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Abstract: Lektine sind vielversprechende Zielproteine bei der
Entdeckung von Wirkstoffen zur Bek-mpfung antibiotikare-
sistenter Keime. Noch sind aber keine nicht-kohlenhydratba-
sierten Therapeutika gegen diese Proteinklasse entwickelt
worden. Hier pr-sentieren wir eine Wirkstoff-zug-ngliche
Bindestelle im b-Propeller-Lektin BambL aus Burkholderia
ambifaria als mçgliches Ziel fgr allosterische Wirkstoffent-
wicklung. Diese Bindestelle wurde durch 19F-NMR-basiertes
Fragmentscreening und einen Computer-gestgtzten Algorith-
mus zur Vorhersage von Bindetaschen (SiteMap) identifiziert.
Die Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
Morpholinderivaten resultierte in einem vielversprechenden
Fragment mit einer Dissoziationskonstante von 0,3: 0,1 mM
und einer Ligandeneffizienz von 0,3 kcal mol@1 HA@1, das
ebenfalls die orthosterische Bindestelle moduliert. Dieser
Effekt wurde durch Mutagenese-Studien in den orthosterischen
und sekund-ren Bindestellen nachgewiesen. Diese Entdeckung
kçnnte die Entwicklung von Wirkstoffen gegen Lektine be-
schleunigen und als neuer therapeutischer Ansatz gegen anti-
biotikaresistente Erreger dienen.

Einleitung

Infektionen durch Biofilm-bildende Bakterien sind zu-
nehmend schwierig zu behandeln, da Antibiotikaresistenzen
weltweit zunehmen. Aus diesem Grund mgssen neue Ziel-
proteine und antiadh-sive Wirkstoffe identifiziert werden.

Kohlenhydratbindende Proteine (Lektine) werden von vielen
pathogenen Mikroorganismen produziert und sind an der
Erkennung des Wirts, der Adh-sion und der Biofilmbildung
beteiligt. Daher hat sich die gezielte Inhibition von Lektinen
als attraktive Strategie zur Behandlung von Pilz- und bakte-
riellen Infektionen erwiesen.[1]

Lektine von Krankheitserregern weisen h-ufig eine hohe
Affinit-t fgr Kohlenhydrate von S-ugetieren auf, was ver-
mutlich auf eine Koevolution zurgckzufghren ist.[2] So nutzen
Bakterien diese Wechselwirkungen, um sich an Oberfl-chen
des Wirts zu heften und ihn zu infizieren. Ein bekanntes
Beispiel ist das b-Propellerlektin BambL des Gram-negativen
Bakteriums Burkholderia ambifaria.[3] Dieser opportunisti-
sche Erreger gehçrt zu einer Gruppe eng verwandter Bakte-
rienst-mme, dem Burkholderia-cepacia-Komplex, der chro-
nische Infektionen verursacht und Resistenzen gegen zahl-
reiche Antibiotika aufweist. B. ambifaria bef-llt Immunge-
schw-chte sowie Patienten mit zystischer Fibrose (Mukovi-
szidose; CF) und kann Lungenentzgndungen,
Atemwegsversagen und Bakteri-mie verursachen.[4] Dargber
hinaus verursacht B. ambifaria sporadische Ausbrgche; die
Epidemiologie ist jedoch nach wie vor nicht eindeutig be-
kannt.[5] Es gibt Hinweise darauf, dass BambL neben der
bekannten Rolle in der Anhaftung an das menschliche
Lungenepithel weitere Funktionen in der Beeinflussung
zellul-rer Prozesse des Wirts hat.[6] Daher ist die Blockierung
der Kohlenhydrat-BambL-Wechselwirkungen ein potenziel-
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ler Weg zur Behandlung chronischer Infektionen. Es sind
dafgr jedoch neue Strategien fgr die Entwicklung von Inhi-
bitoren erforderlich.

Die Kristallstruktur von BambL zeigt, dass das Protein
aus zwei -hnlichen Dom-nen besteht und zu einem 6-
bl-ttrigen b-Propeller mit 6 Fucose-Bindestellen trimeri-
siert.[3] Die b-Propeller-Struktur von Lektinen aus Bakterien
und Pilzen ist eine effiziente kohlenhydratbindende Protein-
faltung, in der alle Bindestellen auf einer Seite einer Donut-
Form liegen.[7] In den letzten Jahren wurden mehrere Hemm-
stoffe fgr BambL publiziert. BambL hat eine starke Affinit-t
fgr a-l-fucosylierte Monosaccharide (Methyl-a-l-fucopyra-
nosid (MeFuc), Kd = 1 mM) und komplexe Kohlenhydrate (H-
Typ-2-Tetrasaccharid, Kd = 7,5 mM), weshalb sich die Ent-
wicklung von Inhibitoren auf die Verwendung von Kohlen-
hydraten als Ausgangspunkt fokussierte.[3] Dieser Ansatz
lieferte potente monovalente Aryl-a-O-fucosid-basierte Inhi-
bitoren fgr BambL mit einer vergleichbaren Affinit-t wie
MeFuc.[8] Dargber hinaus verbesserten multivalente Verbin-
dungen mit 4 bis 6 Fucose- oder Aryl-a-O-fucosyl-Analoga
die Selektivit-t und die Affinit-t gegengber BambL mit Kd-
Werten zwischen 10 und 80 nM.[8a, 9] Der grçßte Nachteil
solcher komplexen Hemmstoffe ist jedoch ihre Molekglgrç-
ße, die ihre orale Bioverfggbarkeit einschr-nkt und damit die
kgnftige klinische Zulassung erschwert.[10] Folglich ist es
erstrebenswert, kleine und oral bioverfggbare Wirkstoff-
-hnliche Molekgle zu identifizieren, die auf Lektine von
Krankheitserregern abzielen. Dies stellt jedoch eine Heraus-
forderung dar.

Lektine werden wegen ihrer hydrophilen und lçsungsmit-
telexponierten orthosterischen Kohlenhydrat-Bindestellen
mit einem niedrigen Druggability-Index assoziiert.[10, 11] Um
diese Einschr-nkung zu gberwinden, haben wir zuvor das
Konzept von allosterischen Modulatoren fgr S-ugetierlektine
untersucht.[12] Allosterische Modulatoren erkennen nicht die
orthosterische Bindestelle, sondern eine alternative (alloste-
rische) Bindetasche, welche die orthosterische Stelle beein-
flusst und umgekehrt. Fgr C-Typ-S-ugetierlektine wie DC-
SIGN (CD209) wurden mehrere allosterische Taschen iden-
tifiziert, die zur Wirkstoffentwicklung dienen kçnnen.[13] Es
wurde zudem ein allosterisches Netzwerk innerhalb der
Kohlenhydrat-Bindungsdom-ne von Langerin (CD207) ent-
deckt, das die Ca2+-Affinit-t beeinflusst. Anschließend wur-
den allosterische Inhibitoren fgr Langerin entwickelt, was das
Vorhandensein einer allosterischen Kommunikation in S-u-
getier-Lektinen best-tigte.[12a, 14] Insgesamt zeigten diese Ent-
deckungen das Potenzial fgr weitere allosterische Bindeta-
schen in Lektinen auf.

Daher haben wir beschlossen, b-Propeller-Lektine auf das
Vorhandensein allosterischer Bindetaschen zu untersuchen,
mit Fokus auf das bakterielle Lektin BambL. Zur Identifi-
zierung von Fragmenten gegen BambL wurde ein Frag-
mentscreening mit 19F- und T2-gefilterter (CPMG)-NMR
durchgefghrt. Die Validierung von Treffern erfolgte durch
Oberfl-chenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und
proteinbeobachtete 1H-15N-HSQC–TROSY-NMR (TROSY-
NMR). Die Affinit-t und potenzielle modulatorische Eigen-
schaften der Fragmente wurden in drei orthogonalen NMR-
Experimenten (TROSY-, PrOF-[15] und 19F-R2-gefiltertes-

NMR) bestimmt. Schließlich wurde eine computergestgtzte
Analyse zur Vorhersage von Wirkstoff-zug-nglichen Binde-
stellen in BambL angewendet und experimentell durch
zielgerichtete Mutagenese- und NMR-Studien validiert.

Ergebnisse und Diskussion

Fragmentbasiertes Wirkstoffscreening gegen b-Propeller-Lektine

Die 19F- und T2-gefilterte (CPMG)-NMR-Methode wird
h-ufig zum Nachweis schwacher Fragment-Protein-Interak-
tionen verwendet.[16] Dies ist auf die T2-Relaxation des 19F-
Kerns zurgckzufghren, die sehr empfindlich auf die Ver-n-
derung der molekularen Beweglichkeit der kleinen Molekgle
im Protein-freien und -gebundenen Zustand reagiert.[17] Da-
her wird das 19F-NMR-basierte Fragmentscreening h-ufig bei
der Wirkstoffentdeckung eingesetzt, um die Druggability von
Proteinen abzusch-tzen. Zuvor haben wir diese Strategie
erfolgreich verwendet, um Fragmente fgr S-ugetierlektine zu
identifizieren.[11–13, 18] Aus diesem Grund haben wir hier diese
Methode auf BambL sowie die verwandten b-Propeller-
Lektine RSL und AFL des Bakteriums Ralstonia solanacea-
rum und des Pilzes Aspergillus fumigatus angewendet (Ab-
bildung 1 a). Beide Lektine weisen Sequenz- und Struktur-
-hnlichkeiten mit BambL auf (RSL: 76% Sequenzidentit-t,
RMSD = 0,56 c, AFL: 39% Sequenzidentit-t, RMSD =

1,84 c). ihnlich wie BambL zeigen AFL und RSL eine
niedrige mikromolare Affinit-t fgr terminale a-l-Fucose auf
tierischen und pflanzlichen Kohlenhydraten mit einer Affini-
t-t (Kd) von 76,4 mM bzw. 0,64 mM.[19]

Fgr die Bewertung der Druggability von b-Propeller-
Lektinen wurden 350 Fragmente gegen BambL, RSL und
AFL mittels 19F- und CPMG-NMR gescreent. Dabei wurden
die chemischen Verschiebungen (CSPs) oder die inderungen
der Peakintensit-ten der 19F-Resonanzen sorgf-ltig unter-
sucht. Fragmente mit CSP > 0,01 ppm oder einer Peakver-
ringerung von 25–50% wurden als 19F-Treffer mit „hoher“
bzw. „niedriger“ Sicherheit definiert. In den CPMG-NMR-
Spektren wurden Ver-nderungen der Peakintensit-t von 20–
50% bzw. gber 50 % als CPMG-Treffer mit „niedrigem“ bzw.
„hohem“ Vertrauen definiert. Anschließend wurden lediglich
Fragmente weiterverfolgt, die eines der drei Kriterien erfgll-
ten: 1) nur 19F-Treffer, 2) 19F- und CPMG-Treffer und
3) CPMG-Treffer mit „hohem“ Vertrauen. Abbildung 1b
zeigt als Beispiel die Identifizierung des Fragments 24, das
im CPMG-NMR-Experiment an BambL gebunden ist. Sol-
che Fragmente wurden zur Ableitung der Gesamttrefferquo-
te verwendet. Interessanterweise zeigten b-Propeller-Lektine
ungewçhnlich hohe Trefferquoten, n-mlich 33% und 48%
fgr RSL bzw. AFL/BambL. Gesamttrefferquoten in dieser
Grçßenordnung in einem Fragmentscreening lassen sich
entweder auf eine große Anzahl von Frequent-Hitters
(FHs) oder auf das Vorhandensein von Wirkstoff-zug-ngli-
chen Bindestellen zurgckfghren.[20] Der Beitrag mçglicher
FHs zu den Gesamttrefferquoten ist vermutlich jedoch eher
gering, da frghere Studien, die mit derselben Bibliothek 10–
15% Trefferquoten gegen C-Typ-Lektine ermittelten, die
meisten Treffer als spezifisch einstuften.[11, 13,18b] Um die
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Anzahl der potenziellen Treffer weiter einzugrenzen, unter-
suchten wir die Fragmente, die auf die orthosterische Stelle
abzielen, unter Verwendung von 10 mM MeFuc als Kompe-
titor. 3berraschenderweise wurden fgr die orthosterischen
Bindestellen von BambL nur zwei Fragmente mit „niedri-
gem“ Vertrauen (< 1%) identifiziert, w-hrend fgr AFL und
RSL 17% bzw. 5% Fragmente fgr die orthosterischen Stellen
beobachtet wurden (Fragmente 79 und 80, Abbildung 1b).

Zur Identifizierung der potenziellen Fragment-Bindestel-
len in b-Propeller-Lektinen nutzten wir einen Vorhersage-
Algorithmus fgr Bindetaschen (SiteMap).[21] SiteMap identi-
fizierte drei Wirkstoff-zug-ngliche Bindetaschen in den Kris-
tallstrukturen von BambL im Komplex mit a-l-Fucose (PDB-
ID: 3ZW0, Abbildung S1) oder H-Typ-2-Tetrasaccharid
(PDB-ID: 3ZZV),[3] sowie in RSL (apo und holo, Abbil-
dung S2a,c). Dargber hinaus wurde in AFL eine Wirkstoff-
zug-ngliche Bindestelle mit einer anderen Form und Grçße
identifiziert (Abbildung S3). Im Gegensatz dazu befanden
sich die vorhergesagten Bindestellen in BambL und RSL in
denselben Bereichen mit leicht abweichenden Formen und
Grçßen, was auf Unterschiede in den Aminos-ureresten der
Bindestellen zurgckzufghren ist (Abbildung S2 b,d).

Zusammengefasst deuten die hohen Trefferquoten in der
19F-NMR sowie die Bindetaschen-Vorhersage durch SiteMap
auf das Vorhandensein Wirkstoff-zug-nglicher Bindetaschen
in b-Propeller-Lektinen hin, die wirkstoff-hnliche Molekgle
aufnehmen kçnnen.

Wirkstoff-zug-ngliche Bindestellen in BambL

Wir w-hlten BambL als Beispiel, um das Vorhandensein
Wirkstoff-zug-nglicher Bindestellen in b-Propeller-Lektinen
zu untersuchen. Angesichts der großen Zahl von 19F-NMR-
Treffern konzentrierten wir uns auf 111 Fragmente mit den
st-rksten Effekten in der 19F- und CPMG-NMR (Abbil-
dung S4a). Davon wurden 13 Verbindungen aufgrund ihrer
schlechten Lçslichkeit nicht weiter untersucht. Die verblei-
benden 98 Fragmente wurden dem orthogonalen Screening
mittels SPR und TROSY-NMR unterzogen. Zudem wurde
die Bindung an BambL fgr 78 von 91 Fragmenten best-tigt
(Abbildungen 1c und S4 b). Zur weiteren Reduzierung der
Trefferzahlen wurde TROSY-NMR als „Goldstandard“ fgr
die Validierung von Fragmentbindung eingesetzt.[22] Zuerst
wurden mittels zielgerichteter Mutagenese sieben 1H-15N-
Resonanzen durch TROSY-NMR charakterisiert, wie in den
Hintergrundinformationen beschrieben. Dargber hinaus be-
st-tigten wir mittels SPR, 19F- und TROSY-NMR die Bindung
von 10 aus 39 Fragmenten an BambL (Abbildung S4 c). Diese
wurden schließlich mittels TROSY-NMR auf eine dosisab-
h-ngige Bindung untersucht. Dadurch identifizierten wir die
Fragmente 10, 12 und 24 fgr BambL (Abbildung S5 a).
Interessanterweise folgten die CSPs nicht demselben Vektor.
Dies deutete auf einen komplizierteren Bindungsmechanis-
mus als ein 1:1-Modell hin, das wir jedoch zur n-herungswei-
sen Bestimmung der Affinit-ten (Kd) und Ligandeneffizien-
zen (LE) verwendeten.[23] Fragment 24 zeigte eine zweifach

Abbildung 1. Untersuchung der Druggability von b-Propeller-Lektinen. a) Cartoon-Darstellungen der Kristallstrukturen verschiedener b-Propeller-
Lektine: BambL im Komplex mit l-Fucose (orange, PDB-ID: 3ZZV), RSL (PDB-ID: 3ZI8) und AFL (PDB-ID: 4AGI). b) Die CPMG-NMR-Spektren
zeigen 19F-Resonanzen der Fragmente 24, 79 und 80, die in Gegenwart von 20 mM BambL/AFL und 40 mM RSL einen starken Linienverbreiterungs-
effekt (gestrichelte Linie) zeigten. Die Fragmente 79 und 80 wurden aus ihren Bindestellen durch die Zugabe von 10 mM MeFuc entfernt.
c) Abgebildet sind die Strukturen von Treffern ffr BambL, die durch SPR und TROSY-NMR best-tigt wurden (oben). SPR-Sensorgramme zeigen
die Bindung von 24 an BambL bei zwei Konzentrationen: 0,2 mM und 1 mM (unten).
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st-rkere Affinit-t (Kd = 0,4: 0,2 mM, Abbildung S5 b) und
einen besseren LE-Wert von 0,29 kcal mol@1 HA@1 als 10
(Kd = 0,8: 0,4 mM, LE = 0,23) und 12 (Kd = 0,9: 0,3 mM,
LE = 0,21). Um abzusch-tzen, ob 24 als guter Ausgangspunkt
fgr die Wirkstoffentwicklung dienen kçnnte, gberprgften wir
seine Wechselwirkung mit BambL in einem orthogonalen 19F-
R2-gefilterten NMR-Assay (Abbildung S6), der einen ver-
gleichbaren Kd-Wert ergab (Kd = 0,3: 0,1 mM, LE = 0,3 kcal
mol@1 HA@1).

Parallel dazu untersuchten wir, ob die vorhergesagten
Wirkstoff-zug-nglichen Bindestellen in BambL die Fragmen-
te 10, 12 und 24 aufnehmen kçnnen. Drei Wirkstoff-zug-ng-
liche Bindestellen wurden mit SiteMap in BambL identifi-
ziert. Allerdings stellten wir nur geringe Unterschiede in den
vorhergesagten Stellen der Kristallstruktur (PDB: 3ZW0)
fest. Zum Beispiel zeigten K23 (in drei Stellen) und L87 (in
einer Stelle) Unterschiede in der Seitenkettenausrichtung, die
die Form und Grçße der vorhergesagten Bindestellen leicht
ver-ndern kçnnen. Wir vermuteten, dass dies auf unter-
schiedliche Ausrichtungen der Seitenketten in den Kristall-
strukturen zurgckzufghren ist, welche jedoch in Lçsung
vergleichbar sein kçnnten. Daher w-hlten wir nur eine der
Stellen fgr die Docking-Studie aus, die sich an der Schnitt-
stelle zwischen den Monomeren nahe dem C-Terminus
befindet und enge Kan-le bildet (T18, N20, K23, T25, G67,
T69, G86 und L87, Abbildungen 2a und S7). Außerdem
kçnnen die hydrophilen Aminos-uren in der Tasche die
Aufnahme von Liganden mit polaren Gruppen ermçglichen.
Folglich dockten wir die Fragmente 10, 12 und 24 mit Glide
(v. 7.8) erfolgreich an der vorhergesagten Stelle an (Abbil-
dungen 2b und S8). Die Docking-Studie ergab, dass sechs
Aminos-uren (T18, K23, T25, G67, Y84 und L87) eine
Schlgsselrolle bei der Fragmentbindung spielen. Insbesonde-
re 24 zeigte eine Bindung an die vorhergesagte Stelle mit
nahezu identischer Position, mit einem geringen Unterschied
in der Ausrichtung des Morpholinrings in verschiedenen
Bindungspositionen (Abbildung S9). Ebenso wurden Frag-
mente 12 und 10 an die Bindestelle gedockt, welche Wasser-
stoffbrgckenbindungen mit den identifizierten Aminos-uren
zeigten.

Um diese Vorhersage experimentell zu untermauern,
quantifizierten wir die inderungen der chemischen Verschie-
bung in TROSY-NMR-Spektren von 15N-BambL in Gegen-
wart der Fragmente 10, 12 und 24. Die Fragmente beeinfluss-
ten die gleichen Resonanzen in 15N-BambL. Dies deutet
darauf hin, dass sie die gleiche Bindestelle in BambL erken-
nen, was unsere rechnergestgtzte Vorhersage der Bindetasche
best-tigte (Abbildung 2c–e).

Als N-chstes best-tigten wir, dass 24 eine Wirkstoff-
zug-ngliche Tasche in BambL bindet, die sich von der
orthosterischen Bindestelle unterscheidet. Dazu verwendeten
wir CPMG-NMR mit 24 als 19F-Reporter und 2-Desoxy-2-
fluor-l-fucose (2FF) als Kompetitor (Abbildung 2 f). Im
Vergleich zu MeFuc bindet 2FF schw-cher an die orthoste-
rische Stelle von BambL (Kd = 18,8: 2,3 mM[24]) und hat
daher eine bessere Chance auf eine Kompetition von 24. In
der Tat zeigte 2FF eine dosisabh-ngige Bindung an BambL
mit einem IC50-Wert von 0,19: 0,02 mM, der 10-mal schw--
cher ist als zuvor berichtet (IC50 = 0,02 mM,[24] Abbil-

dung 2g). 2FF konnte 24 teilweise verdr-ngen. Wir folgerten
daraus, dass 24 eine Wirkstoff-zug-ngliche Tasche in BambL
bindet.

Weiterhin haben wir den Effekt der Bindung von 24 auf
die orthosterische Seite von BambL mittels der Protein-
basierten 19F-(PrOF-)NMR-Methode untersucht.[15] PrOF-
NMR hat sich bereits bei der Identifizierung kleiner Mole-
kgle bew-hrt, die auf das bakterielle Lektin LecA abzielen.[25]

Da das BambL-Monomer sechs Tryptophan-Reste in der
Kohlenhydratbindestelle enth-lt (Abbildung S10a), gber-
prgften wir die Auswirkung der Fragmentbindung auf die
orthosterische Bindestelle mit PrOF-NMR. Zu diesem
Zweck haben wir Tryptophan-Reste in BambL durch 5-
Fluortryptophan (5FW) ersetzt, wobei wir vier der sechs 5FW
durch zielgerichtete Mutagenese zuordneten (Abbil-
dung S10b). Als N-chstes best-tigten wir die Aktivit-t von
5FW-BambL mit MeFuc und 2FF, wobei alle sechs 5FWs
einen langsamen Austausch auf der NMR-Zeitskala zeigten
(Abbildung S10c,d). Es zeigte sich, dass beide natgrlichen
Liganden starke Binder sind. Daher war diese Methode nicht
gut geeignet, um die Affinit-ten von MeFuc und 2FF zu
bestimmen. Dies erschwerte die genaue Ableitung der Kd-
Werte (2FF: Kd = 46: 11 mM im Vergleich zu berichteten
Kd = 18,8: 2,3 mM[24] (Abbildung S10e)). Dies ist nicht gber-
raschend, weil zuvor auch -hnliche Einschr-nkungen bei 1H-
15N-HSQC-NMR festgestellt wurden.[26] Die PrOF-NMR
verifizierte jedoch die Auswirkungen der Bindung der Frag-
mente (10, 12 und 24) an die orthosterische Stelle von 5FW-
BambL gber W51, W72 und W79/W34 (W2 und W5, Abbil-
dung S11, Tabelle S1). Dargber hinaus fghrte die Titration
von 24 an 5FW-BambL zu einer dosisabh-ngigen CSP-
inderung von 5FWs mit einem Kd-Wert von 0,3: 0,1 mM,
was mit unseren frgheren Ergebnissen gbereinstimmt (Ab-
bildung 2 h,i). Als N-chstes haben wir untersucht, ob die
Fragmente die Interaktion von 5FW-BambL mit 2FF hem-
men kçnnen. Interessanterweise blieb 24 in Gegenwart von
2FF an 5FW-BambL gebunden (Abbildung S10 f), ebenso wie
12 (Abbildung S10g). Allerdings hemmte 24 die Interaktion
zwischen 2FF und 5FW-BambL in diesem Experiment nicht
(Kd = 52: 3 mM, Abbildung S10h), was im Widerspruch zu
unserem 19F-NMR-Ergebnis steht. Die modulatorischen Ei-
genschaften von 24 sind daher noch zu beweisen.

Insgesamt best-tigten die computergestgtzten und expe-
rimentellen Analysen mit 19F-NMR das Vorhandensein Wirk-
stoff-zug-nglicher Bindestellen in BambL. Trotz des nicht
schlgssigen Ergebnisses bezgglich der hemmenden Eigen-
schaften von 24 zeigte die PrOF-NMR, dass die Bindung der
Fragmente 10, 12 und 24 die orthosterische Stelle in BambL
beeinflusste, was stark auf das Vorhandensein einer Kommu-
nikation zwischen der orthosterischen und der vorhergesag-
ten Bindestelle hindeutet. Daher wurde 24 weiteren Studien
unterzogen.

Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung (SAR) von 24

Das Ziel der SAR-Studie war es, die Affinit-t von 24
mithilfe kommerziell erh-ltlicher Analoga zu verbessern
(Tabelle S2, Abbildung 3a). Zu diesem Zweck wurden rech-
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nerische und experimentelle Methoden verwendet. Wir tes-
teten 16 Analoga von 24 mittels TROSY-NMR (Abbil-
dung S12). Die Bedeutung der Morpholingruppe in 24 wurde
best-tigt, da deren Austausch gegen Piperidin (84), Morpho-
lin-3-on (91) bzw. Tetrahydro-2H-pyran-4-ol (92) die Bindung
vollst-ndig oder teilweise aufhob (Abbildung S13a). Weiter-
hin wurde die Einfghrung einer Aminogruppe in 4-(2-Ami-
noethyl)morpholin (90) im Gegensatz zu einer hydrophobe-

ren und sperrigeren Ver-nderung wie 5-Brompyrimidin (89,
Abbildung S13b) toleriert. Allerdings verhinderte der Ersatz
(95) oder das Entfernen (96) von CF3 oder die inderung der
Position der Benzylgruppe von Position 1 (96) auf 2 (87) die
BambL-Bindung nicht (Daten nicht gezeigt). Daher unter-
suchten wir die Rolle der Benzylgruppe, indem wir sie durch
1,3-Dichlorbenzol (86), 3-Methylpyrazol (88), Methylacetat
(98), N-Formylpiperidin (97), Tetrazol (83), 2-Brom (85) oder

Abbildung 2. Identifizierung der Wirkstoff-zug-nglichen Bindestellen in BambL. a) BambL beherbergt drei potenzielle Wirkstoff-zug-ngliche
Bindestellen (PDB-ID: 3ZW0), w-hrend nur eine davon (vergrçßerte Ansicht) die Fragmente 24, 12 und 10 aufnehmen kann. b) Docking-Posen
von 24, 12 und 10. c) TROSY-NMR von 15N-BambL mit DMSO oder 24. d) Dargestellt ist ein Beispiel ffr dosisabh-ngige CSPs nach Zugabe von
24, 12 und 10. e) Die CSP-Diagramme ffr 24, 12 und 10 zeigen, dass die Fragmente -hnliche Resonanzen in 15N-BambL stçren, wobei 24 im
Vergleich zu 12 und 10 ein grçßeres Ausmaß an CSPs aufweist. Die gestrichelte Linie zeigt CSPs >0,01 ppm. f, g) Kompetitives T2-gefiltertes 19F-
NMR ergab den IC50-Wert von 2FF in Gegenwart von 1 mM 24 und 0,1 mM BambL. Bemerkenswert ist, dass 2FF nur teilweise mit 24
kompetitierte, was darauf hindeutet, dass 24 weit entfernt von der orthosterischen Bindestelle an BambL bindet. h) PrOF-NMR von 0,1 mM 5FW-
BambL zeigt CSPs aller sechs 5FW-Resonanzen in Gegenwart von 1 mM 2FF. Darfber hinaus wurden W79/W34 (W2 und W5, nicht zugeordnet),
W72 und W51 gestçrt, was eine Auswirkung von Bindern an entfernten Stellen auf die Kohlenhydratbindestelle zeigt. i) 1:1-Bindungsmodell der
PrOF-NMR-Titrationsdaten. Die CSPs von W79/W34 (W2) wurden nach Zugabe von 24 genutzt, um die Affinit-t abzuleiten.

Angewandte
ChemieForschungsartikel

Angew. Chem. 2022, 134, e202109339 (5 of 9) T 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie verçffentlicht von Wiley-VCH GmbH



Thiophen (94) ersetzten. Die entsprechenden Analoga 83, 85,
86, 88 und 94 bewahrten die Bindung an 15N-BambL (Abbil-
dungen S14a und 3 b). Im Vergleich zu 24 bewirkte 83 mehr
Gesamt-CSP gber 0,01 ppm in 15N-BambL. Dies best-tigten
wir in einem kompetitiven Experiment mittels 19F-CPMG-
NMR (Abbildung 3c). In dieser Studie wurde 10 mM 24
vollst-ndig durch 10 mM 83 kompetitiert. Dies zeigte, dass
beide Fragmente dieselbe Bindetasche erkennen und 83 eine
potenziell st-rkere Bindung als 24 aufweist (Abbildung 3d).
Interessanterweise best-tigten sechs Analoga von 83 (99–104,
Tabelle S2) die Wichtigkeit der Tetrazol- (100) und Morpho-
lingruppen (104) fgr die Bindung von 83 an die Wirkstoff-
zug-ngliche Stelle angesichts der nicht vorhandenen Bindung
in der TROSY-NMR (Abbildung S14b). Daher werden wir
83 in zukgnftigen Studien weiter untersuchen.

Wir fghrten rechnerische Docking-Analysen von fgnf
Derivaten von 24 (83, 84, 87, 90 und 94) durch, um zu prgfen,
ob die vorhergesagte Bindetasche in BambL diese Verbin-
dungen aufnehmen kann. Wir w-hlten diese Fragmente, um
die Bedeutung der Morpholin- und Benzylgruppen zu gber-
prgfen. Es zeigte sich, dass alle Verbindungen in der Binde-

tasche untergebracht werden konnten, w-hrend 84 keine
elektrostatischen Wechselwirkungen bildete (Abbil-
dung S15). Diese Beobachtungen best-tigten unsere experi-
mentellen Daten, die zeigen, dass die Morpholingruppe (24)
eine wichtige Rolle bei der Bindung von BambL spielt, wie
fgr 87 gezeigt wurde, w-hrend andere Teile von 24 austausch-
bar sind (siehe z.B. 83 und 94). Als N-chstes best-tigten wir,
dass das Analogon 83 die orthosterische Bindestelle von
5FW-BambL in der PrOF-NMR beeinflussen kann (Abbil-
dung 3e). Tats-chlich stçrte 83 W79/W34 (W2 und W5), W51
und W72 -hnlich wie die ursprgngliche Verbindung 24, jedoch
mit grçßeren chemischen Verschiebungen (CSPs) von 5FW-
Resonanzen.

Insgesamt best-tigte unsere SAR-Studie das Vorhanden-
sein einer sekund-ren Stelle in BambL, die wirkstoff-hnliche
Substanzen binden kann. Dargber hinaus hatte die Bindung
der Fragmente 24 und 83 an die sekund-re Bindetasche von
BambL Auswirkungen auf die orthosterische Stelle, was auf
eine Kommunikation zwischen beiden Bindestellen schließen
l-sst.

Abbildung 3. Struktur-Aktivit-ts-Beziehung von 24. a) Gezeigt sind 16 von 22 kommerziell erh-ltlichen strukturellen Derivaten von 24, die mittels
TROSY-NMR analysiert wurden. b) TROSY-NMR (oben) von 15N-BambL in Gegenwart von DMSO (grau), 83 (blau) oder 24 (rot). Qualitative
Analyse von TROSY-NMR (unten). Die gestrichelte Linie zeigt CSPs >0.01 ppm. c) Der Gesamtprozentsatz der TROSY-NMR-abgeleiteten CSPs
zeigt, dass 83 (31%) und 99 (33%) mehr CSPs in 15N-BambL verglichen zu 24 (gestrichelte Linie, 27%) erzeugten. d) 0.1 mM 83 verdr-ngte
0.1 mM 24 von seiner Bindestelle in 19F-CPMG-NMR. e) PrOF-NMR von 0.1 mM 5FW-BambL mit 1 mM 83 und 1 mM 24, die CSPs von 5FW-
Resonanzen (gestrichelte Linie) zeigten, was eine Auswirkung beider Fragmente auf die orthosterische Stelle von 5FW-BambL belegt.
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Kommunikation zwischen der Kohlenhydrat- und sekund-ren
Bindestellen in BambL

Um die allosterische Kommunikation in BambL nachzu-
weisen, wurden vier (W8F, W51F, W72F und W74F) bzw. drei
(T18S, T25S und L87R) Mutationen fgr die orthosterische
und die sekund-re Stelle eingefghrt (Abbildung 4a). Mittels
TROSY-NMR wurden Faltung und Aktivit-t der Proteine
best-tigt (Abbildung S16). Als N-chstes quantifizierten wir
die chemischen Verschiebungen (CSPs) der apo-Formen von
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Interessanter-
weise betrafen die CSPs die Aminos-urereste sowohl in der
unmittelbaren Peripherie als auch entfernte Reste, wie es fgr

die Mutanten W51F und T18S gezeigt wurde. Hier wurde eine
chemische Verschiebung von W72 sowohl bei WT- als auch
bei T18S-Mutanten festgestellt, die sich entlang desselben
Vektors bewegen (Abbildung 4b). Die Quantifizierung der
CSPs von apo-WT zu anderen apo-Mutanten (W8F, W72F,
W74F, L87R und T18S) zeigte, dass die Konformations-nde-
rungen in 15N-BambL auf denselben Pfaden verlaufen, was
indikativ fgr allosterische Proteine ist (Abbildung 4c).[27]

Weiterhin untersuchten wir, ob die Mutation in der sekund--
ren Tasche die Affinit-t von BambL zu Kohlenhydraten
ver-ndern kçnnte. Dazu titrierten wir 2FF und ein komplexes
Kohlenhydrat (F-H Typ 2) zu BambL-WT und -T18S (Abbil-
dungen 4d und S17a). Im Vergleich zu BambL-WT behielt

Abbildung 4. Charakterisierung der Wirkstoff-zug-nglichen Bindestelle in BambL. a) Ansichten von oben und unten auf die orthosterische (rot)
und potenzielle allosterische Stelle (blau) in der Kristallstruktur von BambL komplexiert mit l-Fucose (orange, PDB-ID: 3ZZV). Einzelpunktmu-
tationen in der orthosterischen und sekund-ren Stelle wurden eingeffgt, um die Kommunikation zwischen beiden Stellen zu untersuchen. b) Die
3berlagerung der 15N-TROSY-NMR-Spektren von BambL-WT, -W51F und -T18S zeigt die Konformations-nderungen, die durch die beiden
zielgerichteten Mutationen eingeffhrt wurden. Bemerkenswert ist, dass die Mutationen W51F und T18S identische Ver-nderungen an anderen
Resonanzen in den orthosterischen (W72) und sekund-ren Stellen (L87R) von BambL bewirkten. c) CSP-Untersuchungen der mutierten apo-
Formen im Vergleich zu BambL-WT zeigen ein unver-ndertes CSP-Muster sowohl bei Tryptophan- als auch bei allosterischen Taschenmutanten.
d) 19F-NMR-Spektren von 2FF in Gegenwart von BambL-WT und -T18S. e) Die Bestimmung der 2FF-Kd-Werte ffr BambL-T18S ergab eine
vergleichbare Affinit-t im Vergleich zu BambL-WT. f) 19F-CPMG-NMR von 24 mit BambL-WT, -T18S und -L87R best-tigt die vorhergesagte Stelle,
da sich die Peakintensit-t bei den Mutanten nicht ver-ndert (gestrichelte Linie). g) Die Bindung von 83 an W51F und T18S ffhrte im Vergleich zu
WT zu einer geringeren Gesamtzahl von CSPs oberhalb des Schwellenwerts von 0,01 ppm, was eine Kommunikation zwischen der orthosterischen
und der entfernten Stelle best-tigt.

Angewandte
ChemieForschungsartikel

Angew. Chem. 2022, 134, e202109339 (7 of 9) T 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie verçffentlicht von Wiley-VCH GmbH



T18S seine Affinit-t fgr 2FF bei (Abbildung 4e, WT: Kd =

7,9: 0,2 mM, T18S: Kd = 8,2: 0,2 mM). BambL-T18S zeigte
jedoch eine fast zweifach geringere Affinit-t fgr F-H Typ 2
(Abbildung S17b, Kd = 16,7: 2,5 mM) als BambL-WT (Kd =

9: 2 mM[28]). Um die Bindung von F-H Typ 2 an 15N-BambL-
T18S zu gberprgfen, verwendeten wir TROSY-NMR und
verglichen die CSPs mit dem WT-Protein (Abbildung S17c).
Die T18S-Mutation verringerte das Ausmaß der CSPs in 15N-
BambL, was auf eine modulierende Wirkung der sekund-ren
Bindetasche auf die orthosterische Seite hindeutet. Aller-
dings wurde dies nur bei der Bindung komplexer Kohlenhy-
drate beobachtet (Abbildung S17d). Eine Diskrepanz zwi-
schen zwei Kohlenhydratbindestellen in der Interaktion mit
komplexen Kohlenhydraten, aber nicht mit MeFuc, wurde
vor Kurzem fgr BambL berichtet.[9a] Angesichts der fehlen-
den Affinit-ts-nderung durch 2FF vermuten wir, dass die
Hemmung der sekund-ren Stelle die Affinit-t von Kohlen-
hydrat-Liganden zu BambL verringern kçnnte, indem die
orthosterische Bindestelle zwischen zwei Monomeren, aber
nicht die innerhalb eines Monomers beeinflusst wird. Die
hexamere Struktur von BambL erschwert jedoch die Identi-
fizierung des allosterischen Netzwerkes, da die symmetriebe-
zogenen Bindestellen nahe beieinander liegen und die che-
mischen Verschiebungen durch zwei Bindungsereignisse be-
einflusst werden kçnnen. Wie bereits fgr RSL berichtet,[29]

kçnnte in Zukunft die Entwicklung eines einzigen monome-
ren neo-BambL mit kontrollierter Anzahl und Position der
Bindestellen genutzt werden, um die Auswirkungen auf
verschiedene Stellen zu unterscheiden. Diese Hypothese
erfordert weitere Untersuchungen.

Schließlich untersuchten wir die Auswirkungen der Bin-
detaschen-Mutationen auf die Bindung der st-rksten Frag-
mente 24 und 83 mittels 19F-CPMG- und TROSY-NMR.
Bemerkenswerterweise verringerten die Mutationen in den
Taschen die Bindung von 24 in der 19F-CPMG-NMR (Abbil-
dung 4 f), da die Peakintensit-t von 24 in BambL-T18S und
-L87R nicht reduziert wurden. Dargber hinaus zeigte 24 in
beiden Mutanten in TROSY-NMR-Experimenten weniger
CSPs gber dem Schwellenwert von 0,01 ppm (Abbil-
dung S18a,b), woraus wir folgern, dass die Mutationen den
Eingang in die vorhergesagte Tasche nur teilweise blockier-
ten. In -hnlicher Weise beobachteten wir diesen Effekt beim
Fragment 83 (Abbildung S19a), was mit der rechnerischen
Docking-Analyse gbereinstimmt, die das Vorhandensein von
zwei Orientierungen fgr 83 und seinem Derivat 99 nahelegt
(Abbildung S20). Interessanterweise verringerte die Mutati-
on in der orthosterischen Stelle (W51F) die Bindung von 83
-hnlich wie bei 15N-BambL-T18S und anderen Mutantionen
der Tasche (Abbildungen 4g und S19b), was die „Ende-zu-
Ende“-Kommunikation beider Stellen best-tigt.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass es in BambL
eine sekund-re Bindestelle gibt, die fgr wirkstoff-hnliche
Substanzen zug-nglich ist. Die chemischen Verschiebungen
der Backbone-Resonanzen von 15N-BambL Mutanten der
Bindetasche erstrecken sich bis zur Kohlenhydrat-Erken-
nungsstelle, was auf eine allosterische Kommunikation zwi-
schen beiden Stellen in BambL hinweist.

Zusammenfassung

Wir identifizierten eine sekund-re Bindestelle im bakte-
riellen b-Propeller-Lektin BambL, die fgr die Entwicklung
allosterischer Inhibitoren genutzt werden kçnnte. Mittels 19F-
NMR-Screening identifizierten wir wirkstoff-hnliche Sub-
stanzen, die an diese Stelle binden, welche wir mit orthogo-
nalen Methoden (SPR und TROSY-NMR) validierten. Ein
Algorithmus (SiteMap) best-tigte das Vorhandensein der
sekund-ren Bindestelle. Wir zeigten zudem, dass die Stelle
auch die wirkstoff-hnlichen Substanzen 24, 10 und 12 auf-
nehmen kann. Die SAR-Studie von 24 (Kd = 0,3: 0,1 mM,
LE = 0,3) bewies die Identit-t der Bindetasche, indem sie das
Bindungsepitop des vorhergesagten Teils des Gergsts von 24
best-tigte. Zudem hatte die Bindung der Fragmente 24 und 83
in der PrOF-NMR einen Effekt auf die orthosterische Stelle
von 5FW-BambL. Dies deutete auf eine Kommunikation
zwischen zwei r-umlich entfernten Bindestellen in BambL
hin. Durch Mutagenesestudien innerhalb der sekund-ren und
orthosterischen Stellen beobachteten wir die Konformations-
-nderungen der 15N-BambL-Rgckgratresonanzen in der
TROSY-NMR in distalen Regionen. Ein solches Verhalten
ist typisch fgr allosterische Proteine. Da Pilz- (AFL) und
bakterielle (RSL) Lektine ihnlichkeiten mit BambL bezgg-
lich Struktur, Trefferquoten und sekund-rer Bindetaschen
aufweisen, vermuten wir, dass Allosterie auch in anderen b-
Propeller-Lektinen vorhanden sein kçnnte. Diese Beobach-
tungen werden die Identifizierung allosterischer Inhibitoren
fgr mikrobielle Lektine unterstgtzen.
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