molekiile nun mit schnell oszillieren-
den elektromagnetischen Wellen bestrahlt. Ist die Stdrke der Magnetfelder und die elek-
tromagnetische Strahlung richtig aufeinander abgestimmt, so findet ein Resonanziibergang
in den Molekiilen statt und der Strahl wird nicht mehr auf die Lochblende refokussiert.
Die Intensitédtsverteilung des Molekularstahls bei verdnderlichem Magnetfeld zeigt dann
ein Magnetresonanzspektrum.

Die Magnetresonanz kann auch in anderen Spinsystemen mit vorhandenem magnetischen
Moment beobachtet werden: Sowohl als Elektronenspinresonanz (electron paramagnetic re-
sonance, EPR) in Atomen mit paramagnetischer Elektronenkonfiguration, als auch als Kern-

spinresonang in bestimmten Atomkernen.

Die Elektronenspinresonanz konnte 1944 erstmals von dem sowjetischen Physiker E. Za-
voisky an der Kazan State University (USA) demonstriert werden.

Der Grundstein der modernen Kernspinresonanz wurde 1945 durch zwei Arbeitsgruppen
unabhéngig voneinander gelegt. E. M. Purcell, H. C. Torrey und R. V. Pound beobachteten an
der Harvard University (USA) die Absorption elektromagnetischer Strahlung durch Kern-
spinresonanz, wahrend zeitgleich E Bloch, W. W. Hansen und M. Packard an der Stanford
University (USA) ein vom Atomkern durch Induktion ausgesandtes Signal untersuchten.
Die zahlreichen nachfolgenden Veroffentlichungen wurden ab diesem Zeitpunkt unter dem

Begriff nuclear magnetic resonance (NMR) zusammengefasst [3].

Im Verlauf dieses Kapitels werden die theoretischen Grundlagen der Magnetresonanzspek-
troskopie vorgestellt. Neben der Signalentstehung wird ihre mathematische Beschreibung



6 KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

durch das klassische Vektor-Modell und durch den quantenmechanischen Produktoperator-
Formalismus erlautert. Eine ausfiihrliche Darstellung ist in [4, 5, 6] gezeigt.

2.2.1 Die Entstehung des MR Signals

Die magnetische Resonanz tritt bei Teilchen mit ungeradzahligem Spin (z. B. S = %) in
Erscheinung, wahrend sie sich in einem dufleren Magnetfeld mit der magnetischen Fluss-
dichte B, befinden. Dieser sog. Zeeman-Effekt sorgt dafiir, dass Teilchen mit einer Spin-
orientierung parallel zum duflleren Magnetfeld (magnetische Komponente m, = +%) eine
niedrigere Energie besitzen, als Teilchen mit antiparallel ausgerichtetem Spin (magnetische
Komponente m, = —%).

Die Energiedifferenz der beiden Niveaus ist gegeben durch

AE = —gum,B, (2.1)

Darin ist g der Landé-Faktor des Teilchens I, u = yhl sein magnetisches Moment und m;
seine magnetische Spinquantenzahl.

Mit der Auswahlregel Am = 1 und dem Planckschen Gesetz E = hv ergibt sich als Reso-
nanzfrequenz w; fiir den Ubergang zwischen beiden Energieniveaus':

Darin ist y = % das gyromagnetische Verhéltnis des Teilchens. w; wird auch als Larmorfre-
quenz bezeichnet. Bei einem dufderen Magnetfeld von 1 Tesla ist w; ~ 30 GHz fiir Elektro-
nen bzw. w; ~ 42 MHz fiir Wasserstoffkerne.

In dieser Arbeit werden nur Teilchen mit Spin I = % betrachtet. Die wichtigsten Beispiele
hierfiir sind die Kernspins 'H, *C und °N sowie der resultierende Elektronenspin parama-
gnetischer Elemente.

Im thermischen Gleichgewicht weisen die Energiezustinde |a) (parallel zum &ulieren
Feld) oder |ﬁ> (antiparallel zum dufBeren Feld) einen Besetzungsunterschied aufgrund der
Boltzmann-Verteilung auf:

N 8 AE _ rhBg

N_ —=e kT = e kT (2.3)

a

Bei Raumtemperatur ist die Abweichung von der Gleichbesetzung sehr gering (Ng/N, ~
0,99994 fiir 'H mit B, = 17,6 T). Der geringe Besetzungsunterschied verursacht eine ge-

In der NMR-Literatur wird hiufig das Minuszeichen vernachlissigt und als Konvention w; = yB, verwen-
det.
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By e, : B

> / y / y
(a) X (b) X (0

Abbildung 2.3: (a) Besetzung der Zeeman-Energieniveaus, (b) makroskopische Magnetisierung M,, (c) Pra-
zession der makroskopischen Magnetisierung M, um das duliere Magnetfeld B,

ringfiigige makroskopische Nettomagnetisierung der Probe, die iiblicherweise durch den
Magnetisierungsvektor M dargestellt wird. Seine z-Komponente M, zeigt in Richtung von
B,.

Das klassische Vektor-Modell

Im thermischen Gleichgewicht stehen B, und M parallel, d. h. M = (0,0, M,). M, ist al-
lerdings zu klein, als dass es direkt nachgewiesen werden konnte [7]. Ein MR-Signal wird
deshalb auf folgende Weise detektiert:

Durch einen Hochfrequenzresonator wird ein Radiofrequenzpuls ausgesendet, der am Ort
der Probe ein zweites Magnetfeld B, erzeugt. Dieses steht senkrecht auf B, und addiert sich
mit diesem zum Gesamtmagnetfeld B = B, + B,. Die Magnetisierung M der Probe erfihrt
ein Drehmoment proportional zu M x B, wird aus ihrer Ruhelage ausgelenkt und prizediert
um B. Uber Dauer und Leistung des RF-Pulses kann der Auslenkwinkel bestimmt werden.
Ein Puls, der M in die xy-Ebene kippt, wird 90°-Puls genannt.

Wird B, abgeschaltet, prizediert M weiter um B, kehrt aber langsam wieder in die Ruhe-
lage zuriick. Solange die Transversalkomponente von M dabei noch nicht Null ist, wird in
der Hochfrequenzspule eine oszillierende Spannung induziert, die exponentiell abklingt —
das sogenannte free induction decay (FID). Das FID kann durch Fourier-Transformation in
ein MR-Spektrum {iberfiihrt werden.

2.3 NMR-Spektroskopie

2.3.1 Chemische Verschiebung

Der augenscheinliche Informationsgehalt eines NMR-Spektrums ist die chemische Verschie-
bung 6. Bewegliche Elektronen, welche die Atomkerne umgeben, induzieren am Ort jedes
Atomkerns ein lokales magnetisches Feld, welches sich mit dem dufleren Magnetfeld B,
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paramaEnetisch COOH Cﬂ) Aromaten CH CH, CH3 TMS paramasnetisch

| | | | | | | | | | | | | | | | | »

I I I | | I I | | I I I I I I I I =

'H 14 12 10 8 6 4 2 0 -2 ppm
CEH Aromaten CH CCH; TMS

| | | | | | | | | | »

3 I I I I I I I I I I =

C 200 150 100 50 0 ppm
Nitroso Nﬂe Nitrate Purine Aminosduren I\EL,

| | | | | | | | | | >»

is I I I | I I I I I I =

N 800 600 400 200 0 ppm

Abbildung 2.4: typische chemische Verschiebungen fiir 'H, *C und °N

iiberlagert. Das effektive Magnetfeld am jeweiligen Kernort ist B, = B,(1 — o). Die Ab-
schirmung des Kerns kann anisotropisch sein und wird durch den chemical shift tensor o
beschrieben.

Die Larmorfrequenz eines bestimmten Atomkerns abgeschirmt durch eine Elektronenwolke
ist damit:

w=""By(1-0) (2.4)
271

In der Praxis wird die chemische Verschiebung 6 in parts per million (ppm) relativ zum
Referenzsignal eines Standardmolekiils (z. B. Tetramethylsilan, TMS) gemessen:

§=——-10°= (0, —0)-10° (2.5)

Eine Ubersicht typischer chemischer Verschiebungen fiir 'H, *C und °N Kerne ist in Abb

2.4 gezeigt.

2.3.2 J-Kopplung

Die J-Kopplung (auch als skalare Kopplung bezeichnet) tritt bei Kernspins auf, die {iber eine
oder mehrere chemische Bindungen miteinander verbunden sind. Sie entsteht durch die
Wechselwirkung der beteiligten Kernspins mit den Elektronenspins, welche die chemische
Bindung bilden. Sie wird im Folgenden durch ein einfaches Beispiel illustriert.

Zwei Kernspins sind iiber eine chemische Bindung, die durch zwei Elektronen gebildet wird,
miteinander gekoppelt. Die Elektronenspins geniigen dem Pauli-Prinzip und nehmen einen
,up-down”- bzw. ,down-up”-Zustand ein. Durch die magnetische Hyperfeinwechselwirkung
kommt es nun zu einer Interaktion der Kernspins mit dem jeweils ndchstgelegenen Elek-
tron. Die Kernspins konnen relativ zueinander zwei verschiedene Zustdnde einnehmen -

parallel zueinander oder entgegengerichtet (sieche Abb 2.5). Bei paralleler Ausrichtung der
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Elektronenspins
AN /

} H/ \H :
$n o ond

hohere Energie niedrigere Energie

Abbildung 2.5: Mechanismus der J-Kopplung

Kernspins zueinander ist immer einer der Kernspins auch parallel zu einem Elektronen-
spin ausgerichtet, was zu einer geringen Energieerhohung dieses Zustandes fiihrt. Im Fall
der antiparallel ausgerichteten Kernspins sind sie auch zu den Elektronenspins antiparallel
ausgerichtet, was eine leichte energetische Absenkung dieser Konfiguration bewirkt.

Die geringe Energiedifferenz der beschriebenen Zustdnde wird im NMR-Spektrum als
Multiplett-Aufspaltung der J-gekoppelten Kernspins sichtbar (Gréenordnung 1-100 Hz).
Die Multiplizitdt und Intensitdt der Signale ldsst sich nach dem Pascal’schen Dreieck be-
rechnen. Allgemein ist die Multiplizitat gegeben durch m = 2nI + 1, worin I die Spinquan-
tenzahl des Kernspins und n die Anzahl der beteiligten Kernspins ist. Fiir ein J-gekoppeltes
Spinsystem aus drei homonuklearen Kernspins ergibt sich beispielsweise ein Quatruplett
mit der Intensitatsverteilung 1-3-3-1.

2.3.3 Produktoperator-Formalismus

Das oben vorgestellte klassische Vektor-Modell beschreibt die Vorgdnge wiahrend eines
NMR-Experiments auf makroskopischer Ebene. In der hochaufgelosten NMR-Spektroskopie
werden jedoch Effekte sichtbar, die sich nur schwer mit dem Vektor-Modell beschreiben las-
sen, z. B. die J-Kopplung zweier Kernspins iiber ihre chemischen Bindungen. Hierfiir wurde
der Produktoperator-Formalismus entwickelt.

2.3.3.1 Dichteoperator und makroskopische Magnetisierung

Eine Probe im NMR-Experiment kann in guter Naherung als Ensemble von Spin-%-Teilchen
dargestellt werden, die untereinander nicht wechselwirken. Der Zustand eines einzelnen

Spins ’1/)) =cyla) +cg ’[3’ ) wird tiblicherweise durch den Zustandsvektor

Ca
) = ( N ) (2.6)

abgekiirzt. Darin sind c, und cg die sog. Superpositionskoeffizienten. Die beiden Zeeman-
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Eigenzustdnde werden geschrieben als

|a>=(é); \/3>=(2) @7

Der Erwartungswert eines Operators Q wird beschrieben durch

<Q>= <¢|Q)¢> (2.8)

und kann umgeschrieben werden zu

<Q>=Tr{[y) (y|Q} (2.9)

Diese Darstellung bietet einige Vorteile, sobald man ein System mit vielen Spins betrachtet.
Die Zustinde dieser Spins sind |1,b1>, |1/)2>, ... . Das Ergebnis einer einzelnen Messung des
Erwartungswertes von Q kann aufgrund der Unbestimmtheitsrelation der Quantenmecha-
nik nicht vorhergesagt werden, wohl aber der Mittelwert vieler Messungen:

Qovs(average) = (1| Q [1) + (2| Q [,) + ...
umgeschrieben

Q.ps(average) = Tr{(}ll)1> (1/)1~ + |1/)2> (¢2| +.. ) Q} (2.10)

Man definiert nun einen weiteren Operator p, der aus historischen Griinden als Dichteope-
rator bezeichnet wird:

ﬁ=1(lw1><wll+|¢z> (s +...) =[v) (¥] (2.11)
N

Darin ist N die Anzahl der Spins im Ensemble. Damit ergibt die makroskopische Messung
von Q fiir das gesamte Ensemble in guter Naherung

1 ~
ﬁQmakro =Tr {ﬁQ}

Ublicherweise wird diese Gleichung geschrieben als
<Q>=Tr{pQ} (2.12)

Diese Gleichung besagt, dass das Ergebnis jeder makroskopischer Messung am beschriebe-
nen Spin-System aus zwei Operatoren (6 und Q) berechnet werden kann und zwar unab-
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héngig von der tatsichlichen Anzahl der Spins. Damit vereinfacht sich die Fragestellung
dramatisch: Anstatt der Summation iiber 10?2 Spinzustinde geniigt die Angabe des Dichte-
operators p. Das Ergebnis der Messung entspricht dann dem Erwartungswert von Q.

Fiir ein Ensemble von nicht-wechselwirkenden Spin—%—Teilchen nimmt die Matrixdarstel-
lung des Dichteoperators folgende Form an:

c,c* c,ch
5= Paa Pap _ a : a {Z _ Pa P+ (2.13)
Ppa Ppp CpCa CpCpg P- Pg

Darin sind die Diagonalelemente p, und pg sog. Populationen der Zustédnde |a) und I B).

Die Nebendiagonalelemente p, und p_ sind die sog. Kohdrenzen zwischen den Zustdnden
la) und |[3’> Nur die Kohdrenzen (genauer: nur die Ein-Quanten-Kohédrenzen) fiihren zur
Entstehung von detektierbarem NMR-Signal.

Wie bereits erwdhnt, entsteht die makroskopische Magnetisierung der Probe durch Beset-
zungsunterschiede der Zustiande |a) und | f3) aufgrund der Boltzmann-Verteilung. Der Mag-
netisierungsvektor M = (Mx,My,Mz) kann jetzt aus den Komponenten der Dichtematrix
0 bestimmt werden:

M, =2~ (Pa—pp) (2.14)
B

1
M, =4—Re {p_} (2.15)

B

1
M, =4g1m{p_} (2.16)

mit dem Boltzmannfaktor B8 = T—BTO.
B

Umgekehrt konnen auch die Populationen und Kohdrenzen (und somit p) aus dem Magne-
tisierungsvektor M berechnet werden:

1 1
=4+ -BM 2.1
Pa=7 + 2 BM, (2.17)
L lym (2.18)
Pp=5 747" '
1 .
pr=3B (M, —im,) (2.19)
1 .
p-=7% (M, +iM,) (2.20)

Uber den Dichteoperator kann also von der makroskopischen Magnetisierung auf den
Ensemble-Zustand des Spin-Systems geschlossen werden und umgekehrt.
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2.3.3.2 Rechenregeln fiir den Produktoperator-Formalismus

Mit Hilfe des Dichteoperators ist es moglich die Evolution eines Systems von Kernspins
vollstdndig zu beschreiben. Die hierzu notwendigen Matrixberechnungen sind jedoch um-
fangreich und uniibersichtlich. Fiir das praktische Design neuer NMR-Experimente und die
Vorhersage ihrer Ergebnisse wurde deshalb der Produktoperator-Formalismus entwickelt. Er
gilt fiir Spin—%—Teilchen. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich in [5].

Im Produktoperator-Formalismus wird der Dichteoperator des Spinsystems als Linearkom-
bination von Produkten der kartesischen Basisoperatoren ausgedriickt. Sie sind der Ein-

heitsoperator E und die drei Pauli-Spin-Matrizen I, I, I,

p(t)=a(t)E+ b (I, + b, ()], + b ()],

mit

i
—
o |
—
L 1
N'N)
I
N| —
i
—

0
0 -1

Die Zeitentwicklung des Dichteoperators (unter Vernachlassigung der Relaxation) wird be-
schrieben durch die Liouville-von Neumann Gleichung:

dp(t)
dt

—i[5£,5(t)] (2.21)

Darin ist # der Hamilton-Operator, welcher die chemische Verschiebung, Kopplungster-
me, etc. beinhaltet. Er wird als abschnittsweise zeitunabhédngig angesehen. Damit kann die
Gleichung umgeschrieben werden zu

p(t) =e " p(0)e" (2.22)

oder in der iiblichen Notation:

— 0 (2.23)

Dabei wird die Transformation eines initialen Dichteoperators p'! in einen neuen Operator
02 formal als Rotation unter dem Einfluss des jeweiligen Hamilton-Operators . beschrie-
ben.
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In der NMR-Spektroskopie an Fliissigkeiten besteht der Hamilton-Operator aus drei rele-
vanten Beitrdgen: 1. RF-Puls, 2. chemische Verschiebung, 3. J-Kopplung. Relaxationspro-
zesse des Spinsystems zuriick ins thermische Gleichgewicht werden zunéchst nicht bertick-
sichtigt. Wichtig ist, dass die Beitrdge von chemischer Verschiebung und J-Kopplung zum
Hamilton-Operator miteinander kommutieren.

Fiir jede der drei Beitrdge zum Hamilton-Operator kénnen nun einfache Rechenregeln auf-
gestellt werden, die die Losung der Liouville-von Neumann Gleichung erlauben:

1. RF-Puls mit Winkel a
»,On-resonante” RE-Pulse entlang einer Polarisationsrichtung x oder y sorgen fiir ei-
ne Drehung des Spinsystems um die x- bzw. y-Achse. Die zugehoérigen Hamilton-
Operatoren konnen geschrieben werden als st = al, fiir einen Puls mit Polarisa-

tionsrichtung x und Drehwinkel a.

aIix
IX IX
alix .
I, — I,cosaxl,sina

aIix .
I, — IL,cosaxl, sina

alyy .
I, — I ,cosaxl,sina

aliy

I >

aliy .
I, — I,cosaxI sina

2. Chemische Verschiebung
Im Zeitraum freier Prézession von Spin I nimmt der Hamilton-Operator der chemi-
schen Verschiebung die Form s# = Q,I, an, wobei ©2; dem Offset von Spin I im Spek-
trum entspricht. Die Entwicklung der chemischen Verschiebung iiber die Wartezeit t
wird beschrieben durch:

I, — I,cos(Q,t)+1,sin(t)
Ql, .

I, A I, cos(§2,t) — I, sin(£2;t)
It

1 I

2z

3. J-Kopplung
In einem schwach gekoppelten Zwei-Spin-System mit Spins I und S und der skalaren
Kopplungskonstante J;¢ nimmt der Hamilton-Operator die Form # = 2nJ4I.S, an.
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a) 90°%

b) z z

!\
<

Y

<

y
%
<

\J

I, > 1, _bvolution o5 Qt+1, sin Qt

wihrend Detektion

Abbildung 2.6: Beispiel fiir eine einfache Pulssequenz (a) mit Beschreibung {iber das Vektormodell (b) und
den Produktoperatorformalismus (c). Abb. frei nach [4].

Die Entwicklung der J-Kopplung iiber die Wartezeit t wird beschrieben durch:
27151, S, t .
—— I, cos(2nJst) + 21, S, sin(27J st )

27151, S, t .
I, ——— I, cos(2nJist) — 2I,S,sin(2mJ;5t)

2111, S, t
é I

b4
2nJigl, S, t

2I,S, —— 2I,S,cos(2mJy5t) + I, sin(27J;st)

21J15 LS, t

21,5, —— 2I,S,cos(2mJst) — I, sin(27J gt)

27151, S, t
) )

Da die Hamilton-Operatoren der chemischen Verschiebung und der J-Kopplung miteinander
kommutieren, konnen die Berechnungen von Experimenten in mehrere Abschnitte zerlegt
werden. In den folgenden Abschitten werden solche Berechnungen fiir einige Standardex-

perimente vorgefiihrt.

2.3.4 Spin-Echo

Spin-Echos zédhlen zu den Standardbausteinen fiir Pulssequenzen in der modernen NMR-
Spektroskopie [7]. Von ihnen wird spater der Polarisationstransfer in einem heteronuklea-
ren Spinsystem sowie viele mehrdimensionale Experimente abgeleitet.
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a)  90°%  180°% b)  90°,  180°%
T I T T I T
R B R B
I I % I I FID
180°4
S
€ 90°  180% 90°,  180° 90°y
T I T T I T T T
R B e S e B
I I % I I % I I FID
180°4

S I S S

Abbildung 2.7: Pulssequenzen fiir Spin-Echos. a) ein-Spin-System b) homonukleares zwei-Spin-System c) he-
teronukleares zwei-Spin-System

2.3.4.1 Ein-Spin-System

Nach dem ersten 90°,-Puls befindet sich der Dichteoperator im Zustand —I,,. Wahrend der
Zeit T wirkt die chemische Verschiebung QI :

QI .
-1, kT —I,cosQT + 1, sinQ7 (2.24)

Es folgt ein 180°,-Puls:

nl

X

—I,cosQ7 +1I,sinQt —— —I,cos(Q7)cosm — I, cos(Q7)sinw + I, sinQ7

i,

— I, cos(Q7) +1, sin(27)

Waihrend der zweiten Wartezeit T wirkt erneut die chemische Verschiebung Q1,:

I, cos(27) + I, sin(Q27) o, I, cos(27) cos(27) — I, sin(Q27) cos(Q27)

+1, sin(Q7) cos(Q27) + I, sin(Q7) sin(27)
QI T

> I

mit cos? © + sin® © = 1. Fiir die gesamte Pulssequenz erhilt man also:

90°, —7—180° —7T—

Das Ergebnis ist unabhéngig von der chemischen Verschiebung Q2 und der Wartezeit 7. Die
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chemische Verschiebung wird durch diese Pulssequenz refokussiert.

2.3.4.2 Homonukleares Zwei-Spin-System

Gegeben ist ein Zwei-Spin-System I, S. Es befindet sich zu Anfang im Zustand I, (wie sich
spater zeigen wird ist der Ausgangspunkt unerheblich). Aus dem vorherigen Abschnitt ist
bekannt, dass ein Spin-Echo im Ein-Spin-System die chemische Verschiebung refokussiert.
Es gentigt deshalb hier nur die J-Kopplung zu betrachten. Wahrend der ersten Wartezeit ©
entwickelt sie sich wie folgt:

2151, S, .
I, S LN I, cos(mJysT) + 21, S, sin(mJ;57)

Der 180°,-Puls wirkt auf beide Spins:

i,

I, cos(mJis7) + 21, S, sin(nd;s7) ——— I, cos(mJys7) — 21,8, sin(mJi7)

. 7Sy .
I, cos(mJis7) — 21,8, sin(nJ;g7) —— I, cos(nJys7) + 21,8, sin(7J;57)

Der 180°,-Puls hat also keine Auswirkungen gezeigt und kann fiir die weitere Berechnung
vernachlassigt werden. Relevant ist nur die Evolution der J-Kopplung iiber die Zeitdauer
27:

7—180°% —7

I, ————— I,cos(2nJ57)+2I,S,sin(2mJ;57)

X

Wahlt man 7 = —4} findet eine vollstindige Konvertierung in Antiphasen-Magnetisierung
IS
statt.

Als Ergebnis lésst sich festhalten, dass die Pulssequenz —7 — 180°,(I,S) — T— dquivalent
zur Sequenz —27 — 180°,(I,S) ist. Die chemische Verschiebung wird also refokussiert und
die J-Kopplung wirkt wéahrend der Zeit 27.

2.3.4.3 Heteronukleares Zwei-Spin-System

Im heteronuklearen Zwei-Spin-System kann der 180°-Puls der Spin-Echo-Sequenz auf beide
Spins gleichzeitig, oder nur auf einen Spin gegeben werden. Die Resultate unterscheiden
sich wie folgt:
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180°-Puls auf Spin | chemische Verschiebung €2, | J-Kopplung J;

I,S refokussiert aktiv tiber 27
I refokussiert refokussiert
S aktiv uber 271 refokussiert

2.3.4.4 Polarisationstransfer

Eine direkte Anwendung des Spin-Echos im heteronuklearen Zwei-Spin-System ist der
Transfer von Magnetisierung von einem Spinsystem auf ein anderes. Das zugehorige Experi-
ment wird Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer (INEPT) genannt und gehort
zu den essentiellen Bausteinen moderner NMR Spektroskopie. Ziel der INEPT-Sequenz ist
es, Magnetisierung von einem Kernspin mit hoher Sensitivitdt (hohem gyromagnetischem
Verhiltnis y;, meist Protonen) auf einen Kernspin mit niedrigerer Sensitivitit (niedrigerem
gyromagnetischem Verhéltnis v, z. B. **C oder >N) zu iibertragen, indem die J-Kopplung
zwischen den beiden Kernen ausgenutzt wird. Durch den Magnetisierungstransfer wird das
detektierbare Signal von 3C bzw. °N verstirkt.

Die INEPT Pulssequenz gleicht dem heteronuklearen Spin-Echo:

I spin: 90°, — 7 —180°, — 7 —90°,
S spin: 180°, 90°, —FID
Hew;

4k T
fiir die initiale Magnetisierung im thermischen Gleichgewicht K;I, beriicksichtigt. Analog

Zusatzlich zu den vorherigen Berechnungen wird hier auch der Boltzmann-Faktor K; =

zu oben berechnet sich der Zustand des Spin-Systems nach der zweiten Wartezeit T wie
folgt:

SLe—T—n(I+S )T

Z

K, (Iy cos(2mJgT) — 2I.S, sin(ZﬂJ,ST))

Danach wird ein 90°,-Puls auf Spin I und ein 90°,-Puls auf Spin S angewandt:

2(1,+S,)

Wird zu Beginn die Wartezeit T = ﬁ gewahlt, so ergibt sich als Magnetisierung am Ende
IS

der INEPT Sequenz — j{“”T 21,S,, die am Spin S detektiert werden kann.
B
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Im Unterschied dazu hétte eine direkte Anregung von Spin S mit einem 90°,-Puls die Mag-
Hewg
4kyT
einer INEPT-Sequenz gegeniiber einem konventionellen Experiment ist damit

netisierung —- =S, erzeugt, die um den Faktor % geringer ausfillt. Der Signalgewinn
S

INEPT Y1

—— = 2.25
konventionell  yq ( )

Der Signalgewinn ist umso hoher, je kleiner das gyromagnetische Verhiltnis y von Spin S
ist.

2.3.5 Relaxation

Nach einer Storung des thermischen Gleichgewichts kehrt eine Probe mit zwei charakteris-
tischen Zeitkonstanten wieder in den Gleichgewichtszustand zuriick. Dieser Prozess wird
Relaxation genannt. Man unterscheidet zwischen

1. Spin-Gitter-Relaxation (longitudinale bzw. T;-Relaxation) und

2. Spin-Spin-Relaxation (transversale bzw. T,-Relaxation).

Der Ursprung der Relaxation sind fluktuierende Magnetfelder am Ort der Kernspins. Diese
entstehen z. B. durch thermische Bewegungen der Molekiile.

2.3.5.1 Spin-Gitter-Relaxation (T;-Relaxation)

Die Spin-Gitter-Relaxation beschreibt das Verhalten der z-Komponente der Magnetisierung
einer Probe im Magnetfeld. Nachdem die Magnetisierung M aus ihrer Ruhelage ausgelenkt
wurde, sorgen Wechselwirkungen des Spin-Systems mit der Umgebung (dem ,,Gitter”) da-
fiir, dass Uberginge zwischen den Energieniveaus stattfinden kénnen. Die hierfiir notwen-
dige Energie wird von der Umgebung aufgebracht bzw. absorbiert. Der Prozess kann durch
die phanomenlogische Gleichung

z 4 0
=— 2.26
dt T, ( )
beschrieben werden und hat die Losung:
M, (t) = (M, (0) — M) -e "/T + M, (2.27)

Die T;-Zeit fiir Protonen liegt meist im Bereich von einigen Millisekunden (im Festkorper)
bis zu 10 Sekunden (in Fliissigkeiten).



2.3. NMR-SPEKTROSKOPIE 19

2.3.5.2 Spin-Spin-Relaxation (T,-Relaxation)

Die Spin-Spin-Relaxation beschreibt die Dephasierung von ausgelenkten Spins in der x-y-
Ebene. Nach der Anregung prizediert M um B,. Wechselwirkungen der Spins unterein-
ander fiihren jedoch mit der Zeit dazu, dass sie ihre feste Phasenbeziehung zueinander
verlieren. Der Vorgang kann durch die phdnomenologische Gleichung

dM M

X,y X,y
= — 2.28
dt T, ( )

beschrieben werden. Thre Losung lautet:

M,,(t)=M,,(0)-e /" (2.29)

Die T,-Relaxationszeit ist normalerweise kleiner als T; und liegt im Bereich von wenigen
Mikrosekunden bis einigen Sekunden.

Die GI. 2.26 und 2.28 sind die so genannten Bloch-Gleichungen [8] in differentieller Form.

2.3.6 Paramagnetische Relaxation

Paramagnetische Relaxation entsteht durch die Wechselwirkung von ungepaarten
Elektronen-Spins mit Kern-Spins. Sie wird durch die Solomon-Bloembergen-Gleichung [9]
beschrieben. Fiir nicht allzu hohe Feldstiarken lautet sie:

1 1 2 (uo)z R y2y2S(S+1)

T T 15 6

T, T, 15

4m

r

Te N 37¢ 4 67
1+ (w5 — )’ 72 1+02T8 14 (wg+w,)> 72

2 A\ ?
+5SE+D (2] 7
(Ho )2 4w gtuss? (S +1)*

4m (3kT)* r® (2:30)

r

Darin sind T; die longitudinale, T, die transversale Relaxationszeit, y das gyromagnetische
Verhéltnis von Kern bzw. Elektron, S der Spinzustand des paramagnetischen lons, r der
Abstand zwischen Kern und Elektron, «w die Larmorfrequenz von Kern bzw. Elektron und
T, die effektive Korrelationszeit des Molekiils.

Die paramagnetische Relaxation besteht im Wesentlichen aus drei unabhingigen Kompo-
nenten:
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BO B() BO

\
B.(t) * / B.(t) i B.(t)

Abbildung 2.8: Uberlagerung der Magnetfelder B, und B, (t) und ihre Auswirkungen auf das Spinsystem
(Abb. frei nach [12])

1. Dipol-Dipol-Wechselwirkung (Zeile 1-2 in Gl. 2.30)
2. Contact-Wechselwirkung (Zeile 3 in GI. 2.30)

3. Curie-Spin-Relaxation (Zeile 4 in Gl. 2.30)

Fiir diese Arbeit ist nur die dipolare Wechselwirkung von Bedeutung. Contact-Relaxation
tritt in Erscheinung, wenn eine kovalente Bindung zwischen den beteiligten Spins existiert.
Wie spiter gezeigt wird, ist dies hier nicht der Fall und der entsprechende Term kann ver-
nachlassigt werden [10]. Curie-Spin-Relaxation spielt hier ebenfalls keine Rolle, da bei den
hier angewandten Magnetfeldstirken der Einfluss der dipolaren Relaxation immer deutlich
iiberwiegt [10].

Im Folgenden wird die Herleitung der Solomon-Bloembergen-Gleichung skizziert. Eine aus-
fiihrliche Darstellung findet sich in [10] und [11].

2.3.6.1 Modell: Random-Field-Relaxation

Gegeben ist ein System aus ungekoppelten Spin—%—Teilchen, die sich in einem statischen
Magnetfeld B, entlang der z-Achse befinden. Auflerdem wirkt ein zeitlich verdnderliches
Magnetfeld B,(t) entlang der x-Achse. B, ist dabei fiir alle Spins gleich, B, (t) fiir jeden

Spin verschieden (Abb. 2.8).

Die Geschwindigkeit der Fluktuationen von B, (t) wird durch die Autokorrelationsfunktion
G(7) bestimmt. Diese beschreibt wie gut die Funktionswerte von B, (t) zu den Zeitpunkten
t und t + 7 zur Deckung gebracht werden kénnen. Ublicherweise wird G (1) durch eine
Exponentialfunktion beschrieben:

G(t)=(B2)e "™ (2.31)

Der Parameter 7. wird Korrelationszeit genannt. Sie wird bestimmt von den physikalischen
Eigenschaften des Systems. Fiir schnell fluktuierende Magnetfelder nimmt 7. sehr kleine
Werte an, fiir langsam verdnderliche Magnetfelder dagegen grofere.
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Abbildung 2.9: Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Energieniveaus im thermischen Gleichgewicht
(Abb. frei nach [12])

Uber die Autokorrelationsfunktion G (7) kann nun die spektrale Dichtefunktion J (w) de-
finiert werden. Sie ist proportional zur Fouriertransformation von G (7). Fiir den hier be-
trachteten Fall ist die normierte spektrale Dichtefunktion gleich

Tc

J(w)= 1+ w?7?
C

(2.32)

Anschaulich beschreibt sie, bei welchen Frequenzen Relaxation stattfinden kann.

Ubergangswahrscheinlichkeiten

Aus dem Modell der ,,Random-Field-Relaxation“ konnen nun die Wahrscheinlichkeiten fiir
den Ubergang der Spins zwischen den Energiezustinden |a) und | ) berechnet werden
(Abb. 2.9). Die vollstandige Rechnung ist in [11] durchgefiihrt. Das Ergebnis ist

1
W =W,=W-= EYZ (B2)J (@) (2.33)

Der Betrag der beiden Ubergangswahrscheinlichkeiten ist gleich und proportional zur spek-
tralen Dichtefunktion bei der Larmor-Frequenz w,. Aus den Ubergangswahrscheinlichkei-

ten wird im nédchsten Abschnitt die T;-Relaxationszeit berechnet.

T;-Relaxation

Die Uberginge der Spins zwischen den beiden Zeeman-Eigenzustinden werden durch zwei
Ratengleichungen beschrieben:

Anderung der Population von |a):

d
apa =—-W_p,+W,pg (2.34)
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Anderung der Population von | B):

d
apﬁ =+W_p,—W,pg (2.35)

Wie zuvor gezeigt, ist die z-Komponente des Magnetisierungsvektors proportional zum Be-
setzungsunterschied der Populationen M, = 2% (pa -p ﬁ). Als Bewegungsgleichung ergibt

d. _ ,l(d _d
acc = “a\aPe T aPr

sich daraus:

1
= 4 (“Wopa+Wipp)
= —2w (M, —-1) (2.36)
Die Losung dieser Gleichung ist:
M,(7)=(M,(0)—1)e " +1 (2.37)

aus Vergleich mit Gl. 2.27 erhalt man schlief3lich:

1

— =2W 2.38

T, (2.38)
Dieses Zwischenergebnis besagt, dass die Spin-Gitter-Relaxationsrate proportional zur Uber-
gangswahrscheinlichkeit zwischen den Energiezustdnden ist.

Fiir das Modell der ,Random-Field-Relaxation“ ergibt sich also durch Kombination von Gl.
2.38, 2.33 und 2.32 fiir die Spin-Gitter-Relaxationsrate:

Tc

Ri=—=y*(B}) ——

! ! < x> 14+ wjt?
Die ,Random-Field-Relaxation“ ist das einfachste Modell zur Beschreibung von Relaxa-
tionsprozessen. Im folgenden Abschnitt wird die oben abgeleitete Proportionalitdt zwischen
Spin-Gitter-Relaxationsrate und Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen den Energiezustin-
den angewendet, um Relaxationsprozesse in dipolar gekoppelten Spinsystemen zu beschrei-
ben.

2.3.6.2 Dipolare Relaxation

Der dipolare Anteil der paramagnetischen Relaxation beschreibt die Wechselwirkung von
Kernspins mit Elektronen-Spins, welche beispielsweise an einem Metall-Atom lokalisiert
sind.
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Klassisch betrachtet kann die dipolare Relaxation als Kopplung zwischen zwei punktférmi-
gen magnetischen Dipolen (Dipolmomente [i; und [i,) im Abstand r dargestellt werden.
Die Energie der Wechselwirkung ist:

Edipol - .Jl '3.‘12 . 3 (ﬁl ) F)S (ﬂz ) ’7)
r r

Sie ist proportional zum Skalarprodukt der Dipolmomente und zu r 3. Verdndert sich nun

die relative Orientierung der Dipole zueinander, z. B. durch Bewegungen von Dipol 1,

so entsteht am Ort des zweiten Dipols ein fluktuierendes Magnetfeld. Dieses kann Spin-

Uberginge von Dipol 2 induzieren und damit fiir Relaxation sorgen. Die Relaxationsrate ist

. 2 : —6.
proportional zu E, pol und damit auch zu r™°:

1, 1
?1 0.8 Edipol (0.8 F (239)

Fiir den hier behandelten Fall ist Dipol 1 ein ungepaarter Elektronen-Spin im Metall-Atom
und Dipol 2 ein Protonen-Kernspin.

Fluktuierende Magnetfelder

Es gibt drei grundsétzliche Mechanismen, aus denen fluktuierende Magnetfelder entstehen

konnen.

1. Elektronen-Spin-Relaxation
2. Bewegungen des Molekiils

3. chemischer Austausch

Wie in 2.3.6.1 erldutert, ist die Korrelationszeit 7. ein Mal fiir die Geschwindigkeit der
Magnetfelddnderung. Anschaulich ist 7, derjenige Zeitraum, in dem das Magnetfeld am
Ort des Kernspins als konstant gendhert werden kann.

Ubergangswahrscheinlichkeiten fiir dipolare Wechselwirkung

Die Berechnung der Relaxationszeiten erfolgt analog zu Abschnitt 2.3.6.1 aus den Uber-
gangswahrscheinlichkeiten zwischen den Energiezustinden des Spin-Systems. Man be-
trachtet ein System aus zwei gekoppelten Spins I und S. Die Kopplung erfolgt iiber Dipol-
Dipol-Wechselwirkung. Es existieren insgesamt vier Energieniveaus und zwolf Ubergangs-
Ba) und \[5[5}. Sie wer-
den Zeeman-Produkt-Zustdnde genannt. Die Notation |aﬁ) bedeutet, dass sich Spin I im

wabhrscheinlichkeiten. Die einzelnen Zustdnde sind |aa), \a[a’),
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Abbildung 2.10: Energiediagramm fiir dipolare Wechselwirkung zwischen zwei Spins

Zustand o (+%) und Spin S im Zustand f3 (—%) befindet. I bezeichnet hier den Protonen-
Kernspin und S das Elektron. In Abb. 2.10 ist das Energiediagramm mit den entsprechenden
Ubergingen gezeichnet.

Zwischen den Ubergangswahrscheinlichkeiten existieren folgende Beziehungen:

1
Wea=Wog =W, =W, =W, (1 + E%) (2.40)
1
Wo=W =W, =W, =W, (1 - 5%) (2.41)
1
W, =W, (1 + 5%) (2.42)
1
W__ =W, (1 - 5%) (2.43)
W, =W_, =W, (2.44)

Darin ist W, die Wahrscheinlichkeit fiir den Single-Quanten-Ubergang [11]
= —sz (o) (2.45)

mit b = —£27- " und der spektralen Dichtefunktion J (wy) bei der Larmorfrequenz w,.

W, ist die Wahrscheinlichkeit fiir den Doppel-Quanten-Ubergang [11]

3
== gsz ((1)1 + ws) (2'46)



2.3. NMR-SPEKTROSKOPIE 25

W, ist die Wahrscheinlichkeit fiir den Null-Quanten-Ubergang [11]

1

W, =
°7 10

Die T,-Relaxationszeit setzt sich bei dipolarer Kopplung aus allen drei Ubergangswahr-
scheinlichkeiten zusammen: 1
— = Wo+2W, + W, (2.48)
1

Sie kann nun explizit berechnet werden. Das Ergebnis ist die Solomon-Bloembergen-
Gleichung fiir dipolare Relaxation (verallgemeinert fiir elektronische Spinzustande > %):

2 (ﬂ)z myiriS(S+1)

R, = —
1 arn 6

15 r

Te 37¢ 67
— _ (2.49)
1+ (wg—w;) 72 1T+wite 1+ (wg+w;) 72

Wichtig ist auch hier der Zusammenhang R o< r~°. Der Verlauf der Solomon-Bloembergen-
Gleichung fiir dipolare Relaxation wird vorrangig durch die Frequenzen wy und w; und
durch die effektive Korrelationszeit 7. charakterisiert. wg und w, werden durch den
Messaufbau vorgegeben. Die Protonenresonanzfrequenz w, liegt hier zwischen 400 und
800 MHz, die Elektronenresonanzfrequenz bei wg = 658 - w);.

Auf die Korrelationszeit soll nun etwas niher eingegangen werden.

Korrelationszeit

Die Korrelationszeit gibt an, wie schnell sich die fluktuierenden Magnetfelder am Ort des
Kernspins dndern. Die verdnderlichen Magnetfelder setzen sich dabei aus drei Komponen-
ten zusammen: 1. Elektronen-Spin-Relaxation (elektronische Korrelationszeit ), 2. Bewe-
gungen des Molekiils (Rotationskorrelationszeit 7,) und 3. chemischer Austausch (Korrela-
tionszeit des chemischen Austausches 7,,). Sie addieren sich zur effektiven Korrelationszeit
Te!

1 1 1 1

B R (2.50)

T Tg T, Ty
Die typischen Grofenordnungen der einzelnen Korrelationszeiten sind in Abb. 2.11 darge-
stellt. Anhand der Gleichung 2.50 ist zu sehen, dass die effektive Korrelationszeit von der

kiirzesten Komponente dominiert wird, der elektronischen Korrelationszeit 7.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass der intermolekulare Abstand zweier Spins,
die iiber Dipol-Dipol-Kopplung miteinander wechselwirken durch die Messung der T;-
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1 1 1 1 1 1
10" 10® 10” 10" 10 10° 10® 107 10°
Tc [5]

Abbildung 2.11: Einfluss von 7g, 7, und 7, auf die effektive Korrelationszeit 7. (Abb. frei nach [6])

Relaxationszeit bestimmt werden kann. Der erste Spin ist in diesem Fall ein lokalisiertes
Elektron am Eisenatom, der andere ist ein Proton im Wirkstoffmolekiil.

2.3.6.3 Relaxation bei mehreren paramagnetischen Zentren

Bisher wurde nur die Wechselwirkung zwischen einem einzelnen Elektronen-Spin und ei-
nem Kern-Spin behandelt. Diese Niherung trifft wegen der starken r~®-Abhingigkeit der
Wechselwirkung in den meisten Fillen zu. Falls der Kernspin ungeféahr gleich weit von zwei

paramagnetischen Zentren entfernt ist, muss dies in der Berechnung beriicksichtigt werden.

Fiir zwei Metall-Ionen A und B, die nicht miteinander, aber mit dem Kern N wechselwirken,
verhalt sich die Relaxationszeit wie:

1 1 1
—=—+ - (2.51)
Tl T1A TlB
Dabei sind T;, und T,z die Relaxationszeiten, welche jedes Metall-Ion verursachen wiirde,
wenn das andere diamagnetisch wére. Die Relaxationszeit des Kerns N wird im Einfluss von

mehreren paramagnetischen Zentren noch starker verkiirzt.

2.3.7 Nuclear Overhauser Effect

Im Abschnitt 2.3.6.2 wurde die dipolare Relaxation zwischen Kern- und Elektronen-Spins
vorgestellt. Ein analoger Effekt existiert auch fiir die Relaxation zwischen Kernspins, die
nicht {iber kovalente Bindungen untereinander verfiigen, sondern sich lediglich in rdumli-
cher Néhe befinden.

Man betrachtet ein System, in dem die Kernspins I und S iiber dipolare Wechselwirkung
miteinander gekoppelt sind. Nun werden die Uberginge von Spin S durch einen langen
RF-Puls mit niedriger Leistung gesattigt (d. h. es liegt Gleichbesetzung der Populationen
von Spin S vor). Der Puls ist so gewahlt, dass Spin I nicht durch ihn beeinflusst wird.
Trotzdem nimmt die Magnetisierung von Spin [ einen neuen Wert an (steady state), der
groller sein kann als im thermischen Gleichgewicht. Eine Sattigung von Spin S hat also
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eine Anderung der Magnetisierung von Spin I hervorgerufen. Dieses Phinomen wird als
Nuclear Overhauser Effect (NOE) bezeichnet.

Der NOE-Verstarungsfaktor €y ist durch die Solomon-Gleichung gegeben [9]:

1 W, — W,
Ys Wo +2W s + W,

€ENOE — (2.52)
Wie zuvor sind die Ubergangswahrscheinlichkeiten W,, W,s und W, durch die Gleichungen
2.45, 2.46 und 2.47 gegeben (siehe auch Abb. 2.10).

Im homonuklearen Fall ist y; = y4 und die NOE-Verstarkung betréagt bis zu 50%. Im hetero-
nuklearen Fall wird die NOE-Verstiarkung zusatzliche mit dem Quotienten der gyromagne-
tischen Verhaltnisse multipliziert.

Die Ubergangswahrscheinlichkeiten W,, W,s und W, sind abhingig von der Korrelationszeit
7. des Systems. Es werden zwei Grenzfille unterschieden:

1. Fast motion limit wenn w,7. < 1. In diesem Fall wird ein positiver NOE beobachtet.

2. Slow motion limit wenn w7, > 1. Hier ist der NOE-Verstarkungsfaktor negativ.

Die praktische Relevanz erhélt der Nuclear Overhauser Effect durch die Tatsache, dass er
nur bei raumlich benachbarten Kernspins auftritt (Entfernung unter 1 nm). Durch die Mes-
sung des NOE-Verstarkungsfaktors lassen sich rdiumliche Informationen iiber die dreidimen-
sionale Struktur von Molekiilen gewinnen. Das korrespondierende Experiment wird NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) genannt [13].

2.3.8 Mehrdimensionale Spektroskopie

In den vorhergehenden Abschnitten wurden die grundlegenden Beitrdge zur Entstehung
eines NMR-Spektrums vorgestellt. In diesem Abschnitt werden nun NMR-Spektroskopie-
Experimente gezeigt, welche durch das geschickte Ausnutzen der zuvor dargestellten Ef-
fekte einen Informationsgewinn auf molekularer Ebene ermoglichen.

2.3.8.1 COSY

Das COSY (COrrelated SpectroscopY) Experiment war das erste und zugleich einfachste
2D-NMR-Experiment [13]. Es zdhlt heute zum Standardrepertoire fiir die Signalzuordnung
kleiner organischer Molekiile und Proteine.

Die Pulssequenz ist in Abb. 2.12 gezeigt. Im einfachsten Fall besteht ein COSY-Experiment
aus zwei 90°-Pulsen, die durch eine variable Wartezeit (t;) getrennt sind. Nach dem zweiten
Puls folgt die Datenaquisition (t,).
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90°« 90°x

I ty I t2

Abbildung 2.12: Pulssequenz fiir das COSY-Experiment.

Im 2D-COSY-Spektrum befindet sich auf der Diagonalen das gewohnte 1D-Spektrum der
untersuchten Substanz. Die symmetrischen Kreuzsignale neben der Diagonalen entstehen
durch Kohéarenz-Transfers zwischen gekoppelten Kernspins. In der Praxis lassen sich Kopp-
lungen zwischen Protonen beobachten, die nicht weiter als drei chemische Bindungen von-
einander entfernt sind.

2.3.8.2 HSQC

HSQC steht fiir Heteronuclear Single Quantum Correlation. Im HSQC-Experiment wird die
chemische Verschiebung Heteronuklearer Kerne, die {iber genau eine chemische Bindung
miteinander wechselwirken, korreliert. Im zweidimensionalen HSQC zeigt eine Frequenz-

achse meist die Verschiebung von 'H, die andere beispielsweise *C oder °N.

Im Abschnitt A der Pulssequenz findet ein Polarisationstransfer der Magnetisierung von
Spin I auf Spin S statt. Er wurde bereits im Abschnitt 2.3.4.4 vorgestellt und berechnet. Wie
zuvor wird die chemische Verschiebung von Spin I und S refokussiert und die J-Kopplung
bleibt wiahrend der Wartezeit A aktiv. Aulerdem wird A = i gewahlt. Das Ergebnis ist:

—2 — ars,

I

z

Abschnitt B ist ein heteronukleares Spin-Echo mit einem 180°-Puls auf Spin I. Das bedeutet,
dass die chemische Verschiebung von I und die J-Kopplung der Spins refokussiert wird. Nur
die chemische Verschiebung von S wirkt wiahrend der Evolutionszeit ¢;.

Qst1S,

—-2I,S, — —2L,S, cosQgty +2L,S, sinf)gt,

Es folgen je ein 90°-Puls auf Spin I und S:

SU+Sy)
—2I,S, cos Qgty + 21,5, sin Qg4 R —2I,S,cos Qgty — 21, S, sin{)gt,
~————

nicht observabel
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Abbildung 2.13: Pulssequenz fiir das HSQC-Experiment.

Der Term —2I,S, sinQgt; beschreibt einen Mehrquantenzustand und ist nicht observabel.
Die iibrige Magnetisierung entwickelt sich im Abschnitt C wie folgt:

nJisI, S, A .
—2I,S,cosQt; ———— > —2I,S, cos(mJsA)cos(Qstq) + I, sin(m ;s A) cos Qty

nJisI, S, A
L. cos gt

Man detektiert ein Spektrum, welches in f;-Richtung die chemische Verschiebungsinfor-
mation von Spin S und in f,-Richtung diejenige von Spin I zeigt. In einem 'H-">N-HSQC-
Spektrum eines Proteins erscheint so fiir jede Aminosaure (aufer Prolin) ein Signal. Es wird
daher auch als Fingerabdruck eines Proteins verwendet.

2.4 Magnetische Suszeptibilitit und Paramagnetismus

In einem &dulderen magnetischen Feld entsteht in einer Probe die makroskopische Magneti-

sierung

M= yH (2.53)

mit der magnetischen Suszeptibilitdt y = u, — 1 und der relativen Permeabilitat u, = #/y,.
Haufig wird die magnetische Suszeptibilitat auch auf das molare Volumen V,, bezogen und
dann als molare magnetische Suszeptibilitdt y,, = xV,, bezeichnet.

¥ kann sowohl positive als auch negative Werte annehmen. Fiir y < 0 ist die Magneti-
sierung entgegengesetzt dem &dulleren magnetischen Feld. Die magnetische Induktion im
Medium ist geringer als im Vakuum. Materialien mit dieser Eigenschaft werden als diamag-
netisch bezeichnet. Fiir y > 0 bewirkt die Magnetisierung zusammen mit dem aulleren
Magnetfeld eine erhohte magnetische Induktion im Material. Solche Substanzen werden
als paramagnetisch bezeichnet?.

2Die Begriffe diamagnetisch und paramagnetisch gehen urspriinglich auf das Verhalten eines langen diinnen
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Die Magnetisierung eines Mediums entspricht der Dichte seiner magnetischen Dipole

M = ¥ (i) (2.54)

m0|§|
kgT

- % Unter der Annahme dass myB < kT ist die Magnetisierung einer solchen

In einer Probe der Temperatur T ist (m,) = myL (x) mit x = und der Langevinfunktion

L=

X

Probe
M NL AmB 2.55
= Ug (x)~ 30, T (2.55)
Auflerdem gilt fiir y < 1
— 1 - -
M=— (L) Bn L (2.56)
Mo \1+x Uo

Aus den letzten beiden Gleichungen folgt, dass das permanente magnetische Dipolmoment
der Molekiile folgenden Beitrag zur molaren Suszeptibilitat liefert:

2
UomyN,
=9V =—"= 2.57
Im =2V =50 7 (2.57)
Darin wurde AV, = Yo = 2% — N mijt der Avogadro-Konstante N, und der Stoffmenge

\%4 nV,
n verwendet. Dieser Ausdruck entspricht dem Curie-Gesetz fiir magnetische Suszeptibilitat

paramagnetischer Substanzen:

Mom(z)NA
3kg

Am = mit C = (2.58)

Beitrag der Elektronen

Im Falle der spin-only Ndherung wird das magnetische Moment ausschlie3lich vom Elektro-
nenspin der Substanz verursacht. Es gilt

mZ=S(S+1)gu; (2.59)

bzw. allgemein [15]:

Zylinders aus den entsprechenden Materialien in einem Magnetfeld zuriick. Ein diamagnetischer Stab liegt
quer (griechisch dia) zum Magnetfeld, wéihrend ein paramagnetischer Stab sich parallel (griechisch para fiir
entlang) ausrichtet [14].
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HoNag2UE  (=8)*H(=S+1)*+...4+(+5)?

X = T 25+1
_ UoNag2i2 S(S+1) (2.60)
3kyT

mit der Spin-Quantenzahl S und dem Bohr’schen Magneton uz. Damit wird die paramag-
netische Suszeptibilitit zu

_ UeS(S+1)gluzN,
3k,

mit C (2.61)

Xm

2.5 Ligandenfeldtheorie

Die Ligandenfeldtheorie und ihr Vorganger, die Kristallfeldtheorie, sind Modelle zur Beschrei-
bung der elektronischen Struktur von Molekiilkomplexen der Ubergangsmetalle. Sie wurde
maflgeblich von Hans Bethe und John H. van Vleck in den 1930er Jahren entwickelt [16].

Die Basis der Ligandenfeldtheorie ist die Wechselwirkung zwischen einem positiv geladenen
Ubergangsmetallion und negativen Punktladungen im Raum, welche durch nichtbinden-
de Elektronenpaare der Liganden erzeugt werden. Ubergangsmetalle zeichnen sich durch
nicht vollstdndig besetzte d-Orbitale in der d&uleren Elektronenhiille aus. Im freien Metall-
ion sind die d-Orbitale energetisch entartet. Wird ein Ubergangsmetallion jedoch in die
Nahe des elektrischen Feldes eines Liganden gebracht, so sind einige der mit Elektronen
besetzten d-Orbitale rdumlich ndher an den Elektronen des Liganden und verursachen ei-
ne Energieerhohung durch die Abstolung der gleichnamigen Ladungen. Die energetische
Entartung der d-Orbitale des Ubergangsmetallions wird bei Anwesenheit eines Liganden
also aufgehoben und es kommt zu einer Energieaufspaltung A. Die Starke der Aufspaltung
hingt unter anderem von der Art des Metallions, dessen Oxidationszustands, der raumli-
chen Anordnung des Liganden und der Art des Liganden ab.

Fiir diese Arbeit sind vorrangig die Komplexe des Eisen(III)-Ions interessant. Fe(III) bildet,
wie auch die meisten anderen Ubergangsmetalle einen oktaedrischen Komplex, in dem das
zentrale Eisenion von sechs Liganden umgeben ist.

In der oktaedralen Konfiguration entsteht eine Energieaufspaltung A, ., zwischen den ener-

giedarmeren Orbitalen d,,, d,,, d,, und den energiereicheren Orbitalen d,., d,>_ .. Wegen

xy>
ihrer Symmetrieeigenschaften werden die Orbitale auch mit e, (hier energieérmer) und t,,

(hier energiereicher) bezeichnet.

Low-Spin und High-Spin Komplexe

Im Falle der Anlagerung von sog. starken Liganden (z. B. CN™ oder CO) ist eine Besetzung
der t,,-Orbitale energetisch ungiinstig. Geméaf} der Hundschen Regel werden deshalb zu-
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Abbildung 2.14: Kristallfelddiagramm fiir a) low spin und b) high spin Komplexe.

néchst die energiedrmeren e,-Orbital voll besetzt. Da jedoch nur einfachbesetzte Orbitale
zum effektiven Spinzustand beitragen, befindet sich der Komplex im low spin Zustand (sie-
he Abb. 2.14).

Ist das Ubergangsmetallion von schwachen Liganden umgeben, fillt die Energieaufspaltung
A der d-Orbitale geringer aus und die gegenseitige Abstof3ung von zwei Elektronen im
selben Orbital iiberwiegt. Es werden deshalb alle Orbitale zundchst mit einem Elektron
besetzt. In dieser Konfiguration addieren sich die Spins der Elektronen zu einem high spin
Zustand auf.

2.6 Molekiildynamiksimulation

Die meisten Methoden zur Aufklarung von Molekiilstrukturen liefern kein fertiges Abbild
des Molekiils, sondern vielmehr Hinweise in Form von Bindungswinkeln oder Abstédnden
zwischen Atomen. Um aus diesen Informationen ein dreidimensionales Modell des Mole-
kiils erstellen zu konnen, wird die Molekiildynamiksimulation verwendet. Sie basiert auf
der Anfinsen-Hypothese [17]:

,Das globale Minimum der Energie eines Molekiils entspricht der nativen Struktur.“

Energiefunktionen In der Praxis wird deshalb die Gesamtenergie des Molekiils durch
(klassische) Kraftfelder mit atomarer Auflésung beschrieben. Die Energiefunktionen beste-
hen aus zwei Anteilen:

Eiotat = Eempiricat T Eef fective (2.62)

Der empirische Teil E,,;,iricat = Ebond T Eangte T Edine T Eimproper T Evaw + - - - beschreibt mole-
kulare Parameter wie Atombindungen, Bindungswinkel, van-der-Waals-Wechselwirkungen,
usw. Uber den effektiven Teil E, frective = Egistance T - - - der Energiefunktion werden die ex-
perimentellen Ergebnisse in die Simulation eingebracht, in dieser Arbeit z. B. berechnete
intermolekularen Abstinde.
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Abbildung 2.15: Simulated Annealing. (a) Aufheizen des Systems, (b) langsames Abkiihlen, (c) System im
globalen Minimum

Strategien zur Energieminimierung Ist die Energiefunktion aufgestellt, so muss ihr glo-
bales Energieminimum gefunden werden, welches laut der Anfinsen-Hypothese der nativen
Struktur des Molekiils entspricht. In dieser Arbeit wird das sogenannte Simulated Annealing
verwendet.

Simulated Annealing [18] ist eine Verallgemeinerung der Monte Carlo Methode zur Be-
schreibung des Zustandes eines Systems aus n Teilchen. Annealing hat seinen Ursprung
in der Ziichtung von Kristallen. Sehr grol3e Einkristalle werden durch sehr langsames Ab-
kiihlen einer Schmelze hergestellt. Ein perfekter Einkristall repréasentiert das globale Ener-
gieminimum des festen Zustands. Schnelles Abkiihlen wiirde ein Glas erzeugen (lokales
Energieminimum).

In der Simulation wird die Probe zunachst auf sehr hohe Temperaturen (mehrere 1000
K) aufgeheizt. Thr Zustand ist zu diesem Zeitpunkt vollig ungeordnet. Danach folgt eine
sehr langsame Abkiihlung, sodass ndherungsweise immer das thermische Gleichgewicht
herrscht. Bei jedem Temperaturschritt wird nun die Bewegung des Molekiils beobachtet
und die zugehorige Energie berechnet. Falls die berechnete Energie kleiner ist als diejenige
im vorhergehenden Schritt, wird die neue Konfiguration akzeptiert. Ist die berechnete Ener-
gie grofder als die vorhergehende, so wird die Konfiguration mit einer Wahrscheinlichkeit

proportional zum Boltzmannfaktor e ~45/T

akzeptiert (,,Tunnelprozess durch Energiebarrie-
ren”, dE ist der Energieunterschied der beiden Konfigurationen). Der gesamte Prozess wird
geniligend oft wiederholt, um den Konfigurationsraum gut abzudecken. Danach wird die
Temperatur um einen Schritt erniedrigt und das Verfahren beginnt mit der im vorherigen

Schritt energiedrmsten Struktur als Startwert von neuem (Abb. 2.15).

Insgesamt sorgt dieses Vorgehen fiir eine erhohte Wahrscheinlichkeit das System im energe-
tisch niedrigeren Zustand vorzufinden. Unendlich langsames Abkiihlen wiirde im globalen

Energieminimum enden. [19]

Dynamische Prozesse Die Molekiildynamiksimulation kann auch zur Darstellung dyna-
mischer Prozesse verwendet werden. Dabei wird dem System eine gewisse Menge thermi-
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sche Energie zugefiihrt und die Bewegungen jedes Atoms im zugehorigen Kraftfeld simu-
liert. Nach einer ausreichend langen Zeit (je nach Molekiilgrofe 1 - 100 ns oder mehr)
konnen aus der gespeicherten Trajektorie bestimmte Eigenschaften des Molekiils, wie z. B.
Flexibilitdt bestimmter Bereiche, Stabilitdt von gebundenen Liganden, usw. abgeleitet wer-
den.

2.7 Docking

Das molekulare Docking ist eine Methode aus der Bioinformatik zur Vorhersage der Struk-
tur eines Molekiils im Komplex mit einem zweiten. Die resultierenden Informationen iiber
Stabilitét, zugéngliche Oberflache und chemische Eigenschaften der Komplexe sind wichti-
ge Ausgangspunkte fiir die Optimierung von Wirkstoffen.

Docking ist ein Optimierungsproblem um die beste Orientierung zweier Molekiile zueinan-
der zu finden. Eine einfache Analogie ist das Schliissel-Schloss-Prinzip, allerdings muss im
Docking die Flexibilitat der Molekiile bertiicksichtigt werden. Es wird deshalb versucht, den

komplizierten Prozess der molekularen Erkennung im Computer zu simulieren.

Die Ausgangssituation bilden Protein und Ligand in einem bestimmten physikalischen Ab-
stand zueinander. Der Ligand wird nun schrittweise in das aktive Zentrum des Proteins ein-
gelagert. Diese Schritte konnen aus Rotationen und Translationen im Ortsraum, aber auch
aus Bewegungen im Konformationsraum (z. B. Rotationen von chemischen Bindungen) des
Liganden bestehen. Jeder Schritt geht mit einem gewissen Energieaufwand einher.

Der Docking-Prozess gliedert sich in zwei Schritte:

1. Ein Suchalgorithmus generiert eine vorgegebene Zahl moglicher Konformationen der
Molekiile im Komplex, wobei moglichst der gesamte Konformationsraum abgedeckt
werden sollte. Eine mogliche Implementierung ist die Molekiildynamiksimulation
(siehe Kap. 2.6)

2. Eine Scoring-Funktion bewertet die in 1. vorgeschlagenen Strukturen (z. B. anhand
ihrer Gesamtenergie, zugianglichen Oberfldche, chemischer Kompatibilitét, etc.) und
wahlt die wahrscheinlichsten Konformationen aus. Eine einfache Scoring-Funktion
ist die Berechnung der Gesamtenergie des Komplexes. Je niedriger dieser Wert, umso
stabiler der Komplex.

Die Ergebnisse eines Molekiildockings konnen durch die Integration von Messdaten erheb-
lich verbessert werden. Mogliche Daten sind z. B. konservierte Peptidsequenzen, Ergebnisse
aus Punktmutationsversuchen oder Epitop-Mapping. In NMR-Experimenten kénnen unter
anderem Aminosduren, welche an der Wechselwirkung der beiden Molekiile beteiligt sind,
identifiziert werden. [20]
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Projekte

3.1 Der MIP-Kollagen IV-Komplex

3.1.1 Legionellen

Die Legionarskrankheit wird bis heute als exotische Erscheinungsform einer schweren Lun-
genentziindung betrachtet. Tatséchlich ist sie in allen Industrieldandern zu finden. Zwischen
1995 und 2005 wurden tiber 32.000 Fille von Legionarskrankheit mit tiber 600 Ausbriichen
verzeichnet. Die Sterblichkeit zuvor gesunder Menschen betragt ca. 15%, bei Patienten mit
Immunschwiche oder Herz-Lungen-Erkrankungen iiber 70%.

Ausloser der Erkrankung sind gram-negative Bakterien der Gattung Legionella, wobei der
mit Abstand héufigste Erreger Legionella pneumophila ist. L. pneumophila existiert norma-
lerweise als Parasit innerhalb einer Vielzahl von Frischwasser-Protozoen und konnte in 80%
aller Frischwasservorkommen nachgewiesen werden. In ihrer natiirlichen Umgebung ist L.
pneumophila fiir den Menschen ungeféahrlich. Durch technische Vektoren, die kontaminier-
tes Wasser in Aerosole verwandeln (z. B. Duschen, Klimaanlagen, usw.) gelangen sie jedoch
tief in die Lunge des menschlichen Wirts und konnen dort eine lebensbedrohliche Lungen-
entzlindung verursachen.

Die ersten Stimme von Legionella konnten 1943 isoliert werden, 1954 gelang der Nachweis
ihrer parasitdren Existenz. Der Name Legiondrskrankheit wurde 1978 etabliert: Wahrend
eines Treffens der US-Kriegsveteranenvereinigung ,,American Legion state convention“ im
Juli 1976 erkrankten 181 Personen an der lebensbedrohlichen Lungenentziindung. 1978
wurde Legionella pneumophila als Erreger identifiziert. Nachtraglich wurden einige andere
Epidemien auf die Legiondrskrankheit zuriickgefiihrt. Das Pontiac-Fieber, eine milde Ver-
laufsform der Legiondrskrankheit, wurde bereits im Jahre 1968 beschrieben. Die Erkran-
kung erhielt ihren Namen nach einem Ausbruch in der Stadt Pontiac in Michigan, USA.

35



36 KAPITEL 3. PROJEKTE

Abbildung 3.1: a) Kristallstruktur von MIB b) Kristallstruktur der Kollagen IV NC1 Doméne (Ansicht von zwei
Seiten).

L. pneumophila ist in der Lage innerhalb von Biofilmen fiir lange Zeit in technischen Anlagen
zu tiiberleben. Der Erreger wéchst bei Temperaturen von 25 bis 42°C bei einer optimalen
Wachstumstemperatur von 35°C.

Bereits 1989 wurden die ersten Virulenzfaktoren von L. pneumophila durch Punktmutatio-
nen im Genom identifiziert. Das Gen mit dem Namen macrophage infectivity potentiator
(MIP) kodiert ein gleichnamiges Oberfldchenprotein mit einem Molekulargewicht von 24
kDa. MIP ist ein prokaryotisches Homolog' zum humanen FK506-binding-protein® und zeigt
peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitat (PPlase-Aktivitat, sieche Kap. 2.1). Knock-out
Mutanten® von L. pneumophila, welche nicht iiber MIP verfiigen, besitzen eine erheblich
verringerte Infektionsrate in-vitro und in-vivo. Bis heute ist der Wirkmechanismus von MIP
jedoch nicht bekannt. [21, 22]

Die Rontgenkristallstruktur von MIP konnte 2001 aufgeklart werden [23]. Die Struktur
ist in Abb. 3.1a gezeigt. MIP ist ein homo-Dimer. Jeder Monomer besteht aus einer C-
terminalen FKBP-Domaéane, welche fiir die PPIase-Aktivitat verantwortlich ist und einer N-
terminalen Dimerisierungsdoméne in Form einer langen (ca. 6,5 nm) «-Helix.

Am Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5 der Universitit Wiirzburg wurde die NMR-
Struktur von MIP aufgeklart und die aullerordentliche Dynamik des Proteins gezeigt
[24, 25]. Weiterhin wurde die Bindung des Inhibitors Rapamycin untersucht und die zu-
gehorige Komplexstruktur aufgeklart [26].

Im selben Zeitraum wurde auch die NMR-Struktur von FkpA, dem periplasmatischen* Ho-
molog zum MIP aus Escherichia coli veroffentlicht [27]. Thm wird eine Funktion als Chape-
ron® zugeschrieben. Die Struktur und Dynamik von FkpA weist groe Ahnlichkeit zu MIP
auf.

'Enzym mit dhnlicher Peptidsequenz und gleicher Funktion, welches aus einem einzelligem Organismus
ohne Zellkern stammt.

2Eine Klasse von Proteinen, welche an den immunsuppressiven Wirkstoff FK506 binden.

3Genetisch verinderte Organismen, in welchen ein bestimmtes Gen blockiert ist.

“Der periplasmatische Raum ist ein Zellkompartiment zwischen Cytoplasmamembran und duferer Mem-
bran Gram-negativer Bakterien.

>Chaperone (engl. Anstandsdamen) sind Proteine, die neu synthetisierten Proteinen ,helfen®, sich korrekt
zu falten. Die Bezeichnung wurde gewahlt, ,,da sie unreife Proteine vor schiadlichen Kontakten bewahren®.
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Abbildung 3.2: Ausschnitt der Spot Membran, mit welcher P290 identifiziert wurde. Abb. entnommen aus
[29].

3.1.2 Zielsetzung

In Zusammenarbeit mit dem Teilprojekt B1 des SFB630 (Universitat Wiirzburg) und der
Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung (Halle) konnte bereits ge-
zeigt werden, dass MIP mit der extrazelluldaren Matrix von Lungenepithelzellen interagiert.
Die grofdte Affinitat wies dabei das Zellstrukturprotein Kollagen IV auf. Kollagen IV zahlt
zur Gruppe der netzbildenden Kollagene, die Rontgenkristallstruktur seiner Kopfgruppe ist
in Abb. 3.1b dargestellt. Bei Anwesenheit von MIP ist Legionella in der Lage, die Epithelbar-
riere zu iberwinden und Lungenzellen zu infizieren [28].

In einer anschliel3enden Studie wurde Kollagen IV in kleinere Sequenzabschnitte zerlegt
und deren Affinitdt zu MIP {iberpriift. Insgesamt zeigten zwolf Peptide eine messbare Bin-
dung an MIP. Nur eines befindet sich vollstdndig an der Oberfldche von Kollagen IV und ist
somit in vivo fiir MIP zuganglich. Weiterhin {ibt das Peptid (genannt ,P290”) in Zellkultur-
Assays eine inhibitorische Wirkung auf MIP aus und wurde deshalb fiir eine genauere Un-
tersuchung ausgewéhlt [29].

Kollagen ist ein bei Menschen und Tieren vorkommendes Strukturprotein der extrazelluléa-
ren Matrix. Im menschlichen Korper ist es mit iiber 30% das haufigste Protein. Kollagenfa-
sern besitzen eine enorme Zugfestigkeit und sind nicht dehnbar. Seinen Namen erhielt das
Kollagen (griechisch: Leim erzeugend) aufgrund seiner fritheren Nutzung als Knochenleim.
Zur Zeit sind 28 verschiedene Kollagene bekannt (Typ I bis XXVIII). Thnen gemeinsam ist
eine lange Tripelhelix-Doméne (,,Kollagen-Helix”), welche die mechanischen Eigenschaften
des Molekiils definiert. An den Enden der Tripelhelix befinden sich je nach Typ verschiedene
Kopfgruppen, die Vernetzungen zu anderen Kollagenfasern oder Zellmembranen aufbauen
konnen [30].

Ziel dieses Projektes ist die Aufklarung der molekularen Interaktion von MIP mit P290 bzw.
Kollagen IV mit Hilfe von NMR-Spektroskopie und anschlie@enden Docking- und Mole-
kiildynamiksimulationen, um daraus Informationen fiir das Design wirksamer Inhibitoren
gewinnen zu konnen.
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3.1.3 Material und Methoden
3.1.3.1 Strategie

1. Identifizierung von Aminosduren in MIB welche an der Wechselwirkung mit P290
beteiligt sind (mittels NMR Spektroskopie).

2. Docking von MIP und P290 unter Bertiicksichtigung der NMR-Daten und Molekiildy-
namiksimulation zur Beurteilung von Komplexstabilitdt und Dynamik (P290 0. Gene-
ration).

3. Identifizierung von wichtigen Strukturelementen fiir die Bindung (P290 1. Generati-
on) und Vorschldge fiir optimierte Inhibitoren (P290 2. Generation).

4. Uberpriifung der Simulationsergebnisse durch Affinititsassays auf einem Peptid Mi-
croarray (P290 3. Generation)

5. Test der Aktivitit der neuen Inhibitoren in einem PPlase-Assay.

6. Erneute Variation der Peptide auf Basis aller bisherigen Daten und Simulation ihrer
Bindungseigenschaften (P290 4. Generation).

Die Bindungsstarke von P290 an MIP kann durch zwei Parameter quantitativ charakterisiert

werden:

> Grof3e der fiir Losungsmittelmolekiile zugédnglichen Oberflache von P290, wahrend
es an MIP gebunden ist. Aminosduren in P290, die eine hohe Affinitdt zu MIP entwi-
ckeln, sind fiir das Losungsmittel schlechter zuganglich.

> Die B-Faktoren der Aminosiuren. Sie sind ein Maf3 fiir die Beweglichkeit des Mole-
kiils. Hohe Beweglichkeit (hohe B-Faktoren) impliziert eine schwéchere Bindung an
MIP

3.1.3.2 Proben

P290 wurde nach Vorgabe der Aminosduresequenz durch die Firma GenScript (GenScript
Corporation, Piscataway, USA) synthetisiert. Loslichkeitsversuche ergaben, dass P290 nur
in Konzentrationen bis 19 uM wasserloslich ist. Um auch bei dieser geringen Menge noch
Einfliisse von P290 auf MIP detektieren zu konnen, wurde das Peptid mit einem parama-
gnetischen Spin Label markiert.

Die Peptidsequenz von P290 lautet: IPPCPSGWSSLWI. Eine Modelldarstellung des Peptids
ist in Abb. 3.3a gezeigt.
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Abbildung 3.3: a) Stick-Modell von P290 mit Beschriftung der Aminoséduren, b) paramagnetisches Spin Label
MTSL mit markierter leaving group, c) Peptidsequenz von P290 mit angehéngtem Spin Label.
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Im Hinblick auf eine potenzielle Anwendung als Wirkstoff wurde P290 auf3erdem als d-
Peptid (,,P290-d”, siehe auch Kapitel 2.1) durch die Firma JPT (JPT Peptide Technologies
GmbH, Berlin, Deutschland) synthetisiert.

Als Kontrolle wurde ein weiteres Peptid aus der Kollagen IV NC1 Doméne mit der Sequenz
TRHSQTIDDPQCP (,,P291”) verwendet, welches in PPlase-Assays keine inhibitorische Wir-
kung gegeniiber MIP gezeigt hat [29, 31]. Auch P291 wurde durch die Firma JPT herge-
stellt.

Paramagnetische Spin Label

MTSL (S-(2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-yl)methyl methanesulfonothioate,
sieche Abb 3.3) wurde unter Abspaltung der CH;SO,-Gruppe iiber eine Disulfidbriicke
an Cystein in P290 gebunden. Das Molekulargewicht von P290 erhoht sich dadurch um
186,3 u. Das negativ geladene Sauerstoffatom in MTSL ist paramagnetisch und verkiirzt
die T;- und T,-Relaxationszeiten benachbarter Kernspins (PRE, paramagnetic relaxation en-
hancement). Die Reichweite betrdgt etwa 1 nm. Die Relaxation ist so effizient, dass auch
geringe Mengen des Spin-Labels Verdnderungen in den NMR-Spektren hervorrufen [32].

Protokoll zur Markierung von P290 mit MTSL
1. Stamml6sungen herstellen:

> 0,1 mM P290 in 50 mM TRIS-Puffer pH 8.0
> 10 mM MTSL in Acetonitril

2. Stammlésungen mischen, so dass ein zehnfacher molarer Uberschuss von MTSL in
der Losung vorliegt.
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Intens. +MS, 0.8-1.0min #(54-65)|
1689.77052
5000

4000
3000

2000

1000
u\_ 1%

0
1685 1690 1695 1700 1705 1710 1715 m/z

Abbildung 3.4: Massenspektrum von P290 mit MTSL. Die Aufspaltung der Signale wird durch die natiirliche
Isotopenverteilung der Molekiile verursacht.

3. Gemischte Losung tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubieren.

4. Uberschiissiges Spin-Label durch Dialyse entfernen (Spectra/Por Biotech Cellulose
Ester Membran MWCO: 500).

Massenspektrometrie (MS)

Um die erfolgreiche Bindung von MTSL an P290 zu iiberpriifen, wurden Electrospray ioni-
zation time-of-flight (ESI-TOF) Massenspektren an einem Bruker Daltonics micrOTOF focus
Massenspektrometer (Insitut fiir Organische Chemie, Universitdt Wiirzburg) mit ESI ion
source (Apollo) aufgenommen. Ionen wurden kontinuierlich durch Einbringen der Proben
iiber eine Spritzenpumpe erzeugt.

Die Messparameter waren: Mass range m/z 200 - 2000; Ion Polarity: Positive; Capillary
Exit: 150 V; Hexapole RF: 300 V; Skimmer 1: 50 V; Hexapole 1: 22 V; Set collector fill: 50
V; Set pulsar pull: 400 V; Set pulsar push: 400 V; Set reflector: 1300 V; Set flight tube: 9000
V; Set detector TOF: 2150 V; Nebulizer pressure 0.4 bar; Transfer time: 88 us; Pre Puls
Storage: 5 us; Temperature of drying gas: 65°C; Dry gas flow 4 1/min;

Das Massenspektrum ist in Abb 3.4 dargestellt. Darin zeigt sich ein deutliches Signal
bei m/z 1689,77. Diese Masse entspricht dem Natriumsalz von P290 mit Spinlabel
[P290+MTSL + Na*].

MIP77-213

Eine monomerische Deletionsmutante von MIP (Aminosiduren 77-213) wurde am Max-
Planck-Institut fiir Enzymologie der Proteinfaltung (Halle) in isotopenmarkierter Form her-
gestellt. Der Sequenzabschnitt umfasst einen Teil der langen «-Helix und die FKBP-Doméne
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von MIP. Ein Plasmid, welcher MIP”7-213 kodiert, wurde in Escherichia coli eingeschleust und
die Bakterien in *C-N-markiertem Medium (Martek M9) inkubiert. Das iiberexprimierte
13C-15N-MIP’7213 wurde anschlieRend isoliert [24, 25].

Die Peptidsequenz von MIP77213 Jautet:

10 20 30 40 50 60
FNKKADENKV KGEAFLTENK NKPGVVVLPS GLQYKVINSG NGVKPGKSDT VTVEYTGRLI
70 80 90 100 110 120
DGTVFDSTEK TGKPATFQVS QVIPGWTEAL QLMPAGSTWE IYVPSGLAYG PRSVGGPIGP
130
NETLIFKIHL ISVKKSS

Fiir die NMR-Experimente wurden jeweils zwei Proben hergestellt:

1. 400 pl MIP”7213 ca. 0,5 mM
in 10 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 6.5 (90% H,0, 10% D,0)

2. 400 pl MIP77213 ca, 0,5 mM + 19 uM P290-MTSL
in 10 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 6.5 (90% H,0, 10% D,0)

Proben von P290-d bzw. P291 wurden analog hergestellt.

3.1.3.3 NMR-Experimente

Die Interaktion der MIP-FKBP-Domine mit P290 wurde durch 'H-">N-HSQC Spektroskopie
untersucht. Wie im Kapitel 2.3.8.2 beschrieben, zeigt ein >’N-HSQC-Spektrum den Finger-
abdruck eines Proteins. Jede Aminosdure (aufler Prolin, welches kein NH-Proton besitzt) er-
scheint in Form eines Peaks im 2D-Spektrum. Verdnderungen in der chemischen Umgebung
einer Aminoséaure, z. B. durch Anlagerung eines Inhibitors sorgen fiir eine Verschiebung der
Signale im Spektrum. Auf diese Weise kann die Bindungsregion von Inhibitoren bestimmt
werden. Zur Erhohung der Empfindlichkeit wurde nicht nur die chemische Verschiebung
der Signale betrachtet, sondern auch Anderungen der T,-Relaxationszeiten (paramagnetic
relaxation enhancement, PRE), welche sehr sensitiv auf die Anwesenheit des paramagne-
tischen Spin-Labels reagieren [33]. Beide Proben wurden unter identischen Bedingungen
und mit den selben experimentellen Parametern untersucht, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewéhrleisten.

Vorversuche wurden am Bruker Avance 750WB (Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5,
Universitit Wiirzburg) durchgefiihrt. Von jeder Probe wurde ein 'H-">N-HSQC Spektrum

aufgenommen. Bereits in diesen Spektren waren Anderungen der chemischen Verschie-

P77—213

bung einzelner Aminosauren in MI erkennbar. Zur Erhohung der Sensitivitit wurden
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Pulsprogramm | fhsqcN15 T2.ks

Probentemperatur | T = 298 K

Scans | ns =38
Delay 1 | T, = 0,1 ms
Delay 2 | T, = 5,1 ms
'H | sw=14ppm

TD = 1024
5N | sw = 24 ppm
TD = 256

Tabelle 3.1: Experimentelle Parameter fiir die Bestimmung des paramagnetic relaxation enhancement Faktors.

90°x  180°  90°% 180° 90°x 180°

A A ANA
'H b
t
15N

INEPT 1 INEPT 2

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Pulssequenz des *H-'>N-HSQC zur Bestimmung des parama-
gnetic relaxation enhancement Faktors. Das Experiment wird zweimal mit unterschiedlichen Wartezeiten d im
ersten INEPT Magnetisierungstransfer wiederholt.

die weiteren Messungen am Bruker Avance 700 mit Kryoprobenkopf (Lehrstuhl fiir Biopo-
lymere, Universitdt Bayreuth) durchgefiihrt.

Zur Bestimmung des PRE wurde ein 'H-'>N-HSQC-Pulsprogramm um eine zusétzliche War-
tezeit im ersten INEPT-Magnetisierungstransfer [34] erweitert (sieche Abb. 3.5). Fiir jede
Probe werden zwei 'H-">N-HSQC Spektren mit unterschiedlicher Wartezeit (T, bzw. T;)
aufgenommen. Aminosauren in MIB welche sich in rdiumlicher Néhe (bis ca. 1 nm Abstand)
zum Spin-Label befinden, erfahren eine beschleunigte Relaxation und ihre Signalintensitat
nimmt schneller ab, als bei Aminosduren, welche weit von MTSL entfernt sind. Aus dem
Verhéltnis der Intensitdten der Signale bei verschiedenen Wartezeiten lasst sich der PRE-
Faktor I', ermitteln [33, 34]:

1 n Idia(Tb)Ipara(Ta)
Tb - Ta Idia(Ta)Ipara(Tb)

FZ = RZ.para _R2,dia = (3.1)
Er ist ein Mal3 dafiir, wie nahe eine Aminosiure in Kontakt mit dem Spin-Label gekommen
ist. Es werden zwei Schwellwerte fiir I', festgelegt und die Aminosduren so in die Ka-
tegorien ,starke Wechselwirkung”, ,schwache Wechselwirkung”, ,keine Wechselwirkung”
eingeteilt. Die experimentellen Parameter sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Daten der NMR-Experimente wurden mit NMRViewJ Version 8 (One Moon Scientific, Inc.,
Newark, NJ, USA) prozessiert und dargestellt. Die Zuordnung der Signale im HSQC-
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Spektrum zu den einzelnen Aminosduren in MIP’72!3 wurde zuvor von unserer Arbeits-

gruppe publiziert [24] und konnte iibernommen werden.

3.1.3.4 Docking

Zur weiteren Charakterisierung des Molekiil-Komplexes wurden die NMR-Daten als Grund-
lage fiir Dockingstudien verwendet. Es wurden die Software HADDOCK Version 2.0 auf
dem HADDOCK Webserver (184 Intel XEON CPUs, 2.0 GHz) [35, 20] verwendet. Model-
le der beteiligten Molekiile wurden der PDB-Datenbank entnommen: MIP’7?!* PDB Code
2UZ5 [25], MIP-Dimer PDB Code 1FD9 [36, 23], NC1-Domine von Human-Kollagen IV
PDB Code 1LI1 [37].

Aminosiuren in MIB, die hohe PRE-Faktoren aufweisen wurden als ,,aktive” Aminosauren in
der Simulation markiert (Liste in Anhang A.3.2), ebenso wie alle 13 Aminosduren der P290
Sequenz.

In jedem Docking-Experiment werden zundchst 1000 Strukturen der Komplexe durch ri-
gid body docking berechnet. In diesem Schritt sind nur Rotationen und Translationen der
vollstdndigen Molekiile erlaubt. Konformationsdnderungen werden nicht durchgefiihrt. Die
200 energiedrmsten Strukturen werden danach im semi-flexible simulated annealing op-
timiert. Bewegungen der Protein-Seitenketten werden zugelassen und ihre Konformation
energieminimiert. Abschlielend werden die Molekiile mit einer Losungsmittelschicht {iber-
zogen (0,8 nm Dicke) und ein erneuter simulated annealing Durchlauf gestartet (Flexible
explicit solvent refinement). Dieses Vorgehen sorgt fiir die Beriicksichtigung eventueller Lo-
sungsmitteleffekte bei der Interaktion der Molekiile. Je nach Grof3e der Molekiile benétigt
eine Simulation 3 bis 24 Stunden Rechenzeit auf dem HADDOCK Webserver.

Zur Auswertung werden die 200 water refinement Modelle nach ihrer Gesamtenergie
und geometrischen Ahnlichkeit in Clustern gruppiert (HADDOCK-Score). Der energiedrmste
Cluster wurde fiir alle weiteren Analysen verwendet.

3.1.3.5 Molekiildynamik-Simulation

Zur Beurteilung von Stabilitdt und Dynamik der Komplexe wurden die im Docking ermit-
telten Modelle als Startstruktur in eine Molekiildynamiksimulation integriert.

MD-Simulationen wurden mit der Software GROMACS Version 3.3 [38] und Version 4.0
[39] auf einem Cluster aus vier Servern (je 2x Quad Core Intel Xeon E5405 2 GHz, 10 GB
Ram, openSuSE Linux 11) durchgefiihrt.

Als Ausgangspunkt wurden die Docking-Strukturen mit der geringsten Gesamtenergie ver-
wendet. Die Molekiile wurden in einer periodischen Box mit 22.080 Wassermolekiilen [40]
positioniert. Elektrostatische Wechselwirkungen wurden mit dem fast particle mesh Ewald
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(PME) Algorithmus mit einem cut-off Wert von 0,9 nm berechnet. Die Temperatur des Sys-
tems wurde durch schwache Kopplung mit einem Berendsen Warmebad kontrolliert. Che-
mische Bindungen und dihedrale Winkel wurden nach jedem Zeitschritt von 2 fs mit dem
LINCS-Algorithmus auf natiirliche Werte zuriickgefiihrt. Alle Simulationen wurden mit dem
GROMOS96 43al Kraftfeld [41] durchgefiihrt.

Im ersten Abschnitt der Simulation erfolgte eine unbeschrinkte Energieminimierung des
Systems. Danach wurden die Wassermolekiile eingefiigt und ins thermische Gleichgewicht
gebracht. Das Protein war wéihrend dieser 40 ps dauernden Phase fixiert. Im letzten Schritt
folgte die Molekiildynamiksimulation mit einer Dauer von mehreren Nanosekunden und
einer Zeitauflésung von 0,5 fs.

Zur Auswertung wurden die MD-Trajektorien mit dem Programm VMD Version 1.8.6 [42]
visualisiert. Die 16sungsmittelzugingliche Oberflache iiber den Verlauf der Simulation wur-
de mit dem GROMACS Tool do_dssp berechnet. Der mittlere B-Faktor der Aminosau-
ren wurde mit dem GROMACS Tool g_rmsf berechnet. Der B-Faktor ist definiert als
B = 87?RMSF?2, Darin ist RMSF (root mean square fluctuation) die Standardabweichung

der Atompositionen relativ zu einer Referenzstruktur gemessen in A.

3.1.3.6 Humanes FKBP12 und P290

Das homologe Enzym zur MIP-FKBP-Doméne im Menschen ist FKBP12 [43]. Ebenso wie
MIP ist es fiir die Katalyse der Prolin trans-cis-Isomerisierung verantwortlich. Ein Vergleich
der Peptidsequenzen ist in Abb. 3.6 dargestellt. Fiir Docking- und MD-Simulationen wurden
Aminosduren in FKBP12 als aktiv markiert, welche homolog zu Aminosduren in MIP sind
und hohe PRE-Faktoren gezeigt haben.

kok oo Kk 3 sk ok kkk Kk kk_ kkk.
FKBP12 ————— === === mmmm e GVQVETISPGDG.TF GQTCVV.YTGMLEDG-FDSS 43
MIP77-213 ------- FN.ADEN.V.GEAFLTENINIPGVVVLPSGLQYIVINSGNGV. SDTVTVEYTG.LIDGTVFDST TG 72

ruler O........80........90.......100.......110.......120.......130....... 140....... 15

*k ko akk kk Kk .k k_ .. o2 kkk_ Kk Kk kk kkkk o k. .
FKBP12 RPFREVLGEQEVIRGWEEGVAQMSVGORARLTISPDYAYGATGHPGITPPNATLIFDVELLELE -~ - 107
MIP77-213 PATFQVS——QVIPGWTEALQLMPAGSTWEIYVPSGLAYGP.SVGGPIGPNETLIFlIlLISV-SS 137
ruler O....... 160....... 170....... 180....... 190....... 200....... 10......

Abbildung 3.6: Sequenzalignment von MIP”7-21% mit FKBP12

3.1.3.7 Peptid Microarray

In Kooperation mit der Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung
(Halle) wurde die Bindung einer grof3en Zahl verschiedener Peptide an MIP mit Hilfe ei-
nes PepStar™ Peptid Microarrays (JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, Deutschland)
charakterisiert .
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Auf einem Glassubstrat wird iiber einen Linker das gewtiinschte Peptid aufgebracht. In ei-
nem Microarry sind mehr als 200 verschiedene Spots pro cm? méglich. Der fertige Chip
wird mit MIP inkubiert, gewaschen und das an bestimmte Peptide gebundene MIP iiber
einen Antikorper mit Fluoreszenzmarker nachgewiesen. Eine ausfiihrliche Beschreibung
des Vorgehens findet sich in [44, 45].

3.1.3.8 PPlase-Assay

In Zusammenarbeit mit der Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfal-
tung (Halle) wurde eine Auswahl von P290-Varianten in einem PPlase-Assay untersucht
[31, 29]. In diesem Test wird der inhibitorische Effekt der Peptide auf die enzymati-
sche Aktivitit von MIP dargestellt. 75 nM MIP wurden mit P290-Varianten in verschie-
denen Konzentrationen inkubiert und die Geschwindigkeit der peptidyl-prolyl-cis/trans-
Isomerisierung eines Substrats gemessen. Dabei wurde ein proteasefreier PPlase Assay mit
dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA in LiCl/TFE verwendet. Eine detailierte Be-
schreibung findet sich in [46, 28].

3.1.4 Ergebnisse
3.1.4.1 NMR-Spektroskopie

In Abb. 3.7 ist eine Uberlagerung der gemessenen 'H-'>N-HSQC-Spektren von MIP bzw.
MIP mit P290+MTSL dargestellt. Fiir jedes Signal wurde der PRE-Faktor I', berechnet. In
Abb. 3.9 ist T', fiir jede Aminosiure in MIP”’2!3 aufgetragen und die beiden Schwellwerte
zur Klassifizierung in ,starke” und ,schwache” Interaktion markiert. Es ist eine gute Uber-
einstimmung der Rapamycin-Bindungstasche (charakterisiert in [26]) und der Bindungsre-
gion von P290 zu erkennen (siehe Abb. 3.8). Die in den NMR-Vorversuchen aufgezeichne-
ten Anderungen der chemischen Verschiebung einzelner Aminosiuren (siehe Anhang A.3.3)
stimmen ebenfalls gut mit Regionen mit hohem PRE-Faktor iiberein, auch wenn diese Me-
thode nicht die gleiche Sensitivitat erreicht.

P290-d und P291 wurden analog charakterisiert. I, fiir jede Aminosiure in MIP77-2!3 bei
Anlagerung von P290-d bzw. P291 ist in Abb. 3.9 aufgetragen. P291, welches als Kontroll-
substanz verwendet wurde, beeinflusst die Relaxationsraten von nur acht Aminosiuren in
MIP im Bereich der hydrophoben Bindungstasche.

P290-d zeigt eine sehr dhnliche Interaktion mit MIP wie P291. Dies spricht fiir eine schwa-
che Bindung von P290-d an das Enzym, wahrscheinlich auch ohne inhibitorische Wirkung.
Eine unabhéingige Bestétigung fiir die geringe Bindungsstirke von P290-d konnte durch
den Einsatz eines Peptid Microarrays erzielt werden (siehe Kap. 3.1.4.5).
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Abbildung 3.7: 'H-1>N-HSQC Spektrum von MIP’”13, Signale, welche eine beschleunigte Relaxation nach
der Anlagerung von P290+MTSL zeigen sind farbig markiert.

b)

hydrophobe
Bindungstasche

a)

Abbildung 3.8: Bindungsregionen von a) Rapamycin und b) P290 in MIP Zur besseren Ubersicht ist ein
Monomer von MIP ausgeblendet.
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Abbildung 3.9: Stirke des PRE pro Aminosiure in MIP’7-2!3 bei Anlagerung von P290, P290-d und P291.

Die Schwellwerte zur Klassifizierung der Aminosduren in ,starke” und ,,schwache” Wechselwirkung sind als

gestrichelte Linien eingetragen. Aminosduren mit starker Wechselwirkung sind farbig in der Struktur der

MIP-FKBP-Doméne hervorgehoben.
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Abbildung 3.10: a) Average-Struktur der MIP-FKBP-Doméne (blau) im Komplex mit P290 (gelb mit Farbco-
dierung der B-Faktoren). Aminosduren in MIP mit starkem PRE sind in rot dargestellt. b) Vergrol3erte Dar-
stellung des MIP-FKBP-P290-Komplexes. Aminosduren, welche die MIP-Bindungstasche bilden sind als griines
Stick-Modell gezeigt.

3.1.4.2 P290 als potenzieller Inhibitor von MIP

Wie eingangs dargestellt, konnte in Zellkultur-Assays eine inhibitorische Wirkung des kur-
zen Peptids P290 auf die Aktivitit von MIP nachgewiesen werden [29]. Nach der ex-
perimentellen Bestimmung der Interaktionsoberflaiche von MIP und P290 mittels NMR-
Spektroskopie werden hier, mit Hilfe von Docking, Modelle des Molekiilkomplexes berech-
net. Die Stabilitdt und Dynamik wird durch MD-Simulationen beurteilt.

MIP77-213 und P290

In Abb. 3.10 ist die MIP-FKBP-Doméine im Komplex mit P290 dargestellt. Die Struktur stellt
den Mittelwert tiber eine MD-Simulation mit 18 ns Ladnge dar. Der Komplex bleibt wah-
rend der gesamten Simulation stabil. Als Startwert wurde die Docking-Struktur mit der
niedrigsten Gesamtenergie verwendet (siche Anhang A.3.2). Aus der MD-Trajektorie wur-
den aulerdem die B-Faktoren fiir jede Aminosdure im Komplex berechnet. Sie sind ein
Maf fiir die Beweglichkeit des Molekiils. Die Farbcodierung der B-Faktoren ist in allen hier
gezeigten Grafiken gleich skaliert, um einen Vergleich zu ermodglichen. Die numerischen
Werte sind in Abb. 3.12 aufgetragen.

Die hydrophobe Bindungstasche von MIP wird von den Aminosduren W-162, F-202, Y-131,
F-141, D-142, F-153, Q-157, V-158, I-159, P-193 und 1-194 [26] gebildet. P290 lagert sich
sehr stabil an MIP an (mittlerer B-Faktor 59). Wie in Abb. 3.10 gut zu erkennen ist, wird
die MIP-Bindungstasche durch PRO131 und TRP134 aus P290 besetzt. Beide Aminosdu-
ren verbleiben iiber die gesamte Simulationsdauer in der Kavitit. Dies wird auch tiber die
niedrigen B-Faktoren (< 50) in diesem Bereich bestatigt. Erst die terminalen Aminosduren
ILE127 und ILE139 zeigen hohere Flexibilitat.

Die scharfe 180°-Windung (,,Turn”) von P290 bei SER132/GLY133 wird iiber eine Wasser-
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Abbildung 3.11: Average-Strukturen von vier Variationen von P290 (gelb) im Komplex mit der MIP-FKBP-
Domaéne. Flexible Bereiche sind iiber die Farbcodierung der B-Faktoren dargestellt.

stoffbriicke (TRP134 - PRO131) stabilisiert. Intermolekulare Wechselwirkungen finden iiber
die Wasserstoffbriicken ASP142(MIP) - SER135(P290) und TYR185(MIP) - PRO129(P290)
statt.

3.1.4.3 Simulation von MIP”7-213 im Komplex mit Varianten von P290 (1. Generation)

Um weitere Anhaltspunkte iiber den Bindungsmechanismus von P290 an MIP-FKBP zu ge-
winnen, wurden mehrere Varianten der Peptidsequenz erstellt und in Docking und MD-
Simulationen charakterisiert:

Sequenz Mutation Generation

IPPCPSGWSSLWI | (P290 unveridndert) 0
IPPCPSGKSSLWI TRP134-1YS134

IPPCPSGRSSLWI TRP134-ARG134 1
IPPKPSGWSSLWI CYS130-LYS130 1
IPPRPSGWSSLWI CYS130-ARG130 1

In Abb. 3.11 sind die Strukturen der MIP-FKBP-Domé&ne im Komplex mit den modifizier-
ten P290-Peptiden dargestellt. Fiir jedes Peptid wurden die B-Faktoren der Aminosduren
berechnet (Abb. 3.12), ebenso wie die 16sungsmittelzugéngliche Oberflache (Abb. 3.13).

Die zugéngliche Oberfldche fiir das gesamte Peptid ist mit 600 A” fiir die Mutation TRP134-
ARG134 am geringsten (Abb. 3.13 links), dicht gefolgt von P290 (unverdndert) und
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Abbildung 3.12: Mittlere B-Faktoren fiir P290 und seiner Varianten im Komplex mit der MIP-FKBP-Domaéne.
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TRP134-LYS134. Die Analyse der mittleren B-Faktoren der Peptide gibt ein weiteres Cha-
rakterisierungsmerkmal: Hierbei ist P290 (unverdndert) dhnlich stabil wie TRP134-LYS134
(B-Faktoren 59 bzw. 66, siehe Abb. 3.12 rechts oben). TRP134-ARG134 zeigt einen doppelt
so hohen B-Faktor von 134 und ist damit, wie auch CYS130-LYS130 und CYS130-ARG130,
weniger stark an MIP gebunden. Die Verdnderungen von CYS130 (zu LYS130 oder ARG130)
erhohen die zugéngliche Oberfldche auf 785 A bzw. 789 A” und liefert damit ein weiteres
Indiz fiir eine reduzierte Bindungsstirke.

Eine detailliertere Analyse kann aus dem Vergleich der zugénglichen Oberfldache pro Amino-
sdure gewonnen werden (siehe Abb. 3.13 rechts). Zwei auffillige Werte sind rot markiert.

> Die Mutation TRP134-ARG134 (gelb in Abb. 3.13) zeigt eine grol3e Losungsmittelzu-
ganglichkeit von ARG134. Arginin als polare Aminosdure ist demnach nicht gut ge-
eignet, die hydrophobe MIP-Bindungstasche zu besetzen. Der B-Faktor von ARG134
ist mit 94 um den Faktor 1,8 im Vergleich zum unverdnderten P290 erhoht (B-Faktor
53).

> Die Mutation CYS130-ARG130 erhoht die Losungsmittelzugédnglichkeit von PRO131
um den Faktor 7 (von 4,1 AZ auf 28,0 AZ, braun in Abb. 3.13), der dazugehorige
B-Faktor steigt von 33 auf 115. Im Verlauf der MD ist zu beobachten, dass PRO131
aus der hydrophoben Bindungstasche von MIP ,rutscht”. Die Mutation von CYS130
wirkt sich destabilisierend auf das gesamte Peptid aus. Lediglich GLY133, TRP134
und SER135 besitzen B-Faktoren unter 50. Die iibrigen Aminosauren zeigen Werte
im Bereich 100 - 430.

Aus den ungiinstigen Anderungen der Bindungseigenschaften der Varianten von P290
kann geschlossen werden, dass in einem wirksamen Inhibitor das Sequenzelement
-CYS130-PR0O131---TRP134- konserviert sein sollte. Die hydrophobe Bindungstasche
von MIP wird dann von PRO131 und TRP134 besetzt. CYS130 ist notwendig zur Stabi-
lisierung.

Die Modifikation TRP134-LYS134 von P290 zeigt im Bereich PRO131-LYS134 sogar gering-
fiigig kleinere B-Faktoren als unverdndertes P290. Die polare LYS134-Seitenkette besetzt
dabei nicht direkt die hydrophobe Bindungstasche von MIB sondern wird durch Wasser-
stoffbriicken zu THR132, ASP124 und GLU145 ,hinter” TYR131 stabilisiert (siche Abb.
3.10b). Im Vergleich mit den anderen vier Peptiden ist die Variante TRP134-LYS134 um ca.
0,4 nm verschoben an MIP angelagert (Richtung oben-rechts in Abb. 3.11). Als Konsequenz
steigen die B-Faktoren der terminalen Aminosduren jedoch so weit an, dass die Gesamtsta-
bilitdat des Komplexes geringfiigig schlechter ausféllt als mit unverdndertem P290 (B-Faktor
59 zu 66 und zugéngliche Oberfliche 614 A” zu 657 AZ).
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Abbildung 3.13: links: Losungsmittelzugéngliche Oberfliche der Varianten von P290, rechts: Losungsmittel-
zugéangliche Oberflache aufgeschliisselt fiir jede Aminosédure in den Peptiden bei Bindung an die MIP-FKBP-
Domane

3.1.4.4 Verbesserte Varianten von P290 (2. Generation)

Auf Basis der Ergebnisse aus 3.1.4.3 wurden zwei optimierte Varianten von P290 kon-
struiert (2. Generation). Beide Peptide sind zu einem Ring geschlossen (iiber eine Disul-
fidbriicke der terminalen Cystein-Aminoséduren). Diese soll die Flexibilitat der terminalen
Aminosauren in P290 reduzieren. Weiterhin weisen zyklische Peptide eine hohere chemi-
sche Stabilitdt auf, was fiir einen spéteren Einsatz als Wirkstoff relevant ist.

> CPSGWC-cyc besteht aus nur sechs Aminosduren und ist die kiirzest mogliche Um-
setzung des wichtigen Sequenzelements -CYS130-PR0131---TRP134-.

> CPPCPSGWSSLWC-cyc entspricht weitgehend der Sequenz von P290 und wurde iiber
eine Disulfidbriicke der terminalen Cystein-Aminosauren zu einem Ring geschlossen.

CPSGWC-cyc

In Docking und MD-Simulation zeigt das kurze Peptid CPSGWC-cyc zwar eine Bindung in
die hydrophobe Tasche von MIB allerdings ist seine Ausrichtung nicht gut definiert. Das
Peptid lagert sich mit vielen unterschiedlichen Orientierungen an. Anfanglich befinden sich
PRO131 und TRP134 in der Bindungstasche von MIP Nach kurzer Zeit ,springt” PRO131
aus der Kavitdt heraus. Das Peptid bleibt nur durch TRP134 mit MIP in Kontakt und fiihrt
Drehbewegungen um diese Aminosdure aus.

Fiir das gesamte Peptid errechnet sich ein mittlerer B-Faktor von 340 und eine zugéngliche
Oberfliche von 360 A”. Die B-Faktoren fiir CYS130, PRO131 und SER132 steigen auf 430 -
590 an (siehe Abb. 3.14 rechts). Die ,stabilste” Aminosiure ist TRP134 mit einem B-Faktor
von 110. Selbst dieser Wert ist doppelt so hoch wie der im unverédnderten P290 berechnete
B-Faktor von 53 fiir TRP134. Mit der grol3en Beweglichkeit von CPSGWC-cyc steigt auch
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Abbildung 3.14: Darstellung der optimierten Peptide a) CPSGWC-cyc und b) CPPCPSGWSSLWC-cyc im
Komplex mit der MIP-FKBP-Doméne (blau). Darunter: Losungsmittelzugingliche Oberfldche und mittlere B-
Faktoren pro Aminosaure.
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die zugéingliche Oberflache insbesondere fiir CYS130, SER132 und CYS135 um mehr als
den Faktor zwei (siehe Abb. 3.14 links).

Als Ergebnis lasst sich festhalten, dass das Sequenzelement -CYS130-PR0131---TRP134-
zwar in der Lage ist, die MIP-Bindungstasche zu besetzen, jedoch fehlen zusétzliche Sta-
biliserungselemente. In P290 verhindern beispielsweise die terminalen Aminosduren eine
Rotation des Peptids in der Bindungstasche.

CPPCPSGWSSLWC-cyc

Im Komplex des originalen P290 mit der MIP-FKBP-Doméne zeigen die terminalen Amino-
sduren ILE127 und ILE139 die grof3te Beweglichkeit. Um diese zu reduzieren und folglich
dem Komplex eine hohere Stabilitédt zu verleihen, wurden ILE127 und ILE139 durch Cystei-
ne ersetzt und das Peptid iiber eine Disulfidbriicke zu einem Ring geschlossen. Die Stabilitét
des Komplexes wurde wie zuvor mit Docking und MD-Simulation {iber 18 ns {iberpriift. Die
Komplexstruktur ist in Abb. 3.14b dargestellt.

Im Vergleich zum unverdnderten P290 zeigt sich eine stabilisierende Wirkung durch den
Ringschluss (siehe Abb. 3.14). Der Terminus CYS127 wird durch die Disulfid-Briicke
zu CYS139 in seiner Flexibilitat reduziert (B-Faktor 67 zu 102). Geringere Beweglich-
keit zeigen auch die Aminosduren PRO128 und CYS130-SER136, deren B-Faktoren um
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20-50% sinken. Zu diesen Aminosduren zahlt auch das fiir die Besetzung der MIP-
Bindungstasche verantwortliche Sequenzelement -CYS130-PR0131---TRP134-. Die ge-
ringeren B-Faktoren in diesem Abschnitt lassen eine festere Bindung an MIP vermuten.

Die Beweglichkeit von PRO128 ist leicht erhoht (B-Faktor 52 zu 45). CYS139 und v. a.
TRP138 werden durch den Ringschluss deutlich in ihrer Position destabilisiert. Die zugeho-
rigen B-Faktoren steigen von 95 auf 162 (CYS139) bzw. von 47 auf 179 (TRP138). In der
MD ist ein Umklappen der TRP138-Seitenkette um 180° zu sehen. Diese Bewegung tiiber-
tragt sich auf das benachbarte CYS139. Trotz der hohen Beweglichkeit von TRP138 betrigt
der mittlere B-Faktor tiber CPPCPSGWSSLWC-cyc nur 61 und ist damit nur 2% hoher als
im unverdanderten P290. Auch die zugingliche Oberflache von 645 A st vergleichbar mit
P290.

Es kann festgehalten werden, dass ein ringférmiges Peptid einen deutlich stabilisierenden
Einfluss auf den Komplex ausiibt. Die Art und Position des Ringschlusses bietet Potential
fiir zukiinftige Optimierungen z. B. im Hinblick auf die Selektivitit gegeniiber MIP

3.1.4.5 Bindungseigenschaften der P290-Varianten (0. - 2. Generation) auf einem
Peptid Microarray

In Kooperation mit der Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung
(Halle) wurden alle bisher gezeigten Peptidsequenzen auf einen Peptid Microarray aufge-
bracht und ihre Affinitat gegeniiber MIP gemessen (siehe Abb. 3.15).

Die vier P290-Varianten der 1. Generation (TRP134-LYS134, TRP134-ARG134, CYS130-
LYS130, CYS130-ARG130) zeigen deutlich verringerte Bindungsstdarken von nur 10% bis
50% bezogen auf das unveranderte P290. Dieses Ergebnis ist konsistent mit den Simulatio-
nen, welche fiir alle vier Peptide erh6hte B-Faktoren (siehe Abb. 3.12) und gréere 16sungs-
mittelzugédngliche Oberflachen (siehe Abb. 3.13) ausgewiesen haben. Die entsprechenden
d-Peptide haben eine noch geringere Affinitat.

Die Affinitdten der zyklischen P290-Varianten (2. Generation) zu MIP bestétigen ebenfalls
die Simulationsergebnisse. In der Simulation zeigte CPSGWC-cyc eine sehr hohe Beweglich-
keit und keine definierte Orientierung gegeniiber MIP. Die entsprechende Bindungsstéarke
auf dem Peptid-Chip betrdgt nur 5% in Vergleich zu P290.

Das zyklische CPPCPSGWSSLWC-cyc zeigte in der Simulation dhnliche Werte wie P290 und
aullerdem eine Stabilisierung der terminalen Aminosiduren. Der Peptid-Chip weist hier eine
verdoppelte Bindungsstarke gegeniiber MIP aus. Auch das entsprechende zyklische d-Peptid
zeigt immer noch 80% der Bindungsstdrke von P290 (als 1-Peptid). Ein d-Peptid mit hoher
Affinitat zu MIP ist ein vielversprechender Ausgangspunkt fiir einen potentiellen Einsatz
in-vivo, da d-Peptide im Organismus deutlich langsamer abgebaut werden.
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Abbildung 3.15: Bindungstirke verschiedener Peptide an MIP (relativ zu P290) gemessen auf einem Peptid
Microarray. Unten rechts: Ausschnitt aus dem Peptid Microarry. Die Intensitdt der roten Spots gibt die Bin-
dungsstéarke wieder. Die sehr hohen Werte von Tyrosin (Y) an beiden Austauschpositionen sind wahrscheinlich
Artefakte aufgrund der starken Hydrophobie dieser Aminosdure. (Abbildungen aus [31]).
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Die sehr hohen Werte von Tyrosin (Y) an beiden Austauschpositionen sind wahrscheinlich
Artefakte aufgrund der starken Hydrophobie dieser Aminosaure.

3.1.4.6 Simulation weiterer P290-Varianten (3. Generation)

Mit Hilfe des Peptid Microarrays wurden zusitzliche Varianten von P290 auf ihre Affinitat
gegeniiber MIP untersucht. Die besten Eigenschaften zeigten die Varianten CYS130-LEU130
(200% Bindungsstarke im Vergleich zu P290, siehe Abb. 3.15) bzw. TRP134-PHE134 (180%
Bindungsstérke). Fiir zyklische Peptide erhoht das Einfiigen einer weiteren Aminosdure am
C-Terminus zusatzlich die Affinitat. Auf der Basis dieser Informationen wurden zwei weitere
Varianten von P290 konstruiert (3. Generation) und ihre Eigenschaften in Docking und MD-

Simulationen charakterisiert.

Das erste Peptid entspricht P290 wobei CYS130 gegen LEU und TRP134 gegen PHE aus-
getauscht wurden. Das zweite Peptid wurde zusétzlich iiber eine Disulfidbriicke zu einem
Ring geschlossen, indem die erste Aminosdure in P290 durch CYS ersetzt wurde und ein
weiteres CYS am Ende der Sequenz angehédngt wurde. Das gesamte Peptid besteht deshalb
aus 14 Aminosiuren im Unterschied zu den 13 Aminoséduren in P290. Die Sequenzen sind
in der folgenden Tabelle angegeben:

Sequenz Generation
IPPCPSGWSSLWI (P290 unverandert) 0
IPPLPSGFSSLWI linear 3
CPPLPSGFSSLWIC-cyc zyklisch 3

Zu Beginn der MD-Simulation wird in beiden Komplexen die hydrophobe Bindungsta-
sche von MIP durch -PR0131---PHE134- in der gleichen Art besetzt wie zuvor durch
-PR0O131---TRP134- (siehe Abb. 3.16). Nach einigen Nanosekunden Simulationszeit be-
wegt sich jedoch LEU130 in die Bindungstasche und verdrangt PRO131. Als Konsequenz
verschiebt sich das gesamte Peptid relativ zu MIB &hnlich wie bereits fiir die Variati-
on TRP134-1YS134 beschrieben (siehe Kap. 3.1.4.3). Die Verschiebung wirkt sich de-
stabilisierend auf alle weiteren Aminosouren der beiden Peptide aus. Die losungsmit-
telzugéngliche Oberflache von IPPLPSGFSSLWI betragt 640 A (4% Zuwachs in Ver-
gleich zu P290), die des zyklischen CPPLPSGFSSLWIC-cyc 728 A? (18% Zuwachs). Die
mittleren B-Faktoren steigen von 59,08 (P290) auf 77,49 (IPPLPSGFSSLWI) bzw. 96,88
(CPPLPSGFSSLWIC-cyc).

Die B-Faktoren des linearen IPPLPSGFSSLWI sind im Bereich von PRO128, LEU130,
PHE134, SER135, LEU137 und ILE139 fast identisch mit P290 (siehe Abb. 3.16 unten
links). Eine zusatzliche Stabilisierung zeigt sich nur fiir SER136 mit einem B-Faktor von
46,06 (70% des Wertes in P290). Die iibrigen Aminoséduren, insbesondere TRP138, sind
beweglicher als in P290. Dies weist auf eine geringere Affinitit hin.
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Abbildung 3.16: Oben: Average-Strukturen der P290-Varianten IPPLPSGFSSLWI (links) und
CPPLPSGFSSLWIC-cyc (rechts) im Komplex mit der MIP-FKBP-Domé&ne. Mitte: mittleren B-Faktoren
pro Aminosiure. Unten: Relative Anderung der B-Faktoren im Vergleich zu P290 und 16sungsmittelzugingli-
che Oberflache der Gesamtpeptide.
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v = )

R 2 B,
Sequenz Mutation & 2 &
IPPCPSGFSSLWI TRP134-PHE134 51% | 10,0 | 180%
IPPLPSGWSSLWI CYS130-LEU130 58% | 5,7 | 200%
CPPLPSGFSSLWIC-cyc CYS130-LEU, TRP134-PHE 55% | 5,8
IPPLPSGFSSLWI CYS130-LEU, TRP134-PHE 98% | 2,2
IPPYPSGWSSLWI CYS130-TYR130 110% | 7,3 | 400%
IPPCPSGYSSLWI TRP134-TYR134 53% | 14,6 | 300%

d-CPPMPSGFSSLWC-cyc | CYS130-MET, TRP134-PHE, d-Peptid | 107% | 4,7

Tabelle 3.2: Ubersicht der in PPlase-Assays getesteten Peptide und ihrer inhibitorischen Wirkung auf MIP
Zum Vergleich ist die Bindungsstédrke auf dem Peptid Microarray angegeben.

Im Fall des zyklischen CPPLPSGFSSLWIC-cyc sind praktisch alle Aminosduren flexibler
(Erhohung der B-Faktoren um 120% bis 300%) im Vergleich zu P290. Allerdings zeigt sich
wie zuvor eine relative Stabilisierung der terminalen Aminosduren, v. a. von TRP138, durch
den Ringschluss.

Insgesamt konnte die doppelte Mutation von P290 in der Simulation keine mafgeblichen
Verbesserungen gegeniiber dem zyklischen CPPCPSGWSSLWC-cyc der 2. Generation erbrin-
gen. Sie bestdtigen jedoch erneut die relative Erhohung der Komplexstabilitdt durch ein
ringférmiges Peptid. Weiterhin zeigt die aliphatische Aminosdure LEU130 eine so starke
Affinitat zur MIP-Bindungstasche, dass sie eine Verschiebung des gesamten Peptids verursa-
chen kann. Dies erklart die einerseits hohe Bindungsstdrke der Leucin-Varianten von P290
auf dem Peptid Microarray und die gleichzeitig erhohte Flexibilitat der Komplexe in den Si-
mulationen. Fiir einen zukiinftigen Inhibitor konnte die Position von Leucin innerhalb von
P290 so angepasst werden, dass eine Verschiebung des Peptids nicht mehr auftritt. Eine
mogliche Realisierung wird im nichsten Abschnitt gezeigt.

3.1.4.7 PPlase Assays der P290-Varianten

In Zusammenarbeit mit der Max Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfal-
tung (Halle) wurde eine Auswahl von P290-Varianten in einem PPlase-Assay untersucht
[31, 29]. In diesem Test wird der inhibitorische Effekt der Peptide auf die enzymatische
Aktivitdat von MIP dargestellt (siehe Kap. 3.1.3.8). Die Ergebnisse der Assays sind in Tabelle
3.2 gezeigt.

Im PPlase-Assay konnten die Ergebnisse der Molekiildynamiksimulationen bestétigt wer-
den. Die Peptide CYS130-LEU130 und TRP134-PHE134 zeigen beide eine inhibitorische
Wirkung auf die enzymatische Aktivitit von MIB welche auf 58% bzw. 51% abfillt. Die
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Kombination beider Verdnderungen (CYS130-LEU130 4+ TRP134-PHE134) beeinflusst MIP
jedoch kaum (98% Restaktivitit). Aus den MD-Simulationen ist ersichtlich, dass die Positi-
on von LEU130 nicht optimal ist und der Komplex deshalb destabilisiert wird (siehe Kap.
3.1.4.6).

Die Variante TRP134-TYR134 verhélt sich mit einer Restaktivitit von 53% analog zu
TRP134-PHE134. Tryptophan und Phenylalanin besitzen sehr dhnliche chemische Eigen-
schaften, sodass diese Verhalten naheliegend ist. Die hohe Bindungsstarke von CYS130-
TYR130 auf dem Peptid Microarray (siehe Kap. 3.1.4.5) ist dagegen ein Artefakt, da
CYS130-TYR130 die PPIase-Aktivitdt von MIP nicht herabsetzt.

Weiterhin bestétigt der PPlase-Assay, dass der inhibitorische Effekt der Peptide durch einen
Ringschluss verbessert werden kann. Das lineare Peptid IPPLPSGFSSLWI hat praktisch kei-
nen Einfluss auf die Aktivitat von MIB die zyklisierte Variante CPPLPSGFSSLWIC-cyc hin-
gegen reduziert die Aktivitit von MIP um 45%. Dieser positive Einfluss eines ringférmigen
Peptids wurde durch MD-Simulationen vorhergesagt (siehe Kap. 3.1.4.4) und ebenfalls auf
dem Peptid Microarray (siehe Kap. 3.1.4.5) beobachtet.

3.1.4.8 P290-Variante (4. Generation)

In diesem abschlieBenden Optimierungsschritt wurde ein Peptid mit der Sequenz
CPPCLSGFSSLWC-cyc simuliert. Darin wurden die zuvor gesammelten Erkenntnisse fiir

eine moglichst starke Bindung kombiniert:

> Das Peptid ist iiber eine Disulfidbriicke zu einem Ring geschlossen (verbesserte Stabi-
litdt der Termini, siehe Kap. 3.1.4.4 und 3.1.4.6).

> TRP134 wurde gegen PHE134 ausgetauscht (erhohte Bindung auf dem Peptid Mi-
croarry, siehe Kap. 3.1.4.5 und Inhibition der PPlase-Aktivitit von MIB siehe Kap.
3.1.4.7).

> Leucin wurde in die Sequenz integriert (erhohte Bindung auf dem Peptid Microarry,
siehe Kap. 3.1.4.5), hier aber an Stelle von PRO131, welches sich direkt iiber der MIP-
Bindungstasche befindet, sodass die hohe Affinitdt von LEU131 nicht mehr zu einer
Verschiebung des Peptids fiihrt.

Wie zuvor wurde das Peptid in Docking und anschliefender MD-Simulation iiber
18 ns charakterisiert. Die berechnete Komplexstruktur ist in Abb. 3.17 dargestellt. Fiir
CPPCLSGFSSLWC-cyc betragt die 16sungsmittelzugédngliche Oberflache noch 572 A” und
damit 7% weniger im Vergleich zu P290. Der mittlere B-Faktor sinkt auf 56,07 (5% Verin-
gerung zu P290).
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Abbildung 3.17: Average Struktur der P290 Variation CPPCLSGFSSLWC-cyc im Komplex mit der MIP-FKBP-
Domine. Mitte: mittleren B-Faktoren pro Aminosiure und relative Anderung der B-Faktoren im Vergleich
zu P290. Unten: Gegeniiberstellung der mittleren B-Faktoren pro Aminosdure von P290 (0. Generation),
CPPCPSGWSSLWC-cyc (2. Generation) und CPPCLSGFSSLWC-cyc (4. Generation) und losungsmittelzu-

géngliche

Oberfldche der Gesamtpeptide.
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Abbildung 3.18: a) Struktur des berechneten FKBP12-P290-Komplexes, b) Mittlere B-Faktoren fiir den
FKBP12-P290-Komplex (griin). Zum Vergleich sind die B-Faktoren fiir P290 im Komplex mit der MIP-FKBP-
Doméne (griin) dargestellt.

In Abb. 3.17 unten links sind die B-Faktoren der Aminosduren in P290,
CPPCPSGWSSLWC-cyc (zyklisches Peptid der 2. Generation) und CPPCLSGFSSLWC-cyc
(4. Generation) im Vergleich dargestellt. Insbesondere im Bereich von TRP138 konnte
die Beweglichkeit des Peptids deutlich reduziert werden. Zusammen mit der eben-
falls verringerten losungsmittelzugénglichen Oberflache stellt das zyklische Peptid
CPPCLSGFSSLWC-cyc der 4. Generation eine vielversprechende Basis fiir die Entwicklung
eines effektiven Wirkstoffs dar.

Humanes FKBP12 und P290

In PPIase-Assays im Teilprojekt B1 des SFB630 (Universitdt Wiirzburg) konnte gezeigt wer-
den, dass P290 die Aktivitdt von FKBP12 nur sehr geringfiigig inhibiert [29], trotz der
groRen Ahnlichkeit zur MIP-FKBP-Domine. Diese Eigenschaft wire fiir den potenziellen
Einsatz von P290 als Inhibitor zur Bekdmpfung der Legiondrskrankheit sehr von Vorteil.
Die spezifischen Bindungseigenschaften von P290 an FKBP12 wurden ebenfalls durch ein
Dockingexperiment mit anschliellender Molekiildynamiksimulation iiber 18 ns untersucht.
Fiir das Docking wurden Sequenzabschnitte in FKBP12 als aktiv markiert, welche homolog
zu Aminosduren in MIP sind die hohe PRE-Faktoren gezeigt haben.

Die Struktur des berechneten FKBP12-P290-Komplexes ist in Abb. 3.22a dargestellt. Auch
hier sind die Aminosduren PRO131 und TRP134 in der hydrophoben Bindungstasche ein-
gelagert. Der mittlere B-Faktor iiber das gesamte Peptid betragt 200 (59 fiir den MIP-FKBP-
P290-Komplex). Die B-Faktoren von CYS130 - TRP134 sind vergleichbar mit den Werten
des MIP-FKBP-P290-Komplexes und sprechen fiir eine stabile Bindung in diesem Abschnitt
des Peptids (siehe Abb. 3.18). In Richtung der Termini steigen die B-Faktoren sehr stark an.
Die Ahnlichkeit von MIP und FKBP12 ist hier geringer, sodass die terminalen Aminosiuren
von P290 sich nicht in gleichem Mal3e an die Proteinoberfldche anlagern konnen. Dies fiihrt
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zu einer Destabilisierung des gesamten Komplexes und liefert eine mogliche Erklarung fiir
die schwache Wechselwirkung von P290 mit FKBP12 in den Aktivitdtsassays.

3.1.4.9 MIP-Dimer im Komplex mit der Kollagen IV NC1-Doméne

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der NMR-Messungen an MIP”7213+P290 zur
Berechnung eines Modells des vollstindigen MIP-Kollagen IV-Komplexes genutzt.

Eine direkte NMR-Studie des MIP-Dimers im Komplex mit der Kollagen IV-NC1-Doméne
ist wegen des hohen Molekulargewichts von 46 + 152 kDa und der starken Viskositat
von Kollagen nicht méglich. In Kooperation mit dem Teilprojekt B1 des SFB630 (Univer-
sitait Wiirzburg) konnte jedoch gezeigt werden, dass MIP tiberwiegend mit einem Peptid
interagiert, dessen Sequenz (P290) einem Abschnitt in Kollagen IV gleicht [29, 28]. Die
NMR-Messungen an MIP7”?!® im Komplex mit P290 kénnen deshalb zur grundlegenden
Modellierung des MIP-Dimer-Kollagen IV-NC1-Komplexes genutzt werden.

Im Docking des MIP-Dimers mit Kollagen IV wurden alle 13 Aminosduren der P290-Sequenz
und diejenigen Aminosduren in MIB welche in den NMR-Messungen starke PRE-Faktoren
gezeigt haben, als aktiv markiert (Liste im Anhang A.3.2). Mit diesen Startwerten wurden
sieben Cluster gefunden. Cluster Nummer 2 besteht aus 74 Strukturen und weist mit einem
HADDOCK score von 88,2+9, 6 die niedrigste Gesamtenergie auf. Die weiteren Eigenschaf-
ten sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Cluster 2

HADDOCK score 88,2+9,6
Cluster size 74

RMSD from the overall lowest-energy structure 0,8+0,8 A

Van der Waals energy —77,3+2,7 kcal/Mol
Electrostatic energy —317,6 = 74,6 kcal/Mol
Desolvation energy 100,8 £+ 5, 4 kcal/Mol
Restraints violation energy 1281,8 £117,1 kcal/Mol
Buried Surface Area 2694,1+143,2 AZ

Die Dockingstruktur mit geringster Gesamtenergie ist in Abb. 3.19 dargestellt. MIP , greift”
mit beiden FKBP-Doméanen nach der NC1-Doméine von Kollagen IV. Die hydrophobe Bin-
dungstasche von MIP (siehe Abb. 3.8), welche die PPlase-Aktivitit tragt, ist nicht Teil der
Kontaktoberflache beider Molekiile.

Der Komplex wird durch intermolekulare Wasserstoffbriicken zwischen den Aminosduren
SER156(MIP) - CYS130(P290) und GLU164(MIP) - ILE127(P290) stabilisiert. Auffallig ist
weiterhin, dass die meisten Seitenketten der P290-Sequenz in Richtung von Kollagen IV
orientiert sind. Sie sind damit fiir ein angreifendes Enzym von aulden nicht zugénglich. Die
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Abbildung 3.19: MIP-Dimer (blau) im Komplex mit der Kollagen IV-NC1-Doméne (griin). MIP ,greift” nach
der NC1-Domaéne. Die Sequenz von P290 in Kollagen IV ist rot markiert. a) Darstellung als Sekundérstruk-
turelemente der Proteine. b) Darstellung der Proteinoberflache. ¢) Blick von unten mit transparenter NC1-
Doméne (P290 ist als rotes Stickmodell dargestellt).

einzige Ausnahme bildet PRO129, welches der MIP-FKBP-Doméne zugewandt ist und alle
Serin-Seitenketten.

Molekiildynamiksimulation des MIP-Dimer-Kollagen IV NC1-Komplexes

Zur Beurteilung der molekularen Erkennung von Kollagen IV durch MIP und einer mogli-
chen Destabilisierung der NC1-Doméne wurde eine MD-Simulation des vollstdndigen Kom-
plexes mit einer Laufzeit von 40 ns durchgefiihrt. Als Startstruktur diente das Ergebnis der
im vorherigen Abschnitt gezeigten Dockingstudie. Die erforderliche Rechenzeit betrug 12
Wochen. Abbildungen aus dem Verlauf der Simulation sind im Anhang A.3.5 gezeigt.

Der Komplex aus Kollagen IV und dem MIP-Dimer bleibt wihrend der gesamten Simula-
tionszeit stabil. MIB welches in-vivo an der Oberfliche von Legionella sitzt, ,greift” mit
beiden FKBP-Doménen nach der NC1-Domane von Kollagen. Eine ,,Scharnierbewegung” in
den «o-Helices von MIP fiihrt zu einer Annéherung der Dimerisierungsregion von MIP an
Kollagen (siehe Abb. 3.20a).

Die Dynamik der Bewegung kann iiber die mittlere quadratische Abweichung (RMSD) der
Molekiilstrukturen zur Startstruktur charakterisiert werden. Fiir das sehr flexible MIP liegt
der Wert nach 40 ns MD-Simulation bei 1,08 nm. In den ersten 18 ns steigt er stark an
(in dieser Zeit nahert sich die MIP-Dimerisierungsdoméne an Kollagen IV an) und selbst
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Abbildung 3.20: a) Uberlagerung der Molekiilstruktur des MIP-Kollagen IV-Komplexes vor (blau) und nach
(rot) 40 ns Molekiildynamiksimulation. b) Ausschnittsvergrof3erung der P290-Sequenz in Kollagen IV, ¢) Ver-
lauf der RMSD-Werte fiir MIP und Kollagen IV wéhrend der Simulation.

nach 32 ns finden noch Fluktuationen der Molekiilstruktur statt (sieche Abb. 3.20c). Der
RMSD-Wert der Kollagen IV NC1-Doméne nimmt bereits nach 5 ns einen Sattigungswert
von 0,19 nm an.

Veranderungen in der Konformation von Kollagen IV bei Anwesenheit von MIP konnten im
Rahmen der hier durchgefiihrten Simulation nicht festgestellt werden. In Abb. 3.20b ist
eine Uberlagerung der P290-Sequenz in Kollagen IV (vor und nach 40 ns MD-Simulation)
als Ausschnittsvergrof3erung dargestellt. Vorstellbar wére z. B. eine lokale Strukturverdnde-
rung in der P290-Sequenz gewesen, durch die ein Teil der Proteinseitenketten von aufden
angreifbar wiirde. Eine alternative Funktion von MIP wird in der Diskussion vorgestellt.

3.1.5 Diskussion
Der MIP-Dimer als Adhésin

Auch im Komplex mit Kollagen IV fiihren die langen «-Helices in MIP eine ,Scharnier-
bewegung” aus. Ein analoges Bewegungsmuster wurde aufgrund von NMR-Messungen in
unserer Arbeitsgruppe bereits fiir freies MIP [25] bzw. fiir das homologe Enzym FkpA [27]
in der Literatur vorgestellt.

Das ,Mother’s Arms”-Modell von Hu et. al. [27] konzentriert sich auf die vermutete Rolle
von FkpA als Chaperon: FkpA besitzt zwei lange ,,Arme” (die beiden «-Helices), welche
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* * * %
H. sapiens IPPCPSGWSSLWI (Mensch)
0. cuniculus IPPCPNGWSSLWI (Kaninchen)
G. gallus IPPCPEGWSSLWI (Huhn)
C. familiaris IPOCPSGWSSLWI (Hund)
M. musculus IPOCPNGWSSLWI (Maus)
B. taurus IPOCPTGWSSLWI (Rind)
R. norvegicus IPOCPNGWSSLWI (Ratte)
C. elegans IPNCPAGWSSLWI (Fadenwurm)
M. mulatta IPPCPHGWISLW  (Rhesusaffe)
0. aries IPPCPAGWISLW  (Schaf)
S. scrofa IPPCPOGWISLW  (Schwein)
D. rerio IPNCPDGWASLWI (Zebrafisch)
D. pseudoobscura IPECPSGWEGLWI  (Fruchtfliege)
N. vectensis PSCPSGWSPLW (Seeanemone)
A. stepehnsi IPECPNGWDGLWI  (Anophelesmiicke)
P. jarrei IPOCP LWV  (Porifera/Schwiamme)

Abbildung 3.21: Alignment der P290-Sequenz fiir verschiedene Organismen (erstellt mit BLASTp [49]).

sich um ein ,Ellenbogengelenk” bewegen kénnen. Die ,Hénde” (die beiden C-terminalen
Doménen) am Ende jeden Armes sind sich zugewandt und tragen die Bindungsregionen
fiir das Substrat. Durch die flexiblen Ellenbogengelenke ist die ,Mutter” (der FkpA-Dimer)
in der Lage, ihr ,Kind” (das Substrat) mit den Handen zu halten. Fiir ein Chaperon, das
die Faltung verschiedener Proteine unterstiitzen soll, ist eine Anpassungsfdahigkeit an das
jeweilige Substrat sehr wichtig.

Die Scharnierbewegung von MIP konnte aber auch der molekularen Erkennung bzw. Ad-
hésion an Kollagen dienen. Die Ergebnisse der NMR-Experimente in Kombination mit der
Molekiildynamiksimulation der Kollagen IV NC1-Doméne im Komplex mit MIP konnten in
der hier durchgefiihrten Form keine Hinweise auf eine mogliche Destabilisierung von Kol-
lagen IV durch die Anwesenheit von MIP liefern. Auch die nicht zugénglichen Seitenketten
machen die P290-Sequenz in Kollagen IV als direkten Angriffspunkt unwahrscheinlich. Die
primdre Funktion von MIP konnte in der primédren Erkennung der NC1-Doméne liegen.
MIP wird an der Oberflache der Legionellen exprimiert [47, 48] und konnte dort fiir die
Adhésion der Bakterien an die extrazelluldre Matrix ihrer Wirtszellen sorgen. Die Schar-
nierbewegungen wiirden dabei, dhnlich wie im ,Mother’s Arms”’-Modell eine Bindung an
verschiedene Zielmolekiile erlauben. MIP zeigt die grofdte Affinitdt gegeniiber Kollagen IV,
bindet aber auch an andere Kollagentypen [28].

Weiterhin gibt es erste Hinweise darauf, dass die Bildung des MIP-Kollagen IV-Komplexes
einen regulatorischen Einfluss auf die Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
hat, die in-vivo flir die Degradation der Kollagene verantwortlich sind. Diese Aktivierung
konnte iiber eine bisher nicht ndher charakterisierte Serinprotease ausgelost werden [29,
28].

Unterstiitzung findet dieses Modell darin, dass die Sequenz von P290 innerhalb der Kolla-



66 KAPITEL 3. PROJEKTE

Abbildung 3.22: Uberlagerung der Dockingstruktur der MIP-FKBP-Domine im Komplex mit P290 (orange)
und der NMR-Struktur der MIP-FKBP-Doméne mit Rapamycin (griin) aus [26].

gene bis hinunter zu Porifera® konserviert ist (sieche Abb. 3.21). Damit wiirde MIP iiber ein
evolutionar stabiles Ziel fiir die molekulare Erkennung verfiigen.

Vergleich der Komplexe MIP-Rapamycin und MIP-P290

Die NMR-Struktur der MIP-FKBP-Doméne im Komplex mit dem Inhibitor Rapamycin wur-
de 2007 in unserer Arbeitsgruppe aufgeklart [26]. Rapamycin inhibiert sowohl MIP als
auch das humane Homolog FKBP12 und zeigt aullerdem immunsuppressive Wirkung. In
Abb. 3.22b ist eine Uberlagerung der MIP-Rapamycin-NMR-Struktur mit dem hier berech-
neten MIP-P290-Komplex dargestellt. Beide Substanzen besetzen die Bindungstasche von
MIP durch hydrophobe Abschnitte der Molekiile. Bei Rapamycin befindet sich der Pipeco-
linring in der Kavitét, bei P290 die Seitenketten der Aminosduren PRO131 und TRP134.

Rapamycin ist deutlich kleiner als P290 und reicht nicht weit iiber die Bindungstasche
von MIP hinaus. P290 hingegen kann iiber die ldngeren Termini zwischen FKBP12 und der
MIP-FKBP-Doméne unterscheiden. Hier ergibt sich moglicherweise ein Ansatzpunkt, um die
Selektivitdt von Rapamycin dahingehend zu optimieren, dass es bevorzugt an MIP bindet
und das humane Enzym nicht blockiert.

P290 als Inhibitor fiir die PPIase-Aktivitat von MIP

P290 lagert sich mit den Aminosduren PRO131 und TRP134 in die hydrophobe Bindungsta-
sche von MIP ein und blockiert dort die molekulare Erkennung des Enzyms. Neben diesem
mittleren Sequenzelement sind jedoch auch die terminalen Aminosduren von Bedeutung.
Sie sind wahrscheinlich in der Lage, den Gesamtkomplex zu stabilisieren, indem sie Ro-
tationen des Peptids in der MIP-Bindungstasche verhindern. Weiterhin konnten sie fiir die

®Die Schwimme (Porifera, Spongiaria) bilden einen Tierstamm innerhalb der Abteilung der Gewebelosen
(Parazoa). Sie leben im Wasser und kommen in allen Meeren der Erde vor.
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beschriebene Selektivitdt von P290 gegeniiber MIP verantwortlich sein (P290 zeigt nur eine
schwache Affinitdt zu humanem FKBP12).

Die PPlase-Aktivitit von MIP reagiert weiterhin sehr empfindlich auf bestimmte Ande-
rungen in der Peptidsequenz des Proteins [36, 50]. Der Austausch von ASP142 oder
TYR185 reduziert die Aktivitit von MIP auf unter 5%. Die Aminosduren wurden auf-
grund der konservierten Gensequenz des Enzyms identifiziert. In den hier durchgefiihr-
ten NMR-Experimenten zeigen beide Aminosiuren eine Relaxationszeitverkiirzung, d. h. es
besteht eine Wechselwirkung mit P290. Zusétzlich sind in der Dockingstruktur von P290
mit der MIP-FKBP-Doméne Wasserstoffbriicken mit eben diesen Aminosduren zu erkennen
(ASP142(MIP) - SER135(P290) und TYR185(MIP) - PRO129(P290)).
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3.1.6 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde die Wechselwirkung des PPlase-Enzyms MIP mit Kollagen IV unter-
sucht. MIP ist maldgeblich fiir die Infektiositat von Legionella pneumophila verantwortlich,
einem Bakterium, welches im Menschen schwere Lungenentziindungen auslésen kann. Das
Enzym zeigt eine hohe Affinitit gegeniiber einem kurzen Peptidsequenzabschnitt in Kolla-
gen IV (genannt ,,P290”), welches unter anderem im Epithel der Lunge zu finden ist.

Die Interaktionsoberfldche der Molekiile wurde durch den Einsatz eines paramagnetischen
Spin-Labels in NMR-Experimenten charakterisiert. Mit Hilfe von Docking und Molekiildy-
namiksimulationen konnte aus diesen Daten ein Modell des MIP-Kollagen-Komplexes be-
rechnet werden.

Es wurde gezeigt, dass MIP als Dimer in der Lage ist, nach Kollagen IV zu ,,greifen” und sich
dann an das Molekiil heranzuziehen. Wahrscheinlich dient dieser Mechanismus der Adha-
sion von L. pneumophila an die Wirtszelle. Neben der zuvor postulierten Destabilisierung
von Kollagen IV durch MIB welche hier nicht beobachtet wurde, konnte die Adhésion ein
wichtiger Faktor fiir die Virulenz von L. pneumophila sein.

Weiterhin wurde die inhibitorische Wirkung des isolierten Peptids P290 auf die biologische
PPIase-Aktivitdt von MIP untersucht. Durch NMR-Messungen und anschlie@enden Mole-
kiildynamiksimulationen konnte gezeigt werden, dass P290 sich stabil in die Bindungsta-
sche von MIP einlagert und durch den Sequenzabschnitt -CYS130-PR0131---TRP134-
das Enzym blockiert. Die iibrigen Aminoséduren in P290 dienen der Stabilisierung des Kom-
plexes und sorgen fiir die Selektivitit von P290, welches, im Unterschied zu bekannten
Wirkstoffen, das humane Homolog zu MIP nicht inhibiert. Die Vorhersagen der Simulatio-
nen konnten durch ein Peptid Microarray und Messungen der enzymatischen Aktivitdt von
MIP in PPlase-Assays bestdtigt werden. Die Ergebnisse wurden zur Optimierung von P290
eingesetzt, indem die Peptidsequenz durch den Austausch zweier Aminosduren verandert
und das Molekiil zu einem Ring geschlossen wurde. Die entstandene Struktur besitzt deut-
lich verbesserte Bindungseigenschaften und konnte kiinftig als Basis fiir eine neue Klasse
von Wirkstoffen gegen L. pneumophila dienen.
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3.2 Strukturaufklarung paramagnetischer Komplexe

3.2.1 Malaria und die Naphthylisoquinolin-Alkaloide

Malaria (ital. mala aria - ,,schlechte Luft®) ist eine Infektionskrankheit, die von einzelligen
Parasiten, den Plasmodien, hervorgerufen wird. Die Krankheit wird hauptséchlich durch
den Stich der Anopheles-Miicke iibertragen. Nach aktuellen Erhebungen werden jedes Jahr
515 Mio. Menschen mit Malaria infiziert, wovon 2 Mio. die Krankheit nicht tiberleben [51].
Die grof3en Infektionsgebiete liegen vor allem in Afrika siidlich der Sahara (70% aller In-
fektionen) und in den iibrigen tropischen Regionen der Erde.

Der Zusammenhang zwischen dem Malariaerreger und dem Stich der Anopheles-Miicke
wurde von Ronald Ross (brit. Chirurg und General) wihrend des Baus des Suezkanals
entdeckt. Ross erhielt 1902 den Nobelpreis fiir Medizin.

Es sind vier humanpathogene Erreger bekannt, von denen Plasmodium falciparum (Auslo-
ser von ,Malaria tropica“) den bedeutendsten und auch gefdhrlichsten Typ darstellt. Die
Symptome der Malaria sind hohes wiederkehrendes Fieber, Schiittelfrost, gastrointestinale
Beschwerden und Krampfe. Unbehandelt oder zu spat behandelt hat Malaria tropica eine
Letalitdt von etwa 30%, eine rechtzeitige Behandlung kann die Infektion dagegen voll-
standig beseitigen. Insbesondere bei Kindern kann die Krankheit rasch zu Koma und Tod
fiihren.

Der Mensch dient den Plasmodien lediglich als Zwischenwirt, die eigentliche Vermehrung
findet im Endwirt (der Anopheles-Miicke) statt.

Das meistverwendete Medikament zur Bekdmpfung einer Malariainfektion ist heute Chlo-
roquin (CQ, siehe Abb. 3.23). Es wird sowohl zur Behandlung einer akuten Infektion, als
auch zur Prophylaxe eingesetzt. Chloroquin zeigt nur geringe Nebenwirkungen und kann
glinstig produziert werden. Die hdufige Verwendung von Chloroquin in der Vergangenheit
fithrte allerdings auch dazu, dass die Anzahl der resistenten Erreger stark anstieg. Inzwi-
schen sind Chloroquinresistenzen in praktisch jedem Malariagebiet vorhanden, sodass neue
Wirkstoffe dringend benétigt werden.

Die Familie der Naphthylisoquinolin-Alkaloide

Im Laufe der Evolution haben hohere Pflanzen ein chemisches Abwehrsystem gegen Be-
drohungen aus der Umwelt entwickelt. Eine dieser Pflanzen, die tropische Liane Triphy-
ophyllum peltatum aus der Familie der Dioncophyllaceae (Hakenblattgewdchse), verfiigt iiber
eine ungewohnlich grof3e Zahl bioaktiver Substanzen. Mit Hilfe dieser Naphthylisoquinolin-
Alkaloide (NIQs) verteidigt sich die Liane gegen Pilzbefall und Insekten. Es sind drei Spezies
dieser Familie bekannt: T peltatum (Elfenbeinkiiste, Afrika), Habropetalum dawei (Sierra
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Abbildung 3.23: Ubersicht einiger Substanzen mit Aktivitit gegen Malaria: Chloroquin (CQ), Primaquin
(PRQ), Quinacrin (QCR), Methylenblau (MeBl), Dioncophyllin C (DioC), Dioncophyllin A (DioA), Dioncopel-
tin A (DiopA), FM103, TGMP59, KH20, TGMP61, FM98.

Leone) und Dioncophyllum thollonii (Gabon). Eine nahe Verwandte ist Ancistrocladus (Re-
genwalder in Afrika und Asien).

Alle diese Pflanzen finden haufige Verwendung in der traditionellen Medizin der ortsansas-
sigen Bevolkerung zur Behandlung einer Vielzahl tropischer Erkrankungen. Extrakte zeigen
Wirkung gegen Bilharziose (Schistosomiasis), Chagas-Krankheit (Stidamerikanische Trypa-
nosomiasis), Schlafkrankheit (Afrikanische Trypanosomiasis), Leishmaniose, Flussblindheit
(Onchozerkose), Elephantiasis und insbesondere Malaria.

In der Arbeitsgruppe von Prof. G. Bringmann (Institut fiir Organische Chemie, Universitat
Wiirzburg) konnten bis heute 120 verschiedene Naphthylisoquinolin-Alkaloide aus Dionco-
phyllaceae isoliert werden. Weiterhin wurden Syntheserouten fiir die Naturstoffe und ver-
einfachte Analoga der identifizierten Molekiile entwickelt. [52]
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Abbildung 3.24: Lebenszyklus von Plasmodium. Nachdem der Mensch von einer infizierten Anopheles-
Miicke gestochen wurde, sondert sie mit ihrem Speichel Sporozoiten ab. Diese gelangen durch die Blutbahn
in die Leber, wo sie in die Zellen des Lebergewebes eindringen, sich vermehren und dort zu Leberschizon-
ten heranreifen. Der Schizont platzt und die Merozoiten gelangen in die Blutbahn. Die Merozoiten befallen
im Blutkreislauf Erythrozyten und verwandeln sich dort in sog. Ringformen. Aus einem kleinen Teil dieser
Ringformen entstehen miannliche und weibliche Gametozyten, welche fiir die Fortpflanzung der Parasiten in
der Anopheles-Miicke verantwortlich sind. Der iibrige Teil der Ringformen entwickelt sich zu Trophogzoiten,
welche wiederum zu Merozoiten werden. Hier beginnt der Kreislauf von Neuem und weitere Erythrozyten
werden infiziert. Die Inkubationszeit betragt im Mittel 12 Tage. [30]

NIQs bestehen aus einem Naphthalin- und einem Isoquinolin-Teil, die {iber eine meist nicht-
rotierbare Biarylachse verbunden sind.

Funktion der Wirkstoffe

Fast alle Wirkstoffe zielen in ihrer Wirkung auf das Blutstadium der Malaria-Infektion.
Wihrend der Infektion der Erythrozyten (siehe Abb. 3.24) baut der Parasit das Protein
Hamoglobin ab, um daraus essentielle Aminosduren zu erhalten. Die dabei entstehenden
Abbauprodukte sind fiir Plasmodien toxisch und werden durch den Erreger mit Hilfe der
Ham-Polymerase zu Hdmozoin polymerisiert. Das kristalline Himozoin ist fiir Plasmodi-
en unschédlich. Im Jahr 2000 konnte erstmals die Rontgenkristallstruktur von Hdmozoin
aufgeklart werden, die identisch mit dem synthetisch hergestellten 3-Hamatin ist [53].

Hier liegt der Ansatzpunkt der meisten Antimalaria-Wirkstoffe. Sie verhindern die Kristal-
lisation von Hamin zu Hidmozoin, indem sie einen chemischen Komplex mit Hamin bilden.
Die resultierende Zunahme von toxischen Abbauprodukten fiihrt zum Absterben der Pa-
rasiten. Trotz weltweiter Bemiihungen ist der genaue Wirkmechanismus bis heute nicht
vollstdndig verstanden. Auch ein anderes molekulares Ziel kann nicht véllig ausgeschlos-
sen werden [54, 55].
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Abbildung 3.25: a) Hamoglobin mit Ferriprotoporphyrin IX (rot markiert), b) FPIX Chelat-Dimer ¢) FPIX
p-oxo-Dimer, d) Strukturformel von FPIX.

Ferriprotoporphyrin IX

Das molekulare Ziel der beschriebenen Wirkstoffe ist Ferriprotoporphyrin IX (FPLX oder
Hdmin, Abb 3.25) [54]. Hamin ist Bestandteil von Himoglobin und fiir den Sauerstoff-
transport im Blut verantwortlich. In wéssriger Losung kann es Multimere wie z. B. chelat-
oder p-oxo-Dimer bilden.

3.2.2 Problemstellung und Zielsetzung

Bis heute ist der Wirkmechanismus der meisten Antimalaria-Wirkstoffe nicht vollstdndig
aufgeklart. Kenntnis iiber die Vorgénge auf molekularer Ebene sind aber essentiell fiir das
Verstdndnis der Entstehung von Resistenzen und die Entwicklung und Optimierung neu-
er Wirkstoffe. In diesem Projekt wurde die Wechselwirkung von FPIX mit verschiedenen
bekannten und neuen Wirkstoffen charakterisiert. Im Zentrum des FPIX-Molekiils befindet
sich ein paramagnetisches Eisenion, welches die Relaxation der umliegenden Kernspins so
weit beschleunigt, dass konventionelle NMR-Experimente zur Strukturaufkldrung von Mo-
lekiilen nicht angewandt werden konnen. Aus diesem Grund wurde eine alternative Metho-
de zur Strukturaufkldrung paramagnetischer Molekiilkomplexe durch NMR-Spektroskopie
etabliert und weiterentwickelt, basierend auf Erkenntnissen, welche bereits in der Diplom-
arbeit [56] abgeleitet werden konnten.
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3.2.3 Material und Methoden

Die Beschleunigung von Relaxationszeiten durch die Anwesenheit paramagnetischer Sub-
stanzen weisst eine bestimmte Abstandsabhangigkeit auf (siehe Abschnitt 2.3.6). Beschrie-
ben wird der Effekt durch die Solomon-Bloembergen-Gleichung (hier aufgelost nach dem
Abstand r):

1
. 2 (ﬂ)z mrir2S (S +1) Te N 37, N 67 ¢
15 \ 47 R 1+(ws_w1)2¢-% 1+ w?t? 1+(a)5+w1)2’r%
(3.2)

Der Abstand r erstreckt sich zwischen dem paramagnetischen Zentrum (hier das Eisenion in
FPIX) und einem Wasserstoffkern im komplexierten Wirkstoffmolekiil. Aus der Gleichung
erkennt man, dass zur Berechnung von r drei Parameter experimentell ermittelt werden
miissen:

1. die T,-Relaxationszeit der Kernspins im Wirkstoffmolekiil
2. die effektive Korrelationszeit des FPIX-Wirkstoff-Komplexes

3. der Spin-Zustand des Eisenions in FPIX

{ i
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: |
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Abbildung 3.26: Flussdiagramm zur Bestimmung der Struktur paramagnetischer Molekiilkomplexe

Methoden zur Bestimmung der T;-Relaxationszeit und der effektiven Korrelationszeit wur-
den bereits in [56] erfolgreich etabliert. Zum besseren Verstdndnis werden sie auf den
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Abbildung 3.27: (a) T; Inversion-Recovery-Pulssequenz und jeweilige Population der Spin-Zustédnde, (b) Ver-
lauf der Signalamplitude mit verschiedenen Wartezeiten 7 (Abb. frei nach [12])

folgenden Seiten kurz zusammengefasst. In dieser Arbeit konnte die erforderliche Mess-
zeit zur Bestimmung der effektiven Korrelationszeit erheblich gesenkt werden und zuséatz-
lich der Spin-Zustand des Eisenions in FPIX experimentell ermittelt werden. Mit der nun
vollstdndigen Methode wurde ein breites Spektrum bekannter und neuer Wirkstoffe gegen

Malaria vermessen.

Sobald die intermolekularen Abstinde bekannt sind, kann mit Hilfe der Molekiildynamik-
simulation ein dreidimensionales Modell der FPIX-Wirkstoff-Komplexe berechnet werden.

3.2.3.1 Bestimmung der T,-Relaxationszeit

Die experimentelle Bestimmung der longitudinalen Relaxationsraten erfolgt durch das so
genannte Inversion-Recovery-Experiment (Abb. 3.27).

Die Sequenz besteht aus zwei RF-Pulsen, welche durch eine variable Wartezeit 7 getrennt
sind. Nach der Inversion der Spin-Populationen durch den 180°-Puls relaxieren die Spins
wiahrend der Zeit T teilweise zuriick ins thermische Gleichgewicht. Der folgende 90°-Puls
konvertiert die verbleibende z-Magnetisierung in xy-Magnetisierung, welche vom Spektro-
meter detektiert wird.

Die Amplitude des Signals verhélt sich nach folgender Gleichung:

a(t)= %% (1 — 2e_T/T1) (3.3)

Thr Verlauf ist in Abb. 3.27 (b) gezeichnet.

Durch Variation der Wartezeit T wird die Relaxation des Spin-Systems zu mehreren Zeit-
punkten abgetastet und durch einen numerischen Fit an Gl. 3.3 der Parameter T, berechnet.
Die Messung von T; erfolgt unabhéngig fiir jedes Signal im NMR-Spektrum. Multipletts auf
Grund von J-Kopplung wurden zu einem Signal zusammengefasst.
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Schneller chemischer Austausch

Experimentell ermittelte Relaxationszeiten unterliegen auch dem chemischen Austausch.
Chemischer Austausch bedeutet, dass die einzelnen Komponenten in der Probe zunéchst
raumlich voneinander getrennt vorliegen, danach fiir eine gewisse Zeit eine Verbindung
(oder einen Komplex) eingehen, um sich daraufhin wieder zu trennen. Die Geschwindig-
keit des chemischen Austauschs hidngt ab von der Dissoziationskonstanten Kj, und liegt im
hier betrachteten Fall im Bereich von wenigen ps. Im Vergleich dazu ist die Abtastrate eines

NMR-Experiments (100 us und mehr) sehr gro3. Man spricht deshalb von schnellem che-
1
7
Mittelwerte aus den Relaxationsraten des freien Wirkstoffs R¢,.., und des an FPIX gebunden
Wirkstoffs Ry ppiex:

mischen Austausch. Als Konsequenz sind die beobachtbaren Relaxationsrate R, yrpeq =

Robserved = (1 - f) Rcomplex +fRfree (34)

Die Gewichtung erfolgt durch den Molenbruch f von FPIX. Dieser gibt den Anteil von FPIX
in der Losung an.

Durch geschickte Ausnutzung des schnellen chemischen Austauschs konnte 2002 zum ers-
ten Mal die Struktur eines paramagnetischen Komplexes mittels NMR-Spektroskopie auf-
geklart werden [57]. Die Solomon-Bloembergen-Gleichung erfordert die Messung der T;-
Relaxationszeiten der gebundenen Wirkstoffe (welche einen 1:1-Komplex mit FPIX bilden).
Eine NMR-Probe wiirde also gleiche Mengen von FPIX und Wirkstoff enthalten. Diese hohe
Konzentration paramagnetischer Substanz fiihrt aber zu massiver Signalverbreiterung, so-
dass sie in der Praxis nicht umsetzbar ist. Das Problem kann durch eine NMR-Titration um-
gangen werden: Es wird eine Reihe von Proben angesetzt, die ansteigende Konzentrationen
von FPIX enthalten (typisch von 1:100 bis 1:10 FPIX:Wirkstoff), wahrend die Konzentrati-
on des Wirkstoffs konstant gehalten wird (ca. 2 mM). Thre Relaxationsraten verhalten sich
dann wie der Molenbruch des in der Probe enthaltenen FPIX und die Relaxationsraten kon-

nen iiber einen Geradenfit auf die Relaxationsraten R im 1:1-Komplex extrapoliert

complex

werden.

Die T;-Relaxationsraten aller Proben wurden mit XWINNMR Version 3.5 ermittelt. Die Ex-
trapolation auf die Relaxationsraten im 1:1-Komplex wurde mit MATHEMATICA Version 5
bzw. Version 6 durchgefiihrt.

3.2.3.2 Bestimmung der effektiven Korrelationszeit 7,

Die experimentell ermittelten Relaxationsraten R(complex) unterscheiden sich je nach
Feldstarke B, des verwendeten Spektrometers. Die Solomon-Bloembergen-Gleichung be-
schreibt diese Abhédngigkeit von der Resonanzfrequenz w. Es wird die Annahme getroffen,
dass die Struktur der Molekiile unabhingig vom dulReren Magnetfeld ist. Das bedeutet, dass
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Abbildung 3.28: Interpolation der Relaxationsraten R, ppiex

die Solomon-Bloembergen-Gleichung fiir die gleiche Probe gemessen unter verschiedenen
Feldstirken das gleiche Ergebnis (den Abstand r) liefern muss. Es muss also ein Wert fiir
7. gefunden werden, bei dem diese Bedingung erfiillt ist.

In der praktischen Umsetzung wurde jede Probe an drei Spektrometern verschiedener Re-
sonanzfrequenzen untersucht, z. B. 400, 600, 750 MHz oder 400, 600, 800 MHz. Es stan-
den Spektrometer von 400 bis 800 MHz zur Verfiigung. Ein numerischer Fit der Solomon-
Bloembergen-Gleichung an die Messwerte liefert die effektive Korrelationszeit 7.

Der Fit von zwei Parametern durch drei Datenpunkte bei einer komplizierten Funktion wie
der Solomon-Bloembergen-Gleichung ist nicht unproblematisch. Allerdings kann die Be-
rechnung fiir jedes Proton im Wirkstoff unabhédngig voneinander durchgefiihrt werden, da
die Relaxationsraten einzeln bestimmt wurden. Es stehen also fiir jeden Wirkstoff ca. 10
Datensatze zur Verfligung. Sie werden einzeln gefittet und der Mittelwert fiir die weite-
ren Berechnungen verwendet. Es zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung der einzel-
nen Korrelationszeiten. Der Fit der effektiven Korrelationszeiten wurde mit MATHEMATICA
Version 5 bzw. Version 6 durchgefiihrt.

Experimente wurden an folgenden Spektrometern durchgefiihrt:

Spektrometer 'H-Larmorfrequenz Standort

Bruker Avance 400 400 MHz 9,4 T | Lehrstuhl fiir Organische Chemie, Wiirzburg
Bruker Avance 400 400 MHz 9,4 T | Lehrstuhl fiir Biopolymere, Universitit Bayreuth
Bruker DMX 600 600 MHz 14,1 T | Lehrstuhl fiir Organische Chemie, Wiirzburg
Bruker Avance 600 600 MHz 14,1 T | Lehrstuhl fiir Biopolymere, Universitit Bayreuth
Bruker Avance 750WB 750 MHz 17,6 T | Lehrstuhl fiir Experimentelle Physik 5, Wiirzburg
Bruker Avance 800 800 MHz 18,8 T | Lehrstuhl fiir Biopolymere, Universitdt Bayreuth
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3.2.3.3 Bestimmung des Spin-Zustandes

Der Spin-Zustand des Eisenions in FPIX kann {iber die Evans-Methode [58, 59, 60] bestimmt
werden. Die Anwesenheit paramagnetischer Ionen verursacht eine Verschiebung der Reso-
nanzfrequenzen um Af [58]:

Af 2w

(g — 3.5
=3 =) (3.5)
Dabei ist f,, die Spektrometer-Basisfrequenz, y die Suszeptibilitidt der Losung mit parama-
gnetischen Ionen, y, die Suszeptibilitit einer diamagnetischen Referenzlosung und k = %
ist der Geometriefaktor einer idealen zylinderféormigen Probe. Daraus folgt fiir die Suszep-

tibilitat y einer gelosten paramagnetischen Substanz:

A
=k, (3.6)

0

Der Faktor k beschreibt die Geometrie der Probe und muss zu Beginn jedes Experiments
durch die Messung eines Standardradikals mit bekannter Anzahl freier Elektronen kalibriert
werden. Als Signalquelle dienen die Losungsmittelsignale von Probe und Referenz. Der dia-
magnetische Beitrag kann im Vergleich zur paramagnetischen Komponente vernachlissigt
werden (y, < y). Damit folgt fiir die molare Suszeptibilitat y,, = yV,, (mit dem molaren

Volumen V,, = %):

Af
Xm:XVm:ka_ (37)
fo
Wie in Abschnitt 2.4 gezeigt wurde, verhélt sich die paramagnetische Suszeptibilitit gemaf3
dem Curie-Gesetz:

_ MeS(S+1)gluzN,

3%, (3.8)

¢ it C
= — m
Xm =T 1
Aus den Gleichungen 2.61 und 3.7 ergibt sich ein Ausdruck, mit dessen Hilfe der Spin-
Zustand S einer Substanz aus der Frequenzaufspaltung Af bestimmt werden kann [59]:

3k A
B kVMT—f (3.9)

S(S+1)=— 7
0

8¢ UloN,
Darin ist N, die Avogadro-Konstante, uz das Bohr'sche Magneton, k; die Boltzmann-
Konstante und T die Probentemperatur. Haufig wird auch die effektive Anzahl freier Elek-
tronen n,;, = 2S angegeben.
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Abbildung 3.29: Bestimmung des Spin-Zustandes nach der Evans-Methode [58, 59, 60].

ppm

3.2.3.4 Bestimmung der Komplex-Stochiometrie: , Job-Plot-Analyse”

Die Stochiometrie chemischer Komplexe kann mit Hilfe der Job-Plot-Analyse [61, 62] be-
stimmt werden. Die Methode ermittelt die optimale Stochiometrie einer Reaktion anhand
eines Parameters, der sich im Reaktionsverlauf verdandert. Im hier vorliegenden Fall wird
die Anderung des Spinzustandes von FPIX bei Zugabe von einem Wirkstoff beobachtet.
Eine alternative Moglichkeit ist die Messung der UV-Absorption einer bestimmten Absorp-
tionsbande von FPIX.

Die Methode verlduft analog zur Bestimmung des Spin-Zustandes, mit dem Unterschied,
dass FPIX und der Wirkstoff in unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt werden, so dass
die Summe der Konzentrationen konstant bei 2 mM bleibt. Es wurden folgende Proben mit
dem FPIX-Wirkstoff-Verhéltnis von 0,1 ... 1 in Schritten von 0,1 hergestellt.

Fiir jede Probe wird die Differenz der chemischen Verschiebung von Referenz- und Messlo-
sung Af ermittelt und iiber die molare Konzentration von FPIX aufgetragen. Am Maximum
der Kurve kann die relative Stochiometrie der FPIX-Wirkstoff-Komplexe abgelesen werden.

3.2.3.5 Proben

Folgende Materialien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland)
bezogen: Ferriprotoporphyrin IX Chlorid (FPIX), Chloroquin-Diphosphatsalz (CQ), Prima-
quin Disphosphat (PRQ), Quinacrin Dihydrochlorid (QCR), 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin 1-
oxyl (TEMPO), Tetradeutero-3-(trimethylsilyl)-propionsdure Natriumsalz (TSP), Phosphat
gepuffte Kochsalzlosung (PBS), 5 mm NMR-R6hrchen und WILMAD Coaxial Inserts.

Deuteriumoxid (D,0), Methan-d1-ol (MeOD) und Deuterium-Natrium-Oxid (NaOD) wurde
von Euroisotop (Saarbriicken, Deutschland) bezogen.

Die im Laufe des Projektes untersuchten Wirkstoffe konnen in drei Klassen eingeteilt wer-
den.
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T,-Messungen an Aminoquinolin-Derivaten Es wurden Stamml6sungen der Wirkstoffe
(20 mM) in deuteriertem PBS-Puffer bzw wassriger MeOD-L6sung (30% vol/vol, deute-
rierter PBS-Puffer) und FPIX (7,5 mM) in 0,1 mM NaOH hergestellt und innerhalb einer
Stunde verbraucht. Die Stammlésungen wurden in festgelegten Verhiltnissen gemischt und
mit 750 ul deuteriertem PBS-Puffer aufgefiillt, sodass die endgiiltige Konzentration in den
Proben 2 mM Wirkstoff und 0 - 0,2 mM FPIX betrug. CQ bei pH 6,5 wurde zuvor bereits in
[56] untersucht und hier erneut in verschiedenen Losungsmitteln vermessen.

Wirkstoff Losungsmittel | pH
Chloroquin CQ D,0O 6,5
D,0 9,0

D,0/MeOD 3:1
Methylenblau | MeBl D,0 6,5
Primaquin PRQ D,0O 6,5
Quinacrin QCR D,O 2,4

T,-Messungen an C,C-gekoppelte Naphthylisoquinolin-Alkaloiden Proben der N,C-
NIQs wurden in der AG Bringmann hergestellt [63]. Es wurden Stammlésungen der Wirk-
stoffe (5 mM) in deuteriertem PBS-Puffer bzw. wissriger MeOD-L6ésung (30% vol/vol, deu-
terierter PBS-Puffer) und FPIX (7,5 mM) in 0,1 mM NaOH hergestellt und innerhalb einer
Stunde verbraucht. Die Stammlésungen wurden in festgelegten Verhédltnissen gemischt und
mit 750 ul deuteriertem PBS-Puffer aufgefiillt, sodass die endgiiltige Konzentration in den
Proben 2 mM Wirkstoff und 0 - 0,2 mM FPIX betrug. DioC bei pH 11 wurde bereits in [56]
untersucht.

Wirkstoff Losungsmittel | pH
Dioncophyllin C DioC D,O 5,6
D,0 11

D,0/MeOD 3:1

Dioncopeltin A DiopA D,0 11

D,0/MeOD 3:1

Dioncophyllin A DioA D,0 11

D,0/MeOD 3:1

Korupensamin A | KorupA D,O 11

T,-Messungen an N,C-gekoppelten Arylisochinolinen Proben der N,C-NIQs wurden in
der AG Bringmann hergestellt [64]. Zur Charakterisierung der N,C-gekoppelten Arylisochi-
noline wurden Stammlésungen (5 mM) in wassriger DMSO-Losung (10% vol/vol, deute-
rierter PBS-Puffer) und FPIX (7,5 mM) in 0,1 mM NaOH hergestellt und innerhalb einer
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Stunde verbraucht. Die Arylisochinolin- und FPIX-Stammldsungen wurden in festgelegten
Verhéltnissen gemischt und mit 800 pul deuteriertem PBS-Puffer aufgefiillt, sodass die end-
giiltige Konzentration in den Proben 2 mM Wirkstoff und 0 - 0,2 mM FPIX betrug.

Wirkstoff Losungsmittel | pH
TGMP59 | GBAP104 D,0 5,6
D,0 6,5

KH20 GBAP187 D,0O 5,6
D,0 6,5

FM103 GBAP99 D,0O 5,6
D,0 6,0

D,0 6,5

TGMP61 D,0 6,5
FM98 GBRB9%4 D,0 6,5

Fiir alle Wirkstoffe wurden die NMR Signale mit Hilfe von 'H-'H-COSY Spektren zuge-
ordnet. Die Probentemperatur wiahrend aller NMR-Experimente betrug 300 K. Es wurden
Proben mit den Konzentrationsverhéltnissen FPIX(monomer):Wirkstoff 0:1, 1:100, 1:80,
1:50, 1:20, 1:10 hergestellt. In keiner der Proben konnte eine Anderung der chemischen
Verschiebung der Wirkstoffsignale festgestellt werden.

Proben fiir die Bestimmung des Spin-Zustandes

Zur Bestimmung des Spin-Zustandes iiber die Differenz der chemischen Verschiebung wur-
den zwei koaxial ineinander gesteckte NMR-Rohrchen (WILMAD coaxial inserts) verwen-
det. Die innere Kapillare enthielt eine diamagnetische Referenzlésung aus 100 ul 1 mM
TSP Losung in D,O mit 10 mM PBS-Puffer (pH-Wert wie Mess-Losung). Zur Kalibrierung
des Geometriefaktors k wurde das dufdere Rohrchen mit 1 mM TSP und 2 mM des Stan-
dardradikals TEMPO (Nepr = 1) gefiillt. Messlosungen enthielten 1,0 mM FPIX (Dimer), 1
mM TSP und steigende Konzentrationen Wirkstoff (0 - 8 molare Aquivalente zu FPIX) in
500 pl D,O mit 10 mM PBS-Puffer. Um eventuelle Verunreinigung durch paramagnetischen
Sauerstoff zu entfernen, wurde Argon fiir 30 Minuten durch die Proben geleitet. Von jeder
Messlosung wurden schlieBlich 300 pl in das d&uere NMR-Rohrchen gefiillt. Die Proben
wurden in der AG Bringmann hergestellt [63].

1D—1H—NMR—Spektren von jeder Probe wurde an einem Bruker DMX 600 (14.1 T) Spek-
trometer (Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Wiirzburg) aufgenommen und der
Unterschied der chemischen Verschiebung der TSP- und Losungsmittelsignale Af ermittelt.
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3.2.3.6 Molekiildynamik-Simulation

Aus den Ergebnissen der vorherigen Experimente lassen sich die intermolekularen Abstinde
zwischen den Protonen des Wirkstoffmolekiils und dem Eisenzentrum in FPIX berechnen.
Um aus diesen experimentellen Daten eine dreidimensionale Struktur des FPIX-Wirkstoff-
Komplexes bestimmen zu konnen, wird die Molekiildynamiksimulation (MD-Simulation)
verwendet.

X-PLOR

Zur Durchfiihrung der Molekiildynamiksimulation wurde die Software X-PLOR NIH Versi-
on 2.16 [65] verwendet. Computermodelle der Wirkstoffmolekiile wurden mit ChemOffice
Ultra Version 9 erstellt. Jedes Molekiil wurde einzeln einer simulated annealing Phase mit
anschliel3ender Energieminimierung unterzogen, um eine energiearme Ausgangskonfigura-
tion der Molekiile zu erzeugen. Die fiir die MD-Simulationen notwendigen Parameter- und
Topologie-Dateien wurden, soweit vorhanden, aus der HiCUP-Datenbank [66] abgerufen
bzw. mit dem dort verfiigbaren Programm XPLOZ2D erstellt. Ausgangspunkt fiir die Struktur
des FPIX-Dimers war eine Rontgenkristallstruktur [67].

X-PLOR untergliedert die Molekiildynamiksimulation in mehrere Schritte. Jeder wird durch
ein separates Input-File beschrieben (Listings siehe [56]):

1. sa.inp
Hochtemperaturphase der Simulation. Anfangstemperatur 2000 K, Abkiihlung in
100.000 Schritten.

2. refine.inp
Verfeinern der in 1. erzeugten Strukturen. Anfangstemperatur 1000 K, Abkiihlung in
200.000 Schritten.

3. accept.inp
Sortieren der Strukturen nach Energie und verwerfen von Modellen mit fehlerhafter
Chiralitét.

Fiir jeden Komplex wurden 400 Strukturen berechnet (24 - 48 Stunden Rechenzeit). Um
die Dynamik des Komplexes nicht zu stark einzuschrédnken, wurden Abweichungen von
+0, 2 nm von den experimentell ermittelten Abstdnden zugelassen. Fiir alle weiteren Ana-
lysen wurden die 30 energiedrmsten Modelle selektiert. Die akzeptierten Strukturen wur-
den mit der Software PyMOL [68] iiberlagert, d. h. ihre relative Orientierung im Raum
wird so angepasst, dass die Strukturen moglichst gut zur Deckung kommen. Je genauer die
Molekiile aufeinander passen, desto hoher ist die Qualitat des Ergebnisses.
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3.2.3.7 Massenspektrometrie

Es wurden Stammlosungen von FPIX (2.5 mM, Dimer) und CQ (5mM) in MeOH:H,0 (3:1
vol/vol) unmittelbar vor den Messungen hergestellt. FPIX und CQ wurden im molaren
Verhaltnis von 1:1 gemischt und mit MeOH:H,O (3:1 vol/vol) auf eine Konzentration von
250 uM CQ und 125 uM FPIX-p-oxo-dimer verdiinnt. Der pH-Wert der Proben betrug ca.
7. Analog wurden Proben in MeOD:D,0 hergestellt.

Electrospray ionization time-of-flight (ESI-TOF) Massenspektren wurden an einem Bruker
Daltonics micrOTOF focus Massenspektrometer (Institut fiir Organische Chemie, Univer-
sitat Wiirzburg) mit ESI Ionenquelle (Apollo) aufgenommen. lonen wurden kontinuierlich
durch Einbringen der Proben iiber eine Spritzenpumpe (Cole Palmer Instruments 789100C)
mit einer Flussrate von 4 pl/min erzeugt. Die Messparameter waren: Capillary voltage -4.6
kV; end plate voltage: -4.1 kV; exit voltage: 110 V; skimmer voltage: 60 - 70 V; hexapol
RF: 400 V; Set Flight tube: 9000 V; Set Corrector Fill: 56 V; Set Pulsar Pull 406 V; Set
Pulsar Push: 406 V; Transfer Time: 89 us; Pre Puls Storage: 20 us; temperature of drying
gas: 50°C; dry gas flow 2.0 1/min; nebulizer pressure 0.5 bar; vacuum in the TOF analyzer
3.12-107 mbar; mass range m/z 200 - 3000. Die Kalibrierung des Gerits erfolgte nach den
Messungen mit einer 1:100 verdiinnten Losung von ES Tuning Mix (G2421A; Agilent) in
95% Acetontril / 5% Wasser mit m/z 622, 922, 1522, 2122.

In den Messungen wurden Mittlungen iiber 24 Scans aufgenommen, um das Signal-zu-
Rauschen-Verhéltnis zu verbessern. Da Eisen und Chlor eine grole Isotopenverteilung zei-
gen, war die Intensitit des Isotops mit kleinster Masse (X+0) nicht ausreichend fiir eine ak-
kurate Messung. Stattdessen wurde das Isotop mit der grof3ten Intensitit (X+n) verwendet
und mit den theoretisch vorhergesagten Werten verglichen. Zur Berechnung der Isotopen-
verteilung wurden das Softwaremodul Bruker Daltonics IsotopePattern (aus Compass 1.1)
verwendet.
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Abbildung 3.30: Job-Plot-Analyse fiir den FPIX-CQ-Komplex

3.2.4 Ergebnisse
3.2.4.1 Job-Plot-Analyse: Stochiometrie der FPIX-Wirkstoff-Komplexe

Die Job-Plot-Analyse mittels NMR wurde fiir den Komplex aus FPIX und CQ bei pH 6,5
durchgefiihrt. In Abb 3.30 sind die Messergebnisse aufgetragen. Das Maximum der Kurve
liegt bei 0,63 Anteilen von FPIX in der Losung. Daraus geht hervor, dass der FPIX-CQ-
Komplex eine relative Stochiometrie von zwei FPIX-Monomer-Einheiten zu einem Molekiil
CQ aufweist.

Job-Plot-Analysen fiir weitere Substanzen und Losungsmittel wurde in der AG Bringmann
zusétzlich mit UV-Spektroskopie durchgefiihrt [63, 69]. In der UV-Spektroskopie kann im
Vergleich zum NMR-Experiment mit geringeren Konzentrationen der Substanzen gearbeitet
werden, sodass die Komplexe auch bei neutralem pH-Wert ausreichend 16slich sind. In die-
sen Experimenten konnte die Ergebnisse der NMR Versuche bestétigt werden. So zeigte sich
fiir die Komplexe FPIX:DioC (pH 6,5 und 11) und FPIX:FM103 ebenfalls eine Stochiometrie
von 2:1 [63, 64, 69].

3.2.4.2 Spin-Zustand der Komplexe

Der Spin-Zustand von FPIX im Komplex mit CQ (pH 6,5; pH 9; MeOD), DioC (pH 11),
DiopA (pH 11) und FM103 (pH 6,5) wurde aus Messungen der Suszeptibilitdt bestimmt.
Er wurde fiir eine Konzentrationsreihe mit steigendem molaren Anteil Wirkstoff in den
Losungen gemessen: 1 FPIX zu O - 8 molaren Aquivalenten Wirkstoff.

Fiir die FPIX-NIQ-Komplexe zeigte sich eine konstante Zahl freier Elektronen n,¢; ~ 3,2,
was einem Spin-Zustand von S = % entspricht. Ahnlich verhilt sich FPIX:CQ in 30% wiss-
riger MeOD-Losung mit n,;, ~ 2,6. FPIX:CQ in Wasser (pH 6,5 und 9) hingegen zeigte
einen verdnderlichen Spin-Zustand. Ebenso wie in den anderen Proben nimmt reines FPIX
zunachst den Zustand S = % ein. Bei Zugabe von CQ reduziert sich der Spin-Zustand und
bleibt ab dem molaren Verhéiltnis von einem Molekiil FPIX zu zwei Molekiilen CQ konstant
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Abbildung 3.31: Verlauf des Spin-Zustandes von FPIX bei Zugabe verschiedener Wirkstoffe.

bei S = % (n.sr ~ 1,4 fiir pH 6,5 und n,¢; ~ 1,0 fiir pH 9). Eine genaue Erkldrung fiir die-
ses Verhalten wird im nédchsten Abschnitt gegeben. Der Verlauf ist in Abb. 3.31 gezeigt. Das
anfangliche Absinken des Spin-Zustandes ist in der Literatur bisher nicht bekannt. Fiir den
FPIX-CQ-Komplex wird S = % angegeben [57], der hier fiir einen Uberschuss an Wirkstoff
bestitigt werden konnte.

Der FPIX-Tetramer-Komplex Eine Arbeitshypothese zur Erkldrung der durch UV-
Spektroskopie ermittelten Komplexstochiometrie von 2:1 konnte bereits in [56] aufgestellt
werden. In dieser Arbeit gelang die experimentelle Bestdtigung der Idee. Der veranderliche
Spin-Zustand von FPIX und die im Job-Plot ermittelte Komplexstochiometrie kann durch
die Einfithrung des folgenden Modells erklédrt werden [70]:

In Losung liegt FPIX als Tetramer, genauer als doppelter p-oxo-Dimer vor, welcher an sei-
nen Auldenseiten Bindungsstellen fiir insgesamt zwei Wirkstoffmolekiile bietet (siehe Abb
3.32). Die p-oxo-Dimere sind durch Bindung der Carboxygruppen an das Eisenzentrum
des jeweils anderen p-oxo-Dimers verbunden. Dieser Bindungsmechanismus wurde auch
in B-Hamatin, der kristallisierten Form von FPIX wie sie durch Plasmodium erzeugt wird,
nachgewiesen [53]. Ein solcher Komplex kann durch die Ligandenfeldtheorie beschrieben
werden (siehe Kapitel 2.5). Alle Eisenatome sind oktaedrisch gebunden. Die beiden inne-
ren Eisenatome, welche die Verbindung zwischen den p-oxo-Dimeren herstellen, werden
durch vier Stickstoffatome im Porphyringeriist von FPIX, einem Sauerstoff (1-oxo-Dimer-
Briicke) und einer Carboxygruppe des zweiten p-oxo-Dimers umschlossen. Dies fiihrt zu ei-
ner starken Aufspaltung A der Molekiilorbitale t,, und e,, das wiederum zu einer low spin
Konfiguration von Eisen mit einem Spin-Zustand von S = % fiithrt. Im Fall der Eisenatome
in den Aulienseiten des Tetramers ist die sechste Koordinationsstelle durch ein Wassermo-
lekiil besetzt. Da Wasser ein relativ schwacher Ligand ist, verursacht es nur eine geringe
Aufspaltung A der Molekiilorbitale und Eisen nimmt die high spin Konfiguration S = g an.
Da durch NMR-Spektroskopie nur die Suszeptibilitdt der gesamten Probe bestimmt werden

kann, erscheint der Komplex mit einem mittleren Spin-Zustand von S = %

Bei der Bindung des starken Liganden CQ an den FPIX-Tetramer vergrofert sich auch die
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5=3/2 S=1/2

H,0--Fet-0 —Fe - CQ --Fey—0 —Fey--
+2CQ

--yFe =0 —Fe-- OH, ---{Fe =0 —yFe--CQ

yFe: low spin S=1/2 AFe: high spin § = 5/2
Abbildung 3.32: Modell des FPIX-Tetramer Komplexes

Aufspaltung AO der Molekiilorbitale der d&uReren Eisenatome und sie wechseln den Spin-
Zustand von S = g zuS = % Dies bedeutet fiir den gesamten Komplex eine Verschiebung
des Spin-Zustandes von S = % auf S = % Exakt dieses Verhalten konnte in den NMR-
Experimenten beobachtet werden. Die Anderung des Spin-Zustandes beginnt mit der Zu-
gabe von CQ in die Losungen und erreicht eine Sittigung bei doppeltem Uberschuss von
CQ, also genau dann, wenn beide Bindungsstellen des FPIX-Tetramers besetzt sind. Die ab-
solute Stochiometrie des Komplexes entspricht mit 4:2 ebenfalls den Messergebnissen der
Job-Plot-Analysen durch NMR- und UV-Spektroskopie.

Massenspektrometrie  Bestédtigung fiir den FPIX-Tetramer-Komplex konnte auf3erdem
durch Massenspektrometrie eingeholt werden. Bei genauer Analyse sind im Massenspek-
trum des FPIX-CQ-Komplexes zwei liberlagerte Spezies zu erkennen. Der einfach protonier-
te Komplex [FPIX-O-FPIX-CQ + 1H]™ {iberlagerte dabei die ganzzahligen Signale des dop-
pelt protonierten [ CQ-FPIX-O-FPIX,-O-FPIX-CQ + 2H]?*" (,, Tetramer-Komplex”). Erkennbar
wird der Tetramer-Komplex durch die halbzahligen Signale zwischen den Isotopen des Di-
mers (siehe Abb. 3.33). Der Unterschied zwischen dem berechneten Maximum der Isoto-
penverteilung [X+9] des Tetramers (m/z 1569,04111) und dem experimentell ermittelten
Wert (m/z 1569,03806) betrdgt nur 1,9 ppm. Zusétzlich stimmt die theoretische Isotopen-
verteilung von [C;,,H;g,Cl,Fe,N,,0,5]*" gut mit [CQ-FPIX-O-FPIX,-O-FPIX-CQ + 2H]*"
iiberein. Damit konnte die Existenz des Tetramerkomplexes bestitigt werden.

In einem weiteren Experiment wurde die Massenspektrometrie des FPIX-CQ-Komplexes
in deuteriertem Losungsmittel (MeOD/D,O vol/vol 3:1) wiederholt, um die Anzahl der
austauschbaren Protonen zu bestimmen. Das FPIX-Molekiil besitzt zwei Carboxygruppen
mit jeweils einem austauschbaren Proton, der p-oxo-Dimer folglich vier Austauschposi-
tionen. CQ besitzt ein austauschfdhiges N-H-Proton. Fiir den CQ-FPIX-O-FPIX,-O-FPIX-CQ
Tetramer ergeben sich also zehn Protonen, zwei weitere kommen durch die zweifache La-
dung wahrend der MS-Experimente hinzu. Insgesamt erwartet man also eine Massener-
hohung um 12 Einheiten. Experimentell konnte im doppelt geladenen Komplex eine Mas-
senerhohung 6 m/z (= 12 Einheiten bei einfacher Ladung) nachgewiesen werden (sie-
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Abbildung 3.33: a) Massenspektrum des FPIX-CQ-Tetramer-Komplexes, ¢) Massenspektrum des FPIX-CQ-
Tetramer-Komplexes in deuteriertem Losungsmittel. b) und d) zeigen die zugehorigen theoretischen Isoto-

penverteilungen.
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Abbildung 3.34: 'H-NMR-Spektrum von KH20 und Zuordnung der Signale

he Abb. 3.33). Dies stimmt exakt mit dem theoretisch erwarteten Wert iiberein. Weiter-
hin stimmt auch die Isotopenverteilung fiir X4+-9 des nun 1575 m/z wiegenden Komplexes
[Cy5H;,0Cl,Fe,N,,014D;,1%" mit der Theorie iiberein.

Weitere Komplexe, welche in der Massenspektrometrie nachgewiesen werden konnten,
sind: [FPIX]* (m/z 614), [2 CQ + H]* (m/z 639), [CQ-FPIX]* (m/z 993), [FPIX, + H]*
(m/z 1231), [FPIX-O-FPIX + H]* (m/z 1249), [CQ-FPIX, + H]" (m/z 1550).

3.2.4.3 Relaxationsraten und effektive Korrelationszeit im Komplex

Die Bestimmung der Relaxationsraten im FPIX-Wirkstoff-Komplex und die anschlieBende
Berechnung der Komplexstruktur werden im Folgenden exemplarisch fiir den Wirkstoff
KH20 (pH 6,5) dargestellt. Daten fiir die iibrigen Wirkstoffe wurden analog gewonnen
und sind im Anhang A.4.1 beigefiigt.

Das 'H-NMR-Spektrum von KH20 mit der Zuordnung der Signale ist in Abb. 3.34 dar-
gestellt. Es wurden Proben mit den Konzentrationsverhéltnissen 0:1, 1:100, 1:80, 1:50,
1:20 und 1:10 FPIX:KH20 hergestellt und vermessen. Fiir jede Probe wurde die T;-
Relaxationszeit jedes einzelnen Signals bestimmt. Die Extrapolation auf die Relaxations-
raten im FPIX-KH20-Komplex R ist in Abb. 3.35 dargestellt.

complex

Effektive Korrelationszeit Um auch die effektive Korrelationszeit des FPIX-KH20-
Komplexes berechnen zu konnen, wurden Relaxationsraten der oben genannten Proben
an NMR-Spektrometern mit 400, 600 und 750 MHz Protonenresonanzfrequenz’ bestimmt

und auf die Relaxationsraten im Komplex R extrapoliert. In Tabelle 3.3 sind die er-

complex

mittelten Daten aufgelistet.

7Bruker Avance 400 bzw. Bruker DMX 600 (Institut fiir Organische Chemie) und Bruker Avance 750WB
(Experimentelle Physik 5), Universitat Wiirzburg
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Abbildung 3.35: links: Extrapolation der Relaxationsraten im FPIX-KH20-Komplex fiir jedes Signal im Spek-
trum, rechts: Fit der effektiven Korrelationszeit fiir eines der Signale.

| Nr | Raoomz [57'] | Reoomz [57'] | Rysomz [57'] | . [ps] || r [nm] |

1 227,39 195,05 180,08 1,86 0,573
2 969,10 635,05 521,22 3,88 0,467
3 795,52 858,64 810,99 1,96 0,453
4 350,17 339,87 315,16 1,00 0,526
5 290,18 242,07 210,87 2,53 0,554
6 (-0,46) (2,65) (4,42) - -

7 397,16 323,80 316,08 1,96 0,524
8 595,40 494,92 55,21 3,57 0,560

Tabelle 3.3: Extrapolierte Relaxationsraten des FPIX-KH20-Komplex bei 400, 600 und 750 MHz Protonenre-
sonanzfrequenz. Daneben die effektive Korrelationszeit 7, fiir jedes Signal (Mittelwert 7. = 2,47 £ 1,09 ps)
und der berechnete Abstand r vom Eisenzentrum in FPIX. Signal Nr. 6 stammt aus dem Losungsmittel und
liefert keine relevanten Informationen.

Durch einen numerischen Fit der Solomon-Bloembergen-Gleichung 3.2 an die Relaxations-
raten wurde die effektive Korrelationszeit 7. fiir jedes Signal einzeln berechnet. Trotz des
komplizierten Fits durch nur drei Datenpunkte zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der
Korrelationszeiten. Fiir die anschlieende Berechnung der intermolekularen Abstdnde (sie-
he Tabelle 3.3) wurde die mittlere Korrelationszeit T, = (2,47 + 1, 09) ps verwendet.

Optimierte Bestimmung von 7. Die effektive Korrelationszeit 7, kann nicht nur aus den
extrapolierten Relaxationsraten R, bestimmt werden, sondern auch direkt aus den
gemessenen Relaxationsraten z. B. der Probe FPIX:Wirkstoff 1:100. Im Fit der effektiven
Korrelationszeit geht nur die relative Anderung der Relaxationsraten aufgrund unterschied-
licher Larmorfrequenzen bei verschiedenen B,-Feldstdrken ein. Der diamagnetische Anteil
ungebundener Wirkstoffmolekiile ist davon unabhingig. Wirkstoffmolekiile, welche auf-
grund des hohen Konzentrationsiiberschusses also keinen Komplex gebildet haben, beein-
flussen deshalb den Fit der effektiven Korrelationszeit nicht. Es ist folglich ausreichend, die
Relaxationsraten von nur einer Probe bei unterschiedlichen B,-Feldstdarken zu bestimmen.

Dieses Verfahren wurde an KH20 verifiziert. Wie zuvor beschrieben, wurden fiir den FPIX-
KH20-Komplex Relaxationsraten aller Proben an drei unterschiedlichen Spektrometern ge-



3.2. STRUKTURAUFKLARUNG PARAMAGNETISCHER KOMPLEXE 89

Probe | 7. [ps] | SD [ps] |

1:100 1,99 1,29
1:80 2,70 0,82
1:50 2,40 0,85
1:20 2,72 0,90
1:10 1,83 1,19

Mittelwert | 2,33 | 041 |

Tabelle 3.4: Effektive Korrelationszeiten fiir FPIX:KH20. 7. wurde getrennt aus den Relaxationsraten jeder
Probe berechnet. Der Mittelwert iiber die einzelnen Proben stimmt gut mit der aus den extrapolierten Rela-
xationsraten R, ;. Derechneten Korrelationszeit (7. = 2,47 £ 1,09 ps) iiberein.

messen. Fiir jede Konzentration wurde die effektive Korrelationszeit 7, bestimmt (siehe Ta-
belle 3.4). Der berechnete Wert von 7. jeder einzelnen Probe stimmt innerhalb der Fehler-
grenzen gut mit dem fiir die extrapolierten Relaxationsraten R, ., ermittelten Wert {iber-
ein.

Damit geniigt fiir die Bestimmung der effektiven Korrelationszeit eines FPIX-Wirkstoff-
Komplexe, also die Vermessung einer einzigen Probe an drei verschiedenen Spektrometern.
Die Relaxationsraten der iibrigen Proben miissen an nur einem Spektrometer charakteri-
siert werden. Dies bedeutet eine Reduzierung der erforderlichen Messzeit um fast zwei
Drittel.

Der gemessene Spin-Zustand fiir den FPIX-KH20-Komplex betrug S = % Dies entspricht
gemdll dem Modell des Tetramer-Komplexes einen Spin-Zustand von S = g fiir das dem
Wirkstoff zugewandte Eisenzentrum in FPIX. Damit wurden alle Parameter zur Berechnung
der intermolekularen Abstdnde zwischen FPIX und KH20 bestimmt. Die Zahlenwerte sind
in Tabelle 3.3 angegeben. Sie wurden als NOE-Distanzbeschrankungen in eine XPLOR Mo-
lekiildynamiksimulation integriert.

Die grofdte Unsicherheit bei der Bestimmung intermolekularer Abstinde entsteht durch
Ungenauigkeiten in den Konzentrationsverhéltnissen von FPIX und Wirkstoff. Hierdurch
andert sich potenziell der Geradenfit und es ergeben sich Abweichungen in den extrapo-
lierten Relaxationsraten R,,,.,- Das Konzentrationsverhéltnis kann mit einer Genauigkeit
von +£15% eingestellt werden. Daraus kann der experimentelle Fehler in der Abstandsbe-
stimmung mit +0, 1 nm abgeschétzt werden. In den anschlief3enden Molekiildynamiksimu-
lationen wird eine Toleranz von 0,2 nm zugelassen, um die Flexibilitdt der Komplexe nicht
einzuschrianken. Die experimentellen Abweichungen spielen deshalb nur eine untergeord-
nete Rolle.
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3.2.4.4 Molekiildynamiksimulation und Analyse der berechneten Komplex-
Strukturen

Da der FPIX-Tetramer-Komplex symmetrisch aufgebaut ist und jeder FPIX p-oxo-Dimer als
unabhingige Bindungsstelle fungiert, wurden die Simulationen auf die Wechselwirkung
eines Wirkstoffmolekiils mit einem FPIX p-oxo-Dimer reduziert.

Es wurden 300 Modelle der Komplexe berechnet. Strukturen mit falscher Chiralitét, ver-
zerrter Geometrie oder Abweichungen von mehr als 0,2 nm von den berechneten Distanz-
beschrankungen wurden aussortiert. Von den verbleibenden 250 Strukturen wurden die 30
Modelle mit der niedrigsten Gesamtenergie fiir weitere Analysen selektiert.

Die iibrigen Wirkstoffe wurden analog charakterisiert. Abbildungen der berechneten Struk-
turen finden sich auf den Datenbléttern im Anhang A.4.1. Im Folgenden werden die Ergeb-
nisse prasentiert und diskutiert.

Aminoquinoline

Chloroquin (pH 6,5, pH 9 und in MeOD/D,0) Die gréf3ten Relaxationsraten R, piex
wurden bei pH 9 beobachtet. Bei pH 6,5 und in MeOD waren die Relaxationsraten deut-
lich kleiner. Durch die r%—Abhéingigkeit in der Solomon-Bloembergen-Gleichung sorgt dies
jedoch nur fiir eine kleine Variation der intermolekularen Absténde.

Die effektive Korrelationszeit der Komplexe wurde bestimmt zu: 7, = (1,1140,46)-10" s
fiir pH 6,5, 7. = (1,09+0,60)- 10" s fiir pH 9 und 7, = (1,5+1,1)- 10" s fiir MeOD.

Bei pH 9 sind die berechneten intermolekularen Abstdnde zwischen 0,45 und 0,72 nm, bei
pH 6,5 zwischen 0,56 und 0,89 nm und in MeOD zwischen 0,56 und 0,95 nm.

Abb. 3.36 zeigt eine Uberlagerung der sieben Strukturen mit niedrigster Gesamtenergie. In
den wéssrigen Losungen ist das Quinolin-Ringsystem von CQ nahezu parallel zur Oberfla-
che von FPIX ausgerichtet. Abstand und Winkel zwischen beiden Ebenen betragen 0,36 nm
und 25° (pH 6,5) bzw. 0,32 nm und 5° (pH 9). Dabei befindet sich CQ nicht direkt iiber
dem zentralen Eisenion in FPIX, sondern ist zu dessen Rand hin verschoben. Es konnten
keine kovalenten Bindungen oder Wasserstoffbriicken beobachtet werden. Trotzdem rotiert
der FPIX p-oxo Dimer nur in scheinbar festen Schritten von 90° um die Fe-O-Fe-Achse. Dies
lasst eine Wechselwirkung mit der Seitenkette von CQ unwahrscheinlich erscheinen. Der
offensichtlichste Unterschied zwischen beiden Komplexen ist die Orientierung der Seiten-
kette von CQ. Wahrend sie bei pH 6,5 vom Zentrum weg zeigt, verlauft sie bei pH 9 entlang
des Randes von FPIX. In MeOD ist die gesamte Komplexstruktur weniger gut definiert und
gibt damit ein Anzeichen fiir eine schwichere Wechselwirkung. Das Quinolin-Ringsystem
von CQ ist 0,43 nm von FPIX entfernt und um ca. 40° verkippt.
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(a) FPIX:CQ pH 6.5 (b) FPIX:CQ pH 9 (c) FPIX:CQ in MeOD

Abbildung 3.36: 3D Modelle von FPIX:CQ pH 6.5 (a), pH 9 (b) und in MeOD/D,0 (c). CQ (schwarz) lagert
sich iiber dem FPIX p-oxo-Dimer (gelb) an.
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Abbildung 3.37: 3D Modelle des FPIX-DioC-Komplexes. (a) und (b) zeigen die Struktur des Komplexes ohne
eingeschlossenes H, O, (¢) mit H,O. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde in (a) und (b) die untere Halfte
des FPIX-u-oxo-Dimers ausgeblendet.

C,C-gekoppelte Naphthylisoquinolin-Alkaloide

Dioncophylline C Die berechneten Strukturen von DioC im Komplex mit dem FPIX--oxo-
Dimer sind in Abb. 3.37 dargestellt. DioC ordnet sich iiber dem zentralen Eisenion in FPIX
an, zeigt aber keine direkte Wechselwirkung damit. Auch eine elektrostatische Anziehung
des positiv geladenen Stickstoffs in DioC und der negativ geladenen Propionsduregruppen
der FPIX-Seitenketten ist unwahrscheinlich, da diese keine bevorzugte Orientierung bei der
Anlagerung von DioC zeigen.

Die nichtkovalente Stabilisierung des FPIX-DioC-Komplexes wird wahrscheinlich durch -
n-Wechselwirkungen der aromatischen Elektronensysteme in beiden Molekiilen hervorge-
rufen. Dies erklart auch die zur Kante von FPIX verschobene Anordnung des DioC Naph-
thylrests. Dort ist die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der n-Elektronen grofder und damit
auch die zu erwartende Anziehungskraft. Die Abstdnde von DioC zur FPIX-Oberflache lie-
gen zwischen 0,31 nm (C5’ im Naphthylrest von DioC) und 0,5 nm (C2’). Diese Kombina-
tion von Abstand und Winkel (siehe unten) stimmt sehr gut mit theoretischen Vorhersagen
zur anziehenden Wechselwirkung von 7-Elektronensystemen iiberein [71]. Ahnliche Orien-
tierungen aromatischer Reste wurden auch bei Wirkstoffen aus der Familie der Quinoline
beobachtet [57, 72]. Molekiilteile, welche 7t--Wechselwirkungen ausbilden, sind immer
in Richtung der Kante von FPIX verschoben und um einen Winkel von 20° bis 40° geneigt.
Auch der Isoquinolinrest von DioC kann tiber m-7t-Wechselwirkungen an FPIX binden, al-
lerdings wird die Anziehungskraft durch den grof3eren Abstand von 0,57 nm (C6) deutlich
geringer ausfallen als im Naphthylrest von DioC.

Sowohl der Naphthyl- als auch der Isoquinolinrest sind gegeniiber der FPIX-Oberflache ver-
kippt. Die eingeschlossenen Winkel sind 25° (Naphthylrest) und 38° (Isoquinolinrest). Diese
Konformation schafft einen Hohlraum zwischen den beiden Molekiilen, der grol3 genug ist,

um ein Wassermolekiil aufzunehmen.

Um zu untersuchen, ob Wasser einen Einfluss auf die Komplexbildung hat, wurde eine
weitere MD-Simulation durchgefiihrt, welche ein zusitzliches H,O-Molekiil (koordiniert
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| Atom | exp. [nm] | MD [nm] | MD + H,0 [nm] |

1 0,47 0,58 0,57
2 0,48 0,57 0,57
3 0,49 0,51 0,51
4 i 0,59 0,59
8 0,45 0,51 0,52
9 0,47 0,47
11 0,53 0,59 0,62
13 0,56 0,64 0,65
14 0,50 0,55 0,57

Tabelle 3.5: Experimentell ermittelte Abstdnde im FPIX-DioC-Komplex und Abstdnde in den berechneten
Modellen des Komplexes mit und ohne H,O.

an das Eisenion in FPIX) enthielt. Zusatzlich wurden die Relaxationsraten von FPIX:DioC in
30% Methanol gemessen.

In der MD-Simulation mit Wasser findet praktisch keine Anderung der Struktur des FPIX-
DioC-Komplexes statt. Die Abstédnde in den berechneten Modellen vergrof3ern sich um we-
niger als 1% (Methylgruppen 5%, siehe Tabelle 3.5). Das explizite Einbinden eines Wasser-
molekiils in die Simulation von FPIX-Komplexen ist bis heute in der Literatur einzigartig.
Allerdings zeigte sich keine direkte Erkldarung fiir eine komplexstabilisierende Wirkung von
Wasser. Weder Wasserstoffbriickenbindungen noch elektrostatische Anziehungskrafte konn-
ten im FPIX-H,0-DioC-Komplex beobachtet werden. Diese Situation dnderte sich aber fiir
die N,C-gekoppelten NIQs, welche spéter beschrieben werden (Abschnitt 3.2.4.4). Dennoch
konnte das Wassermolekiil fiir eine sterische Stabilisierung der Konformation von DioC sor-
gen, indem die Rotation um die CC-Bindung zwischen Naphthyl- und Quinolinrest einge-
schrankt wird. Damit konnten anziehende 7-7-Wechselwirkungen im Komplex maximiert

werden.

Mit Methanol als Losungsmittel zeigt DioC keine Wechselwirkung mit FPIX. Unabhingig
von den Konzentrationsverhiltnissen bleiben die Relaxationsraten im Wirkstoffmolekiil
praktisch konstant (siehe Anhang A.4.1.3). Dies beweist, dass keine Anlagerung stattfin-
det. Auch FPIX mit DiopA bzw. DioA wurden in Methanol untersucht und zeigten ebenfalls
keine Wechselwirkung. Offensichtlich ist Wasser ein wichtiger Bestandteil fiir die Bindung
der NIQs an FPIX.

N,C-gekoppelte Naphthylisoquinolin-Alkaloide

FM103, KH20 und TGMP59 Die Komplexstrukturen der N,C-NIQs weisen groffe Ahn-
lichkeit untereinander auf. In allen drei Wirkstoffen ist der Isoquinolinrest in Richtung der
Kante von FPIX verschoben und leicht verkippt, um die Wechselwirkung der dort lokali-
sierten 7t-Elektronen zu maximieren. Eine analoge Anordnung konnte auch schon fiir den
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a) FPIX:FM103 b) FPIX:KH20 c) FPIX:TGMP59

Abbildung 3.38: Berechnete Modelle der N,C-NIQs im Komplex mit FPIX bei pH 6,5 (griin), pH 6,0 (gelb)
und pH 5,6 (rot).

Naphthylrest von DioC beobachtet werden. Auch in den N,C-NIQs ist eine Wechselwirkung
mit den Seitenketten von FPIX nicht feststellbar.

Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle, dass es erstmals moglich war die Wirkstoffe
bei einem pH-Wert von 5,6 zu untersuchen. Dieser pH-Wert herrscht auch in-vivo in der
Verdauungsvakuole des Malariaparasiten. Die Resultate zeigen, dass der pH-Wert keinen
zu grofRen Einfluss auf die Struktur der Komplexe ausiibt. Fiir Wirkstoffe, welche in basi-
schem Milieu untersucht werden mussten, bedeutet dies, dass ihre Komplexstruktur sehr
wahrscheinlich auch in der sauren Umgebung der Verdauungsvakuole erhalten bleibt.

Die N,C-NIQs zeigen eine weitere Besonderheit gegeniiber den anderen Wirkstoffen. Der
positiv geladene Stickstoff im Isoquinolinrest ist in der Lage eine Wasserstoffbriicke zum
Wassermolekiil, welches wiederum an das Eisenion in FPIX gebunden ist, aufzubauen. Die
Molekiildynamiksimulationen aller drei N,C-NIQs zeigen die Bildung einer solchen Wasser-
stoffbriicke. Damit wurde ein moglicher zusétzlicher Mechanismus zur Komplexstabilisie-
rung identifiziert, neben der in der Literatur bereits bekannten -7-Wechselwirkung.

3.2.5 Vergleich und Diskussion

In keinem der durchgefiihrten Experimente gab es Hinweise auf die Existenz eines 2:2-
Komplexes zwischen FPIX und Wirkstoff. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung eines
Wirkstoffmolekiils an einer Seite des FPIX p-oxo-Dimers eine Asymmetrie im Komplex in-
duziert, welche die Bindung eines zweiten Wirkstoffmolekiils verhindert. Die kurzzeitige
Entstehung von Zwischenprodukten mit einer Lebensdauer unterhalb der durch NMR auf-
losbaren Zeitskala kann natiirlich nicht ausgeschlossen werden.

Der hier reproduzierbar festgestellte mittlere Spin-Zustand von S = % ist in der Literatur
bisher einzigartig. Andere Untersuchungen zeigen einen Spin-Zustand von S = % mit einer
effektiven Zahl freier Elektronen von n, r 1,2 fiir freies FPIX (pH 6.5) [57]. Dieser Wert
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Abbildung 3.39: Uberlagerung der berechneten FPIX-Wirkstoff-Komplexe bei physiologischem pH (aufRer
DioC pH 11).

stimmt sehr gut mit den hier nach Wirkstoffzugabe gemessenen n,;; ~ 1,0 (pH 9) und
n.sr ~ 1,4 (pH 6,5) tiberein. Der Unterschied konnte durch pH-abhéngige Selbstassoziation
von CQ hervorgerufen sein [73].

Uberlagerung der Strukturen

Vergleicht man die Art der Positionierung der Wirkstoffe in den berechneten Komplexen, so
fallt auf, dass sich die aromatischen Ringsysteme eines jeden Wirkstoffs (meist der Isoquino-
linrest) nie zentral iiber dem Eisenzentrum von FPIX anlagern (siehe Abb. 3.39). Vielmehr
sind sie stets in Richtung der Kante von FPIX verschoben und um einen Winkel geneigt,
der umso grofler wird, je weiter die Wirkstoffe von FPIX entfernt sind. Dieses Verhalten
ist konsistent mit theoretischen Vorhersagen iiber den optimalen Abstand und Winkel fiir
attraktive 7t-7t-Wechselwirkungen von Molekiilen [71]. In den Komplexstrukturen spielt au-
RBerdem die Ausdehnung der aromatischen Anteile im Wirkstoff eine Rolle. So lagern sich
bei den N,C-NIQs die Isochinolinreste oberhalb der Kante von FPIX an, bei DioC hingegen
der Naphthylrest, da der Isochinolinteil in DioC nicht vollstindig aromatisch ist.

,Sandwich-Komplexe”

Die relative Stochiometrie von 2:1 zwischen FPIX und Wirkstoff erlaubt zwei denkbare
Konfigurationen der Komplexe. Entweder lagert sich ein Wirkstoffmolekiil an einem FPIX
u-oxo-Dimer an, oder der Wirkstoff wird von zwei FPIX Monomeren umlagert (,,Sandwich-
Komplex”) [74]. Um keine der Moglichkeiten unberiicksichtigt zu lassen, wurde fiir den
FPIX-DioC-Komplex eine Molekiildynamiksimulation von DioC im Komplex mit zwei FPIX
Monomeren durchgefiihrt.

Es wurden 300 Strukturen berechnet. In den Simulationen wurden die durch NMR experi-
mentell ermittelten Abstdnde zu beiden Eisenzentren der FPIX Monomere definiert (ambi-
guous distance restraints gemittelt iiber die R-6 Funktion [75] in XPLOR).
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a)

Abbildung 3.40: Strukturen der hypothetischen ,,Sandwich-Komplexe” von FPIX:DioC. a) DioC (schwarz) im
Komplex mit einem FPIX Monomer (blau), der zweite Monomer befindet sich in groRem Abstand. b) Zwei
FPIX Monomere umlagern DioC.

Von den 300 berechneten Strukturen zeigten 63 eine Anordnung, die dem ,Sandwich-
Komplex” entspricht (siehe Abb 3.40). Drei Griinde machen es jedoch sehr unwahrschein-
lich, dass diese Konfiguration in der Natur wirklich Bestand hat.

1. Die Position den oberen FPIX Monomers ist nicht gut definiert und weist auf eine sehr
schwache Wechselwirkung mit DioC hin.

2. Die Abstdnde zwischen FPIX und DioC sind zu grof3 (> 0,7 nm), als dass stabilisie-
rende Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen entstehen kénnten.

3. Die Bildung eines Komplexes mit drei Komponenten muss in zwei Schritten erfol-
gen. Der lineare Anstieg der NMR-Relaxationsraten bei der Komplexbildung spricht
hingegen klar eine Komplexbildung in nur einem Schritt.

Weitere 76 Strukturen zeigten eine Konformation, in der DioC dicht an einem FPIX Mo-
nomer gebunden ist und der zweite Monomer sich in gro8er Entfernung befindet (siehe
Abb. 3.40). Auch diese Anordnung widerspricht der Bildung eines ,,Sandwich-Komplexes”.
Die Anlagerung von DioC oberhalb eines FPIX Monomers ist dagegen fast identisch mit der
berechneten Struktur aus DioC und einem FPIX p-oxo-Dimer.

Zusammenhang zwischen Wirksamkeit und Komplexstruktur

Ein offensichtlicher Zusammenhang zwischen bestimmten Merkmalen der berechneten
Komplexstrukturen und ihrer Wirksamkeit konnte bisher nicht identifiziert werden. Be-
trachtet man jedoch den mittleren intermolekularen Abstand der Wirkstoffe zu FPIX, so
ist eine Korrelation mit dem IC,,-Wert erkennbar (siehe Tabelle 3.6 und Abb. 3.41). Insbe-
sondere bei physiologischem pH-Wert in der Messlosung stimmt die Reihenfolge der Wirk-
stoffe sortiert nach ihrem mittleren Abstand fast genau mit der Reihenfolge der IC,-Werte
iiberein. Allgemein gesprochen ist die Wirksamkeit einer Substanz umso héher, je enger die
Bindung an FPIX erfolgt.
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Abbildung 3.41: Grafische Darstellung von Tabelle 3.6. Aufgetragen ist der mittlere Abstand jedes Wirkstoffs
bei moglichst physiologischem pH-Wert {iber den IC;,-Wert.
Die rote Linie entspricht einem linearen Fit durch die Datenpunkte (Kenndaten der Regression an die Funktion
y=ax+c:a=0,922+0,186, c = 0,489 + 0,027) Die gestrichelten Linien geben das Konfidenzintervall
von 95% an.

| Wirkstoff | pH | ICs [uM] | mittlerer Abstand [nm] | SD [nm] |

TGMP61 | pH 6,5 0,050 0,451 0,041
PRQ | pH6,5 0,452 0,021
FM98 pH 6,5 0,010 0,478 0,054
DioC | pH 11 0,017 0,506 0,034
CQ pHO9 0,240 0,555 0,098
KorupA pH11 0,013 0,555 0,066
FM103 pH 6,0 0,056 0,569 0,257
MeBl pH 6,5 n/a 0,580 0,077
FM103 pH 6,5 0,056 0,584 0,283
DiopA | pH 11 0,589 0,055
KH20 pH 5,6 0,157 0,602 0,303
KH20 pH 6,5 0,157 0,609 0,246
TGMP59 | pH5,6 | 0,211 0,623 0,234
CQ pH 6,5 0,240 0,667 0,119
QCR pH 2,4 0,685 0,230
FM103 pH 5,6 0,056 0,713 0,301
CQ MeOD 0,240 0,714 0,125
TGMP59 | pH 6,5 0,211 0,752 0,412

Tabelle 3.6: Ubersicht der untersuchten Wirkstoffe sortiert nach dem mittleren intermolekularen Abstand.
Eine Korrelation mit dem jeweiligen ICs,-Wert der Wirkstoffe [63, 64] ist deutlich zu erkennen.



98 KAPITEL 3. PROJEKTE

Potenzieller Wirkmechanismus

Die treibenden Kréfte hinter der Komplexentstehung sind 7t-7-Wechselwirkung, hydropho-
be Abstof3ung und Ligandenfeldaufspaltung. Da der FPIX p-oxo-Dimer eine Vorstufe im Ab-
bau des toxischen Himin durch den Parasiten ist, konnte der FPIX-Tetramer-Komplex eine
mogliche Erklarung fiir die Wirkungsweise der Wirkstoffe gegen Malaria sein. Die Bindung
zweier FPIX-Molekiile iiber zwei Eisen-Carboxy-Koordinationsstellen ist identisch mit der
Einheitszelle von [3-Hamatin, der in-vivo kristallinen Form von FPIX. Der FPIX-Tetramer ist
damit moglicherweise ein wichtiger Zwischenschritt hin zum Hamozoin-Kristall. Durch die
nichtkovalente Assoziation von Wirkstoffmolekiilen an beiden Seiten des Tetramers konnte
das weitere Kristallwachstum blockiert werden [76]. Eine ausreichend hohe Konzentration
der Wirkstoffe konnte in der Verdauungsvakuole des Parasiten nachgewiesen werden [77].
Das nun in Losung verbleibende freie FPIX verursacht starken oxidativen Stress und fiihrt
schliel3lich zur Zerstérung der Zellmembranen des Parasiten.
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3.2.6 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde eine Methode zur Aufklarung der Molekiilstruktur neuartiger
Wirkstoffe gegen Malaria im Komplex mit ihrem paramagnetischen Zielmolekiil etabliert
und weiterentwickelt. Die Vorgehensweise leitet intermolekulare Distanzinformationen aus
der sog. paramagnetischen Relaxation ab, einem Effekt, der den Einsatz klassischer Me-
thoden zur Molekiilstrukturaufklarung mittels NMR verhindert. Es werden drei Parameter
durch NMR-Spektroskopie bestimmt: 1. die longitudinale Relaxationszeit der Wasserstoff-
atome in Wirkstoffmolekiil, 2. die effektive Korrelationszeit des Komplexes und 3. der Spin-
Zustand des Eisenions im Zielmolekiil.

Mit Hilfe dieser Messmethode konnte die Komplexstruktur mehrerer bekannter Medika-
mente gegen Malaria aufgeklart werden. Weiterhin wurden zwei neue Klassen von Wirkstof-
fen untersucht, die C,C-gekoppelten Naphthylisoquinolin-Alkaloide und die N,C-gekoppelte
Naphthylisoquinolin-Alkaloide. In Ubereinstimmung mit theoretischen Vorhersagen aus der
Literatur lagern sich die Wirkstoffe stets um einen Winkel geneigt und in Richtung des
Randes des Zielmolekiils verschoben an. Diese Konfiguration maximiert die attraktiven 7-
m-Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse aus NMR, UV-Spektroskopie und Massenspektrome-
trie konnte die Existenz eines bisher nicht bekannten Tetramer-Komplexes nachgewiesen
werden, welcher eine wichtige Zwischenstufe in der Biokristallisation von Hamozoin durch
die Malariaparasiten darstellen konnte, und Ansatzpunkte fiir den weiterhin nicht vollstén-
dig bekannten Wirkmechanismus der meisten Antimalaria-Wirkstoffe liefert.

Fiir die Naphthylisoquinolin-Alkaloide zeigte sich weiterhin, dass Wasser eine essenzielle
Rolle in der Komplexbildung spielt. In Molekiildynamiksimulationen der N,C-gekoppelten
Naphthylisoquinolin-Alkaloide konnte die Entstehung einer Wasserstoffbriicke zwischen
Wirkstoff und Zielmolekiil gezeigt werden, welche einen zusatzlichen Weg der Komplex-
stabilisierung neben den bereits bekannten 7t-7-Wechselwirkungen aufzeigt. Die N,C-NIQs
konnten erstmals auch bei einem pH-Wert von 5,6 beobachtet werden, einer chemischen
Umgebung wie sie auch in-vivo in der Verdauungsvakuole des Malariaparasiten herrscht.
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Kapitel 4
Summary

Even in the 21st century, infectious diseases remain the predominant cause of death world-
wide. According to reports of the World Health Organisation, 2 million people die of Malaria
every year, most of which are children under the age of five years. Respiratory infections
claim an additional 3.9 million lives. Other infections are held responsible for a total of
more than 10 million deaths. Global climate change leads to the occurrence of tropical in-
fections well beyond their former endemic regions. Additional challenges arise due to the
growing number of resistant organisms, rendering most known treatments ineffective.

To achieve sustained success in the fight against infectious diseases, a detailed understan-
ding on the mode of action of newly developed substances on a molecular level is essential.
In this thesis, magnetic resonance spectroscopy is used as a tool for molecular structure
determination. My results may offer incentives for the development of new agents against

infectious diseases and their continuous optimization.

4.1 The MIP-collagen IV complex

The scope of this project was to investigate the interaction between the PPIase enzyme MIP
and the NC1 (non-collagenous 1) domain of collagen IV. The MIP (macrophage infectivity
potentiator) protein is the major virulence factor of Legionella pneumophila, a bacterium
causing severe lung infections in humans. MIP exhibits high affinity towards a short peptide
sequence in collagen IV (“P290”). Amongst others, this type of collagen is found in the
epithelial cells of the lung.

In this work, the interface of interaction between P290 and MIP was mapped using a pa-
ramagnetic spin label in combination with nuclear magnetic resonance spectroscopy expe-
riments. Labeled P290 strongly enhances the relaxation rates of individual amino acids in
MIB which are in the immediate vicinity (within 1 nm) of the spin label. The enhanced
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relaxation rates were detected through T,-sensitive HSQC experiments. Subsequently, re-
sults were incorporated in docking and molecular dynamic (MD) simulations to compute a
model of the MIP-collagen IV complex.

Results show the MIP dimer “grabbing” collagen IV with both enzymatic domains and pul-
ling the molecules closer together. We suggest that this molecular adhesion mechanism may
play a key role in the invasion of host tissue by L. pneumophila. A possible destabilization of
collagen IV through the enzymatic activity of MIB as suggested previously by other groups,
was not observed.

Additionally, our co-operation partners were able to demonstrate that P290, as an indi-
vidual peptide, inhibits the biological PPlase activity of MIB while leaving human homo-
logue enzymes untouched. My findings from NMR measurements and subsequent MD si-
mulations showed that P290 occupies the MIP binding pocket via the amino acid sequence
-CYS130-PR0O131---TRP134-. This sequence element is stabilized via the attachment of
the terminal residues of P290 to the surface of MIB thereby enabling P290 to distinguish
between MIP and human enzymes.

Based on these results, we constructed optimized versions of P290 by ring closure and repla-
cement of two amino acids. Our co-operation partners showed that the resulting structures
exhibit improved binding properties on a peptide microarray and may provide the basis for
a new class of inhibitors targeting Legionella pneumophila.

4.2 Structure elucidation of paramagnetic complexes for-

med by novel antimalarial agents

We used paramagnetic NMR spectroscopy to characterize the formation of complexes of
several antimalarial compounds with their presumed target “heme”. A paramagnetic Fe(III)
ion is located at the center of heme, which influences the longitudinal relaxation rates
of nearby proton spins. This effect interferes with common strategies for NMR structure
elucidation, but in this study was taken advantage of in a newly developed method to map
intermolecular distances with high precision using NMR inversion recovery experiments at
94T,141T,17.6 T, and 18.8 T.

This method was utilized to solve the molecular structure of known drugs against Mala-
ria as well as two new classes of antimalarial agents (the C,C-coupled naphthylisoquinoline
alkaloids and the N,C-coupled naphthylisoquinoline alkaloids) in complex with their target
molecule: heme. In accordance with theoretical predictions from the literature, we sho-
wed that the drug molecules align in a configuration maximizing attractive 7-7 stacking
interactions between the molecules.
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In combination with findings from NMR, UV spectroscopy and mass spectrometry, we de-
monstrated the formation of a previously unknown tetrameric complex. This complex may
represent an important step in the mode of action of antimalarial drugs.

Additionally, results from NMR measurements and molecular dynamics simulations provi-
ded insight into the important role of H,O for complex stabilization. We were able to de-
monstrate the formation of a so far undescribed hydrogen bond between drug and target.
Furthermore, it was possible to investigate the N,C-coupled naphthylisoquinoline alkaloids
at pH 5.6, which exactly matches the chemical environment in the food vacuole of the ma-
larial parasite in-vivo. All these findings may contribute to a deeper understanding of the
mode of action of new antimalarial agents.
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Anhang A

Anhang

A.1 Abkiirzungsverzeichnis

NMR Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)

EPR Elektronenspinresonanz (engl. electron paramagnetic resonance)

FID Freier Induktionszerfall (engl. free induction decay)

ppm Millionstel (engl. parts per million)

INEPT Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer

NOE Nuclear Overhauser Effect

NOESY Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

COSY COrrelated SpectroscopY

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

MD Molekiildynamik

MIP Macrophage Infectivity Potentiator

MIP77-213 monomerische Deletionsmutante von MIP (Aminosduren 77-213)
PPlase peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase

NC1-Domine nicht-kollagenartige Doméne 1

P290 Peptid 290 (ein Peptid mit 13 Aminosduren Linge)

MTSL (S-(2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-yl)methyl methanesulfonothioate
MWCO Molecular Weight Cut-Off

MS Massenspektrometrie

ESI-TOF ElectroSpray lonization Time-Of-Flight Massenspektren

FKBP FK506 Binding Protein

PRE Relaxationszeitverkiirzung (engl. Paramagnetic Relaxation Enhancement)
PDB Protein Data Bank

NIQ Naphthylisoquinolin-Alkaloid
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A.2 Konstanten und Symbole

o Magnetische Feldkonstante 4m-1077 %

Up Bohrsches Magneton 9,2741-107%* %

h Planck-Konstante 1,054571596-1073% J.s

Y1 gyromagnetisches Verhéltnis des Protons  26,7522128 - 107 %

Ys gyromagnetisches Verhéltnis des 658 - g %
Elektrons

S Spin-Zustand

T Relaxationszeit s

R Relaxationsrate R= % %

r Abstand Fe-H m

Te (effektive) Korrelationszeit S

w; Lamor-Frequenz des Protons ”Sl—d

wg Lamor-Frequenz des Elektrons 658 - w; %

By externes Magnetfeld T

kg Boltzmann-Konstante 1,3806505-107% %

kp Dissoziationskonstante Molar

X magnetischen Suszeptibilitdt

T, PRE-Faktor

©w =
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A.3 Der MIP-Kollagen IV-Komplex

A.3.1 H->N-HSQC Pulssequenz (fhsqcN15_T2.ks)

# 1 "/opt/xwinnmr/exp/stan/nmr/lists/pp/fhsqcN15_T2.

;fhsqcN15_T2.ks

;avance -version

;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using States-TPPI method

;with decoupling during acquisition

;8. Mori, C. Abeygunawardana, M. 0’Neil-Johnson & P.

; J. Magn. Reson. B 108, 94-98 (1995)

;with additional delay d9 during first INEPT for
;estimation of 1HN T2

;run experiment twice with different settings of d9
;first : d9=100u, second : d9=5.1m

"p2=pl*2"
"pd=p3*2"
"p22=p21%2"
"d11=30m"
"d12=20u"

"d0=(in0-(p21%1.273+6u+4*xp3))*0.5"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16 -p28*3-d19*5+p22/2-8u-p21-108u"

"TAU=d26-pl6-d16-4u"
"TAU1=TAU+p21*4+6u"

"CEN_HN2=(p22*2+6u-p2)/2"
"CEN_HC2=(p4*2+6u-p2)/2"

;5"13=(td1/2)"

define delay MCWRK

define delay MCREST
define loopcounter STI1CNT
"STICNT = tdl / (2)"
"MCWRK = 0.500000*d1"
"MCREST = di - di"

1 ze
d1l pli16:£3
2 MCWRK do:£f3
LBLSTS1, MCWRK
LBLF1, MCREST
3m
3 di1
4 di12 pli:f1
50u setnmr3|0 setnmr0[34]32]33
(p1 phO)
4u
pl6:gp1l
die6

ks"

C.M. van Zijl,
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TAU1 pl3:£3

d9
(p2 phO)
d9

(p21 phO 3u p22 phl 3u p21 phO0):£f3

4u

pl6:gpil
di6 pl2:f2
TAU

(p1 phl)
4u

pl6:gp2
dieé

(p21 ph4):
do

(CEN_HC2 p2 ph6) (p3 phO 3u p4 phl 3u p3 phO):f2

do

(p21 phb5):
4u

pl6:gp2
die6

(p1 ph2)
DELTA1
pl6:gp3
di6 pli8:f
p28%*0.231
d19*2
p28*0.692
d19*2
p28%*1.462
DELTA

(p22 ph0):
DELTA
p28*1.462
d19*2
p28%0.692
d19%*2
p28%0.231
4u
pl6:gp3
dieé

4u setnmr3~0 setnmr0~34-32"33

DELTA2
(p21 phO):
4u

100u plié6:
4u

go=2 ph31 cpd3:f3
MCWRK do:f3 wr #0 if #0 =zd ip4
lo to LBLSTS1 times 2

MCWRK idO

lo to LBLF1 times STI1CNT

exit

ph0=0
phi=1
ph2=2
ph3=3
ph4=0 2

ph5=0 0 0 0 2 2 2 2

£3

£3

1
phil

phil

phil

£3

ph3

ph3

ph3

£3

£3
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ph6=0 0 2 2
ph31=0 2 0 2 2 0 2 0

;pll : f1 channel - 1H PL for pl (high pow)
;pl18: f1 channel - 1H PL for p28 (3-9-19)
;pl2 : f2 channel - 13C PL for p3 (high pow)
;pl3 : £3 channel - 15N PL for p21 (high pow)
;pl1i6: £3 channel - 15N PL for pcpd3 (decoup.)
;p1 : f1 channel - 90 deg high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 deg high power pulse
;P21 : £3 channel - 90 deg high power pulse
;p28 : f1 channel - 90 deg pulse (3-9-19)

;pl6 : gradient pulse

;d16 : delay for gradient recovery

;pcpd3: £3 channel - 90 deg dec. pulse at plilé6
;cpdprg3: composite pulse dec. for ch.3 [garp]
;d26 : ca. 1/(2*J(N,HN)) [2.5m]

;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;dl : relaxation delay
;NDO = 2
;NS = N*2
;DS >= 8

;phc0(F1) = 90 deg, phcl(F1) = -180 deg
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A.3.2 Haddock

Liste der Aminosdure-IDs in MIP”7213| welche als aktiv fiir das Docking mit HADDOCK
markiert wurden (,,PRE strong”):
K79, K80, A81, N84, Si115, N117, S124, Y131, T132, D142, S143, E145, K146,

T147, T152, Q154, Q157, V158, G161, Wi162, T163, E164, A165, S181, S189,
V190, G191, G192, I194, L206

30 . S
Docking MIP”"+P290 °
. ® ® Q@
-40 — ° (@)
o g ® )
. (@]
@ ()
-50 — @ @ o @
(<) o eo®
A (& o HR 1))
8 60 ‘~. Cluster 3 e
8 ® o . [ORI6) .—.i
; b %) Cluster 2
O 70 - ° 9 o ® o8
o 09 99 e ®
= 1 e Q
< -80 — Cluster 1 5} e © ?
T complex_14w @ [5) ®
i o o
-90 — 6)
e &
e ? ¢
-100 — ’ o
1 o ‘ complex_182w
complex_72w
'110 | T l T l T | T | T | T | T | T | T | T | T

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
RMSD from best structure [A]

Abbildung A.1: Clustering der Docking-Strukturen des MIP’7213.P290 Komplexes durch Haddock. Jeder
graue Kreis stellt eine Docking-Struktur da. complex 72w besitzt die niedrigste Gesamtenergie (niedrigsten
Haddock score) und wurde fiir die weiteren Berechnungen verwendet.
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A.3.3 MIp77-213
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Abbildung A.2: Sequenz von MIP’7-213 | Markiert sind Aminosduren, welche einen starken (+) bzw. schwa-
chen (-) paramagnetic relaxation enhancement factor zeigen. Auerdem sind Regionen mit verédnderter che-
mischer Verschiebung bei Bindung von P290 und zum Vergleich die Rapamycin-Bindungstasche eingezeich-

net.

A.3.4 Gromacs

1. unbeschrinkte Energieminimierung des Systems - em.mdp

title = c
cpp = /
define = -
constraints = n
integrator = s
dt = 0
nsteps = 1
nstlist = 1
ns_type = g
coulombtype = P
rvdw = 0.
rlist = 0.
rcoulomb = 0.
fourierspacing =
pme_order =
ewald_rtol =
fourier_nx =
fourier_ny =
fourier_nz =
optimize_fft =
table-extension =

H

H Energy minimizin
emtol = 1
emstep = 0

<Y O O O = b O

0l4_trans_cis
usr/bin/cpp
DFLEXIBLE

one

teep

.002 ; Ps
600

0

rid

ME

[0}
1
[é)]

[0}
n

g

000.0
.01
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2. Position Restraint Run, um die eingefiigten Wassermolekiile ins thermische Gleich-
gewicht zu bringen - pr.mdp

title = Col4

cpp = /usr/bin/cpp

define = -DPOSRES

constraints = all-bonds

integrator = md

dt = 0.002 ; Ps

nsteps = 20000 ; total 40.0 ps
nstcomm = 1

nstxout = 250 ; output coordinates every 0.5 ps
nstvout = 1000 ; output veolcity every 2.0 ps
nstfout = 0

nstlog = 10

nstenergy = 10

nstlist = 10

ns_type = grid

coulombtype = PME

rvdw = 1.4

rlist = 0.9 ; rlist == rcoulomb
rcoulomb = 0.9

fourierspacing = 0.12

pme_order = 4

ewald_rtol = 1.0E-5

vdwtype = cut-off

fourier_nx = 0

fourier_ny = 0

fourier_nz = 0

optimize_fft = yes

;table-extension = 8

; Berendesn temperature coupling is on in four groups

Tcoupl = berendsen
tau_t = 0.1 0.1
tc_grps = ©protein mnon-protein
ref_t = 300 300

; Pressure coupling is on

Pcoupl = berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p = 1; 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref_p = 1.0

; Generate velocities is on at 300 K
gen_vel = yes

gen_temp = 300.0

173529

gen_seed
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3. freie Molekiildynamiksimulation iiber eine wahlbaren Zeitraum - md.mdp

title = Col4 MD

cpp = /usr/bin/cpp

constraints = all-bonds

integrator = md

dt = 0.002 ; ps

nsteps = 9000000 ; total 18000 ps
nstcomm = 1

nstxout = 500 ; output coordinates every 1.0 ps
nstvout = 0 ; no output veolcity
nstfout = 0

nstlist = b5

ns_type = grid

coulombtype = PME

rvdw = 1.4

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

fourierspacing = 0.12

pme_order = 4

ewald_rtol = 1.0E-5

vdwtype = cut-off

fourier_nx = 0

fourier_ny = 0

fourier_nz = 0

optimize_fft = yes

; Berendesn temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = berendsen

tau_t = 0.1 0.1

tc_grps = protein non-protein
ref_t = 300 300

; Pressure coupling is on

Pcoupl = Dberendsen

pcoupltype = isotropic

tau_p = 0.5

compressibility = 4.5e-5

ref_p = 1.0

; Generate velocities is on at 300 K

gen_vel = yes

gen_temp = 300.0

gen_seed 173529
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A.3.5 Molekiildynamiksimulation des MIP-Dimer-Kollagen IV Komple-

Xes

Abbildung A.3: Snapshots aus der Molekiildynamiksimulation des MIP-Dimer (blau) im Komplex mit der
Kollagen IV NC1-Doméne (grau) im Abstand von 1,6 ns (von oben links nach unten rechts). Die P290-Sequenz
in Kollagen IV ist als rotes Sickmodell dargestellt.
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A.4 Strukturaufklarung paramagnetischer Komplexe

A.4.1 Datenblaitter

A.4.1.1 Aminoquinolin-Derivate

Chloroquin / CQ

Losungsmittel: Wasser, pH 6,5
NMR-Spektrometer: 400, 600, 750 MHz
Spin-Zustand: S=1/2
Korrelationszeit: Tc=111-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 579

2  5.89

3  5.66

4 575

5 579

6 6.07

7 837

8 741

9 7.01

10 8.88
Chloroquin / CQ
Losungsmittel: Wasser, pH 9
NMR-Spektrometer: 400, 600, 800 MHz
Spin-Zustand: S=1/2
Korrelationszeit: Tc=1.09-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:
1 4381

4.59

4.66

4,74

5.13

6.83

6.11

5.88

7.16

O 00N ONU s WN
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Chloroquin / CQ

Losungsmittel: MeOD
NMR-Spektrometer: 400, 600, 800 MHz
Spin-Zustand: S=5/2

Korrelationszeit: Tc=153-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 6.50

2 5.89

3 5.62

4 7.03

5 6.18

6 6.40

7 8.45

8 7.98

9 7.80

10 9.45
Methylenblau / MeBI
Losungsmittel: Wasser, pH 6,5
NMR-Spektrometer: 750 MHz
Spin-Zustand: S=5/2
Korrelationszeit: Tc=210"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 677

2 507

3 529

4  6.05
Primaquin / PRQ
Losungsmittel: Wasser, pH 6,5
NMR-Spektrometer: 750 MHz
Spin-Zustand: S=5/2
Korrelationszeit: Tc=2-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:
1 4,32

4,28

4,26

4,74

4,39

4,62

4,61

4,74

4,73

O 00NN WN

CHy

NHy
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Quinacrin / QCR

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 2,4
750 MHz
S=5/2
Tc=2"10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

O 00 N O WN

—
= o

5.20
5.21
6.10
6.72
6.63
6.32
6.00
6.38
6.33
9.96
7.31
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A.4.1.2 C,C-gekoppelte Naphthylisoquinolin-Alkaloiden

Dioncophyllin C / DioC

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 11
400, 600, 750 MHz
S=5/2
c=5.88-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 472

2 483

3 491

4 454

5 531

6 5.56

7  5.00
Dioncopeltin A / DiopA
Losungsmittel: Wasser, pH 11
NMR-Spektrometer: 400, 600 MHz
Spin-Zustand: S=5/2

Korrelationszeit:

Tc=4,93-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

6.55
6.85
6.64
6.67
5.61
5.59
5.91
6.22
6.71
7.44
6.83
6.93
7.69

Korupensamin A / KorupA

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 11
400 MHz
S=5/2
Tc=2-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

0NN W

5.92
6.33
5.53
531
5.52
6.13
5.48
4.19

OH O'CH3

‘ ‘ CH,
HO. CHg
O NH

OH CH,

\ 4/
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A.4.1.3 C,C-gekoppelte Naphthylisoquinolin-Alkaloiden in MeOD

407 cQ in MeOD

35
30
25

R[1/s]

20
15
10

’ DiopA in MeOD

>| DioA in MeOD

R[1/s]

0.15 0.2 0.05 0.1 0.15
5. .. .
DioC in MeOD
4
3 B

Abbildung A.4: Extrapolation der Relaxationsraten fiir drei NIQs (DioA, DiopA, DioC) in Methanol. Zum
Vergleich ist CQ in Methanol dargestellt. Fiir NIQs in Methanol weisen die gemessenen Relaxationsraten
praktisch keine Abhangigkeit von der FPIX-Konzentration in der Probe auf. Eine Wechselwirkung der NIQs

0.15 0.2 0.05 0.1
[FPIX]

mit FPIX in MeOD als Losungsmittel ist damit unwahrscheinlich.

A.4.1.4 N,C-gekoppelten Arylisochinolinen

Losungsmittel:

NMR-Spektrometer:

Spin-Zustand:

TGMP59 / GBAP104 -0 X
Wasser, pH 5,6 Z N+\©\ o
400, 600, 750 MHz o)
$=5/2 - NJK
Tc=2,98-10"s

Korrelationszeit:

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

0N oG WN

5.87
5.81
4.53
5.33
5.30
5.46
4.83
6.96

0.15
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TGMP59 / GBAP104

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 6,5
400, 600, 750 MHz
S=5/2
Tc=2,31-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 5.65

2 439

3 520

4 524

5 5.03

6 6.59
KH20 / GBAP187
Losungsmittel:

NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 5,6
400, 600, 750 MHz
S=5/2
Tc=2,40-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

O 00 N oUW N

J—
o

KH20 / GBAP187

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

4.87
5.64
5.48
4.64
4.64
5.40
5.37
5.49
5.07
4.50

Wasser, pH 6,5
400, 600, 750 MHz
S=5/2
Tc=2,47-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

N oG LN

5.73
4.67
4.53
5.26
5.54
5.23
5.60

_0

_N

+

N
s
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FM103 / GBAP99

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

| Nt
Wasser, pH 5,6
400, 600, 750 MHz -0 \O\Cl
§=5/2
c=59710"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 571
5.67
4.76
5.88
5.85
6.02
5.59
11.29

0NN W

FM103 / GBAP99

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 5.05

2 495

3 4.07

4 4,08

5 517

6 5.27

7 493

8 5.20
FM103 / GBAP99
Losungsmittel:

NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

I _N?
Wasser, pH 6,0
400, 600, 750 MHz -0 \O\C,
S=5/2
Tc=2,64:10"s

N
Wasser, pH 6,5 \©\
400, 600, 750 MHz 0 al
S=5/2
Tc=2,31-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1 501
4.94
5.07
5.38
5.18
5.15
4.40
4.12

0N OGN
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TGMP61

Losungsmittel:
NMR-Spektrometer:
Spin-Zustand:
Korrelationszeit:

Wasser, pH 6,5
400 MHz
S=5/2
Tc=2-10"s

Intermolekulare Abstinde [A]:

1

O 00N O WN

3.02
3.74
4.51
4.62
4.54
4.82
4.31
4.45
5.00

PN
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A.4.2 T, Inversion Recovery Pulssequenz (t1lirw5)

# 1 "/u/exp/stan/nmr/lists/pp/&tlirwb"

;@tlirwb

;avance -version (00/02/07)

;T1 measurement using inversion recovery

;water suppression using watergate W5 pulse sequence with gradients
;using double echo

;M. Liu, X. Mao, C. He, H. Huang, J.K. Nicholson & J.C. Lindon,

; J. Magn. Reson. 132, 125 - 129 (1998)

# 1 "/u/exp/stan/nmr/lists/pp//Avance.incl"
;Avance.incl

;version 00/07/27

;switch between high and low stage oh H amplifier
;use 2H channel for lock or pulse (lockswitch)
;allow for 2H decoupling (lockswitch)

;turn lock-hold on/off (BSMS)

;switch between 1H or 19F output (H amplifier)
;select output for 19F (amplifier)

;homospoil on/off (BSMS)

;for Q-switch probes

;for mixing probe

;gating pulse for RX22, ADC and HPPR

;not active

;$Id: Avancel.incl,v 1.1.2.5 2000/08/16 13:28:44 ber Exp $
# 11 "/u/exp/stan/nmr/lists/pp/&tlirwbs"

# 1 "/u/exp/stan/nmr/lists/pp//Grad.incl"

;Grad.incl - include file for Gradient Spectroscopy
;avance -version (00/07/27)

;gradient pulse for gs-syntax

;blank/unblank gradient amplifier and turn lock-hold on/off
;blank/unblank gradient amplifier

;for RCB board (BSMS)

define list<gradient> EA=<EA>

;$Id: Gradl.incl,v 1.1.2.6 2000/10/16 11:49:03 ber Exp $
# 12 "/u/exp/stan/nmr/lists/pp/&tlirwbs"

"P2=P1 *Q "
"d11=30m"

1 ze
2 di
p2 phi
vd
pl ph2
50u setnmr2|0 setnmr0|34]32]33

pl6:gpil

di6é pli8:f1
p27%0.087 ph3
d19*2
p27%0.206 ph3
d19*2
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p27*0.

d19%2

p27*0.

d19x*2

p27*1.

d19*2

p27*1.

d19%2

p27*0.

d19x*2

p27%0.

d19*2

p27*0.

d19*2

p27*0.
50u

413

778

491

491

778

413

206

087

pl6:gp1l

d1é

4u

pl6:gp2

d16

p27%0.

d19*2

p27%0.

d19%2

p27%0.

d19x*2

p27%0.

d19*2

p27*1.

d19%2

p27*1.

d19x*2

p27%0.

d19*2

p27*0.

d19%2

p27*0.

d19x*2

p27%0.

087

206

413

778

491

491

778

413

206

087

pl6:gp2

d16

4u

setnmr2~0 setnmr0~34°-32"33

go=2 ph31
dil wr #0 if #0 ivd
lo to 1 times tdil

exit

phl=1
ph2=0
ph3=0
phé4=2
ph5=0

2
ph6=2

0

ph31=0 2 2 0 0 2 2 0 2 002 200 2

3
2
0
2
0
2
2
0

O NN O W=
O NN O W+

ph3

ph3

ph3

ph4

ph4

ph4

ph4

ph4

phb

phb

phb

phb

phb

ph6é

ph6

ph6

ph6é

ph6

O NN O ON
O NN O ON

O NN NO = W

O NNO -, W

= W Ww -

= W W~

= W Ww -

= W W~

= W W~

= W W~

= W Ww -

= W W~
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;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;P2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;pl6: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at plil8
;dl : relaxation delay; 1-5 * Ti1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d17: delay for STE BigDelta

;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;vd : variable delay, taken from vd-list

s;NS: 8 * n, total number of scans: NS *x TDO

;DS: 4

;tdl: number of experiments = number of delays in vd-1list

;define VDLIST

;this pulse program produces a ser-file (PARMOD = 2D)
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2
; 34 22

;for z-only gradients:
;gpzl: 347
;gpz2: 22%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100

;$Id: tlir,v 1.8 2002/06/12 09:05:15 ber Exp $
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