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|. Povzetek

Kljub razvoju $tevilnih protiretrovirusnih terapij je virus HIV $e vedno med vodilnimi
vzroki za obolevnost in umrljivost ljudi po vsem svetu. Virus se najpogosteje prenasa S
spolnimi odnosi skozi povrSino sluznice, zato posvecajo veliko pozornost razvoju
mikrobicidov za vaginalno in rektalno uporabo, ki bi predstavljali alternativo in/ali
dopolnilo mehanski zas¢€iti pri prepre¢evanju prenosa okuzbe. Za vdor virusa v organizem
je odgovoren za dendriti¢ne celice specifi¢ni, medceli¢no adhezijsko molekulo-3 vezo¢
neintegrin (DC-SIGN), ki je lektinski receptor tipa C izrazen posebno na dendriti¢nih
celicah. Vodilna ideja pri oblikovanju antagonistov DC-SIGN je posnemanje nativnih
ligandov receptorja in njihovo preoblikovanje v farmakolosko bolj uporabne
glikomimetike. S pomo&o 1D 'H in STD (razlika v prenosu nasicenja) NMR
spektroskopije smo dobili nove strukturne in mehanisti¢éne podrobnosti o interakcijah med
petimi razlicnimi manoznimi glikomimetiki 1-5 in DC-SIGN. Ugotovili smo, da je
manozni obro¢ najblizje povrsini receptorja in je posledi¢éno najpomembnejsi pri vezavi
liganda v ortosteri¢no vezavno mesto receptorja. Pri interakcijah z receptorjem sodelujejo
tudi aromatske skupine, vendar ne tako moc¢no kot sladkorna enota. Opazili smo, da
intenziteta STD efektov dobro korelira s substitucijo fenilne skupine pri 1-3 kot tudi z
lipofilnostjo posameznega liganda. Pokazali smo, da je vezavni nac¢in manoznega obroca
zelo podoben za 1-4. Dobro ujemanje med ligandi smo zaznali tudi za proton
naftalenskega obroca, kar nakazuje na podobne interakcije te skupine v hidrofobnem Zepku
vezavnega mesta DC-SIGN. Eksperimentalni podatki kazejo, da se vezava dendronskega
liganda 5 na DC-SIGN razlikuje v primerjavi z monovalentnimi ligandi 1-4, in sicer se
ligand 5 v vezavnem mestu zadrzi dlje, saj ne oddisocirajo vsi dendronski kraki naenkrat.
Za ligande 1-4 smo ovrednotili tudi afiniteto vezave, vrednosti Kp so bile v
submilimolarnem obmocju. Opazena je bila tudi hitra izmenjava ligandov v vezavnem
mestu. Na podlagi danih rezultatov smo =zakljuéili, da je za povecanje afinitete
monovalentnih antagonistov pomembna vecja lipofilnost in manjSa fleksibilnost spojin.
Oblikovanje ucinkovitih antagonistov DC-SIGN ne obeta samo prepreevanja okuzb z

virusom HIV-1, ampak tudi z drugimi patogeni, ki jih veze receptor.

Kljuéne besede: HIV-1, DC-SIGN, manozni antagonisti, STD NMR spektroskopija,

afiniteta vezave.



1. Abstract

Virus HIV is still one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide despite
the effort to develop new anti-HIV therapeutics. Since HIV-1 infections occur mainly via
sexual transmission through mucosal surfaces, microbicides for topical vaginal or rectal
administration constitute a promising therapeutic approach. In the future topical
microbicides can be used as an alternative and/or supplement to mechanical protection in
prevention of HIV-1 transmission. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-
3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) is a C-type lectin expressed specifically on dendritic
cells and is responsible for HIV-1 invasion. Inhibition of interactions between DC-SIGN
and HIV-1 has become a potential therapeutic strategy since it aims at preventing pathogen
entry and impeding the infection of immune defence cells. In the present study we
investigated interactions between five mannose-based ligands 1-5 and DC-SIGN using
combination of 1D *H and saturation transfer difference (STD) NMR spectroscopy. D-
mannose sugar moiety was in the closest contact with the surface of DC-SIGN and showed
the highest relative STD effects in the case of all studied ligands. The interactions between
aromatic groups and DC-SIGN were observed as well, but they exhibited weaker STD
effects in comparison to the mannose moiety. Differences in ligands’ binding affinities can
be correlated with the position of carboxylic group on the phenyl moiety in 1-3 as well as
lipophilicity of each of the ligands. Ligands 1-4 showed comparable binding mode of
mannose moiety. The normalized build-up curves for naphthalene proton exhibited
excellent correspondence and confirmed analogous binding conformation of this group in
hydrophobic groove of DC-SIGN. For ligand 5 quite different binding mode in comparison
to monovalent ligands 1-4 was observed. Determined Kp values were in lower milimolar
range for 1-4. The data also showed fast exchange of ligands in active site of DC-SIGN.
Based on our results we can conclude that less flexible ligands should be designed to
increase the binding affinity of monovalent ligands. The effective antagonists of DC-SIGN
are not only promising prevention of HIV-1 infections, but also number of other pathogens

that are recognised by receptor.

Keywords: HIV-1, DC-SIGN, mannose antagonists, STD NMR, NMR spectroscopy,
binding affinity.



I11. Seznam uporabljenih okrajsav

1D
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3D
AK
APC
CMV
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CRD
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HCV
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NMR
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NOESY
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PRR
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dvodimenzionalno (v ravnini)

tridimenzionalno, trirazsezno (v prostoru)

aminokislina

antigenpredstavitvene celice

citomegalovirus

korelacijska spektroskopija (ang. correlation spectroscopy)

domena za prepoznavo ogljikovih hidratov (ang. carbohydrate
recognition domain)

dendriti¢ne celice

za dendriti¢ne celice specifi¢ni, medceli¢no adhezijsko molekulo-3
vezo¢ neintegrin (ang. dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin)

difuzijsko odrejena spektroskopija (ang. diffusion ordered
spectroscopy)

devteriran dimetil sulfoksid

podtip virusa (pti¢je) gripe

virus hepatitisa C

virus humane imunske pomanjkljivosti

virus humane imunske pomanjkljivosti tipa 1

heteronuklearna ve¢-kvantna korelacija (ang. heteronuclear multiple
quantum coherence/correlation)

herpes simpleks virus

heteronuklearna enojno-kvantna korelacija (ang. heteronuclear
single quantum coherence/correlation)

opazovanje efektov NOE med ligandi z namenom ovrednotenja
farmakofora (ang. interligand NOEs for pharmacophore mapping)
intercelularna adhezijska molekula 2 (ang. intercellular adhesion
molecule 2)

intercelularna adhezijska molekula 3 (ang. intercellular adhesion
molecule 3)

hitrostna konstanta nasi¢enja

poglavitni histokompatibilnostni kompleks

molekulska masa

jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance)
jedrski Overhauserjev efekt (ang. nuclear Overhauser effect)
spektroskopija jedrskega Overhauserjevega efekta (ang. NOE
spectroscopy)

s patogeni povezani molekulski vzorci (ang. pathogen-associated
molecular patterns)

vzoréno prepoznavni receptorji (ang. pattern recognition receptors)
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SAR

SARS-CoV
STD
STDD

STD-AF
STDmaks
Tc

TINS NMR

TLR
TOCSY

trNOESY
UNAIDS

UNICEF
WHO

waterLOGSY

razdalja

odnos med strukturo in aktivnostjo (ang. structure-activity
relationship)

korona virus, ki povzroca sindrom akutne respiratorne stiske

razlika v prenosu nasi¢enja (ang. saturation transfer difference)
dvojna razlika v prenosu nasi¢enja (ang. saturation transfer double
difference)

STD-amplifikacijski faktor

maksimalna STD intenziteta

korelacijski ¢as

presejanje z imobiliziranimi tar¢nimi receptorji (ang. target
immobilized NMR screening)

Tollu podobni receptorji (ang. Toll-like receptors)

celotna korelacijska spektroskopija (ang. total correlation
spectroscopy)

spektroskopija prenesenega jedrskega Overhauserjevega efekta (ang.
transferred nuclear Overhauser effect spectroscopy)

skupni program Zdruzenih narodov o virusu HIV in AIDS-u
Mednarodni sklad Zdruzenih narodov za otroke

Svetovna zdravstvena organizacija

opazovanje vode okrog liganda z gradientno spektroskopijo (ang.
water ligand observation with gradient spectroscopy)



1. Uvod

Okuzbe, ki jih povzrocajo virusi, bakterije, kvasovke in paraziti, imajo ze od nekdaj
pomemben vpliv na ¢lovekovo zivljenje, njegovo obolevnost in umrljivost (1). Po podatkih
Svetovne zdravstvene organizacije so infekcijske bolezni Se¢ vedno med desetimi
najpogostej§imi vzroki smrti na svetu in glavni vzrok smrti v drzavah v razvoju (2). Med
najvecje svetovne »ubijalce« spadajo virus HIV, Mycobacterium tuberculosis, respiratorni

virusi, virusi gripe, malarija, virus ebole in virusa hepatitisa B ter C (3).

1. Imunski odziv in dendriti¢ne celice

Cloveski organizem ima za boj proti $kodljivim vplivom iz okolja dva sistema: naravno
odpornost in imunski odziv. Slednji je specifien, kar pomeni, da lahko razlikuje med
telesu lastnimi in tujimi molekulami ter ima spomin, zato se lahko ob naslednjih srecanjih
z enakim antigenom odzove bistveno hitreje in ucinkoviteje (4). Klju¢ni dogodek za
sprozitev imunskega odziva je aktivacija limfocitov T. Limfocite T aktivirajo le
profesionalne antigenpredstavitvene celice (APC), kot so makrofagi, limfociti B in
dendriti¢ne celice (DC) (4). Zadnje imajo najve¢jo zmoznost aktivacije limfocitov T in so
»glavno poveljstvo« imunskega odziva. Ceprav so DC raznolika celiéna populacija, vse
zdruzujejo podobne morfoloske lastnosti, kot so potovanje skozi tkiva in interakcije z
limfociti T in B ter naravnimi celicami ubijalkami (5). DC na periferiji vzor¢ijo antigene,
ki so prisotni v tkivih, in nato zbrane informacije o naravi patogena, 0 njegovem
patogenem potencialu in o znacilnostth naravne obrambe prenasajo v sekundarne
limfatiéne organe (4). Informacije prenesejo neaktiviranim limfocitom T, ki se tako
seznanijo o dogajanju v telesu. Ker DC zavzemajo osrednjo mesto v obrambi organizma,
so zanimive tudi kot mesto delovanja razlicnih ucinkovin, s katerimi bi lahko in situ
modulirali njihove lastnosti (5). V zadnjih letih so bile DC in vzoréno prepoznavni
receptorji (PRR), ki jih izraZajo, predmet Stevilnih raziskav (6-9). PRR, kot so Toll-u
podobni receptorji (TLR-ji), Nod-u podobni receptorji in lektinski receptorji tipa C,
prepoznavajo evolucijsko ohranjene, s patogeni povezane molekulske vzorce (PAMP), kot
so na primer strukture z bakterijskih sten, virusnih ovojnic in gliv ter virusna DNA/RNA.
V zadnjih letih so se kot nove potencialne terapevtske tarce pojavili lektinski

receptorji (10). To so receptorji, ki selektivno prepoznavajo in vezejo veliko Stevilo



razli¢nih ogljikovih hidratov (10-12). Specifi¢no prepoznavanje sladkorjev se izkorisca v
Stevilnih bioloskih procesih, tako v fizioloskih (prepoznava in vzpostavljanje stikov med
celicami ter migracija celic) kot v patofizioloskih (kontakt med patogenom in celico). Prav
zaradi slednjega oblikovanje antagonistov lektinskih receptorjev obeta razvoj novih
antimikrobnih zdravil. Najpogostejsi in najpomembnejsi so lektini tipa C. Zanimivo je, da
je od vseh 174 proteinov, ki prepoznavajo sladkorje, kar 120 uvrséenih med lektine tipa C
(10). V to skupino spada tudi receptor DC-SIGN, ki sodeluje pri okuzbi s Stevilnimi

pomembnimi mikroorganizmi.

1.1.1. DC-SIGN: prijatelj in hkrati sovraznik

DC-SIGN (za dendriticne celice specifi¢ni, medceliéno adhezijsko molekulo-3 vezoc¢
neintegrin) je lektinski receptor tipa C, izrazen posebno na DC (6, 13-15). DC-SIGN deluje
kot adhezijska molekula, ki omogo¢a migracijo DC in njihovo interakcijo z limfociti T
preko intercelularne adhezijske molekule ICAM-3. Veze tudi molekule ICAM-2, prisotne
na zilnem in limfnem endoteliju, kar omogoc¢i migracijo zrelih DC iz perifernih tkiv v
bezgavke. DC-SIGN kot PRR selektivno prepoznava PAMP-vzorce, bogate z D-manozo in
L-fukozo na virusih (HIV, HCV, CMV, denga, ebola, SARS-CoV, HSV, korona virusi,
H5N1, virus zahodnega Nila, virus oSpic), bakterijah (Heliocobacter pylori,
Mycobacterium tuberculosis, Leptospira interrogans), glivah (Candida albicans,
Aspergillus fumigatus) in nekaterih parazitih (Leishmania, Schistosoma mansoni) (15-17).
Osrednja vloga DC-SIGN je privzemanje, procesiranje in predstavitev antigenov. Pri tem
se sprozijo tudi znotrajceli¢ne signalne poti in oblikovanje ustreznega imunskega odgovora
v telesu. Ob vezavi patogena na receptor nastopi internalizacija kompleksa DC-SIGN-
patogen (slika 1). V lizosomu zaradi kislega pH-ja kompleks razpade in pride do
razgradnje patogena na manjSe fragmente. Ti delci, konjugirani s proteini MHC II, so
potem izpostavljeni na povrSini DC in pomagajo sproziti humoralni imunski odziv.
Nekateri mikroorganizmi znajo zaobiti proces razgradnje in tako uidejo nadzoru imunskih
celic (16, 17). Virus HIV tipa 1 (HIV-1) je najbolj znan primer izkori§¢anja naravne
funkcije DC-SIGN za okuzbo (6, 18). Virus izrabi DC kot trojanskega konja, da doseze
limfatiéno tkivo (predvsem CD4" T celice) (13, 15, 17, 19, 20). Prvi stik med virusom
HIV-1 in DC je vezava virusnih glikoproteinov gpl120 na DC-SIGN. Po endocitozi
kompleksa virus-receptor pride do razpada kompleksa v kislem okolju endosoma in do

razgradnje vecine virusov, medtem ko se prosti DC-SIGN reciklira nazaj na povr§ino DC



(20). Majhnemu stevilu virusov uspe pobegniti razgradnji in ostanejo vezani na DC-SIGN
in skriti v t. i. multivezikularnih telescih (21). HIV-1 v DC preprecuje zorenje teh celic,
hkrati pa spodbuja nastanek virusnih sinaps, ki so sicer znacilne le za zrele DC. Okuzene
DC prenesejo virus preko infekcijske virusne sinapse na CD4" T-celice, ki so glavna taréa
virusa, to imenujemo tudi trans prenos ali transfekcija (22). Virus izkoristi DC-SIGN tudi
za modulacijo TLR-jev in z njimi povezanih signalnih poti, da laZje pobegne nadzoru
imunskega sistema (zelene puséice na sliki 1) (15). Obstaja tudi alternativni (2. pot okuzbe
na sliki 1) nac¢in vstopa virusa v celico preko tako imenovanega cis prenosa. Po vezavi na
DC-SIGN je virus prenesen pre¢no na CD4/CCR5-receptorje, ki so izrazeni na nezrelih
DC (23), temu sledi zlitje virusne ovojnice z membrano celice in sprostitev virusne DNA,

kar tudi povzroci okuzbo DC.

HIV-1 povrsinski S %3
glikoprotein gp120 ” f o U
s HIV-1 povzrofeno DC-SIGN vezava

signaliziranje prilagodi ) HIV-1 1

cis prenos na CD4/CCRS

TLR signaliziranje, zavira na
zorenje DC in spodbuja DC-SIGN <

nastanek virusne sinpse oo
. g = =
VIRUSNA : < 1 ==
SINAPSA =
=
=
DC-SIGN
tetramer prost DC-SIGN i
internalizacija o recnk!{ra DC L
HIV-1-DC-SIGN SRR slabenicin
kompleksa sprostitev
v'endosom virusne RNA
endosom
1. pot okuzbe
koncentriranje HIV-1, HIV-1 pobegne e o/ e i
tvorba virusne sinapse in razg{a‘dny v endosomu, i
trans prenos na T-celice ~ KOpitise v Teverzng transkripclya,

.- v multivezikularnih telescih integracija virusne DNA,
transkripcija in translacija
virusne DNA,

» zdruzevanje virusnih delcev
ICAM-3-D{-SIGN 2. pot okuzbe in brstenje virusa
povezava
DENDRITICNA CELICA )

Slika 1: Prikaz okuzbe z virusom HIV-1 preko DC-SIGN (rdece in modre puséice). Z

zelenimi puséicami je prikazana modulacija signalizacije DC-SIGN. Prirejeno po (15).



1.1.2. Zgradba DC-SIGN

DC-SIGN je transmembranski receptor, sestavljen iz S§tirih domen: citoplazemske,
transmembranske, vratne in domene za prepoznavo ogljikovih hidratov (CRD) (slika 2a)
(10, 15). Zadnji dve domeni sta zunajceli¢ni in najpomembnejsi za funkcijo DC-SIGN.
CRD prepoznava in veze visoko glikozilirane proteine na povrsini patogenov (15, 18).
Interakcije v vezavnem mestu so odvisne od kalcijevih ionov, kar je znacilno za vse
lektinske receptorje tipa C. V CRD DC-SIGN je oktakoordiniran kalcijev ion, ki tvori Sest
koordinacijskih vezi z aminokislinskimi (AK) ostanki v CRD (slika 2b) in dodatni dve s
sladkornim ostankom patogena (15, 17, 24). Za AK-ostanke, Ki sestavljajo CRD, tudi velja,
da izraZzajo preferenco za vezavo hidroksilnih skupin monosaharida na poziciji 3 in 4.

a) domena, ki prepoznava b)
ogljikove hidrate (CRD)

hidrofobni ostanki
aminokislin

vratna
domena e P---nneeeeenas :

""""" polovico
ponovitve

ololol

citoplazemska

domena e

transmembranska
domena

NH;*

Slika 2. a) Struktura monomera DC-SIGN z oznac¢enimi domenami. b) Prikaz CRD z AK-

ostanki in Ca?* ionom. Prirejeno po a) (10) in b) (17).

Vratna domena je sestavljena iz sedem in pol ponovitev, vsaka ponovitev vsebuje 23 AK-
ostankov, zadnja polovicna le 15 AK-ostankov. Sedem hidrofobnih AK-ostankov, iz vsake
ponovitve po eden, je izpostavljenih, da lahko pride do tetramerizacije receptorjev DC-
SIGN (slika 3). Tetramerizacija ima velik vpliv na vezavno afiniteto receptorja DC-SIGN

in je odvisna od pH (15). Tako je vratna domena odli¢en senzor, ki uravnava ravnotezje



med monomerom in tetramerom ter posledi¢no afiniteto DC-SIGN do patogena. V kislem
okolju endosoma pride do razpada tetramera in sprostitve patogena z receptorja, kar
omogoca njegovo razgradnjo. Tetrameri tudi stabilizirajo CRD-je in jih usmerijo stran od

celiCnega povrsja.

Slika 3: Model tetramerizacije zunajcelicnih domen DC-SIGN. CRD in vratna domena se
organizirata v obliko navite tuljave. CRD je prikazan z vijoli¢no, sladkorne enote v CRD

so prikazane z oranzno, z zeleno, rdeco, modro in zeleno so prikazane vratne domene Stirih

receptorjev DC-SIGN (PDB-koda 1k9i). Prirejeno po (25).

1.2.  Virus HIV in zdravljenje

Kljub napredku in trudu, ki je bil vlozen v razvoj ucinkovitih zdravil in cepiv proti virusu
HIV, so te okuzbe Se vedno med vodilnimi vzroki za obolevnost in umrljivost po vsem
svetu (26-28). Po porocanju organizacij UNAIDS, WHO in UNICEF se je v zadnjih
desetih letih Stevilo novih okuzb z virusom HIV in smrti, povezanih z njim, sicer
zmanj$alo za 30 % (35,0 milijonov okuzenih in 1,5 milijona umrlih v letu 2013) (29-31),
vendar je epidemija virusa HIV Se vedno velika groznja predvsem v drzavah v razvoju
(32). Zmanjsanje Sirjenja virusa je odraz boljse dostopnosti obolelih do protivirusne
terapije in aktivno ozave$Canje prebivalstva 0 preventivi (29). Protivirusna terapija je
obi¢ajno Sestavljena iz kombinacije treh zdravilnih u¢inkovin (ZU), ki jo zdravnik izbere
glede na stanje pacienta in priporocene smernice (33). Optimalna zacetna retrovirusna
terapija pri pacientih, ki se odzivajo na zdravljenje, je sestavljena iz dveh nukleozidnih
inhibitorjev reverzne transkriptaze v kombinaciji s tretjo protiretrovirusno uc¢inkovino, ki
spada ali v skupino nenukleozidnih inhibitorjev reverzne transkriptaze ali v skupino

inhibitorjev HIV-proteaze, okrepljenimi z ritonavirom, ali v skupino inhibitorjev HIV-



integraze. Kombinacija zmanjsa verjetnost razvoja rezistence, hkrati pa imajo ZU razli¢na
mesta ucinkovanja in tako skupaj delujejo sinergisticno z namenom zmanj$anja
razmnozevanja virusa v telesu (33). Najpogostejsa nacina prenosa virusa sta s spolnimi
odnosi (horizontalni prenos) in z mame na otroka (vertikalni prenos) (19, 30, 34). Splosno
velja, da je virus HIV tezko prenosljiv; tveganje za okuzbo je najvecje pri nezas¢itenem
analnem receptivnem odnosu (35). Zanimivo je, da se pri heteroseksualnem spolnem
odnosu virus nekajkrat laZje prenese z okuzenega moskega na zensko kot obratno (35, 36).
Pomembni dejavniki, ki povecajo moznost okuzbe, so suhost noznice, ektopija cervikalne
sluznice in bakterijske vaginoze (34). Tudi zmanjSana plast ploscatoceli¢nih epitelijskih
celic zaradi uporabe hormonske kontracepcije, mehanskih poskodb ali okuzbe z drugimi
spolno prenosljivimi boleznimi lahko pove¢ajo moznost okuzbe. Ceprav je najboljsa
preventiva $e vedno uporaba mehanske za$¢ite (kondoma), pa bi bili izjemno uporabni tudi
drugi varni alternativni nacini (npr. lokalni mikobicidi), ki bi zavrli prenos in epidemijo
bolezni (36). Odkar je nedvoumno dokazano, da je receptor DC-SIGN pomemben za
okuzbo DC z virusom HIV-1 ali njegov prenos in je odgovoren za vdor virusa Vv
organizem, so bili uporabljeni razli¢ni pristopi pri razvoju protimikrobnih zdravil, Ki
inhibirajo interakcije med DC-SIGN in virusom HIV (6).

1.2.1. Lokalni mikrobicidi kot alternativa mehanski zas¢iti

Poglavitna ideja uporabe lokalnih mikrobicidov je zas¢ititi zenske v drzavah v razvoju pred
okuzbo s HIV-1, saj so tudi bolj dovzetne za prenos virusa z okuzenega moskega. lokalni
mikobicidi predstavljajo mozno alternativo mehanski zas¢iti (npr. kondomu) pri
prepreCevanju ne samo okuzb s HIV-1, ampak tudi z drugimi spolno prenosljivimi
boleznimi (24, 34). Farmacevtske oblike za lokalno uporabo na sluznici bi morale biti
varne, u¢inkovite in cenovno dovolj ugodne. Idealno bi bilo, da ta sredstva ne bi imela
vonja, barve in bi nudila zascito dalj ¢asa ter bi tako omogocila uporabo tudi brez vednosti
partnerja (34). Pri tem je kljunega pomena tudi, da zdravilo ne bi vplivalo na naravno
integriteto sluznice ali jo kakor koli poskodovalo glede na dejstvo, da se v takih primerih
moznost za okuzbo znatno poveca. Z lokalno aplikacijo na sluznico bi lahko dosegli tudi
dovolj visoke koncentracije zdravilne u¢inkovine za ucinkovito antagonisticno delovanje

na DC-SIGN tudi za ZU, ki imajo vrednosti ICsy v milimolarnem obmo¢ju (13).



1.2.2. Nacrtovanje antagonistov DC-SIGN

Trenutni antagonisti DC-SIGN se razlikujejo tako v strukturi kot v znacilnostih, vendar vsi
izkori$¢ajo dejstvo, da DC-SIGN veze razli¢éne manozne in fukozne glikane, izpostavljene
na povrsini mikroorganizmov (15, 18, 24). Pomanjkljivost nativnih sladkornih ligandov so
njihove slabe farmakokineti¢ne lastnosti, saj so zelo polarni in metaboli¢no nestabilni, zato
so raziskovalci oblikovali farmakologko bolj uporabne glikomimetike (37). Ceprav je
afiniteta DC-SIGN do D-manoze (Ki=13,1 mM) in L-fukoze (K = 6,7 mM) Sibka, lahko s
primernim nacrtovanjem manoznih in fukoznih glikomimetikov dosezemo visoko afiniteto
spojin do DC-SIGN, kar je osnova za terapevtsko uporabo le-teh pri omejevanju prenosa
HIV-1 (13, 16, 24, 38). Velja omeniti, da so se antagonisti na osnovi manoze izkazali za
bolj ucinkovite kot fukozni antagonisti (13, 37). Glavni razlog za to gre iskati v PAMP-
vzorcih mikroorganizmov, saj so le-ti vecinsko manozilirani (HIV-1: gpl20, M.

tuberculosis: ManLAM in drugi).

Raziskave oblikovanja terapevtsko ucinkovitih antagonistov so krenile v tri razli¢ne smeri:

e monovalentni glikomimetiki,
e vecvalentni monosaharidi/oligosaharidi ali glikomimetiki,

e neglikozidni ligandi.

Monovalentni manozni glikomimetiki so sestavljeni iz enega ali ve¢ manoznih obrocev in
imajo v povprecju vrednosti 1Csp v zgornjem milimolarnem obmocju (13). Najvecja slabost
teh ligandov je njihova nizka afiniteta do receptorja in posledi¢no nizka jakost. Pred
kratkim so bile objavljene knjiznice spojin antagonistov DC-SIGN, ki imajo na manozni
obro¢ pripete najrazli¢nejSe aromatske skupine povezane z distan¢nikom (slika 4) (24, 37).
Manozna skupina sluzi kot sidro, ki pripne spojino v CRD-receptorja, kjer tvori dve
koodinacijski vezi s Kkalcijevim ionom in dve vodikovi vezi z glutamatnima
aminokislinskima ostankoma. Z aromatskimi skupinami, vklju¢enimi v strukturo, so ciljali
razli¢ne interakcije v hidrofobnem Zepu vezavnega mesta DC-SIGN. Kot najboljsi se je

izkazal glicerolni distan¢nik.
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Slika 4: Interakcije manoznega monomera v vezavnem mestu DC-SIGN. Prirejeno po
(24).

Za najucinkovitejSe spojine iz te knjiznice so bile dolocene vrednosti ICsy v spodnjem
mikromolarnem obmodju in predstavljajo najmocénejSe monovalentne antagoniste DC-

SIGN glede na trenutna porocanja (slika 5a).

ICs5)=12.5 M \/\ I1C50=0.31 uM

Slika 5: a) Monovalentni manozni in b) neglikozidni antagonist DC-SIGN. Prirejeno po a)
(13) in b) (39).

MozZnost oblikovanja §e mocnejSih antagonistov je ponudila narava kar sama, saj se S
tetramerizacijo DC-SIGN vezavna afiniteta in avidnost receptorja do ligandov povecata.
Oblikovanje spojin, ki se vezejo na tetramerni receptor, predstavlja nacin, kako oblikovati

antagoniste z vi$jo afiniteto do receptorja (13). Med vecvalentne spojine, ki posnemajo



nativne ligande, spadajo tudi dendrimeri”. To so makromolekule z definirano globularno
strukturo in vecvalentno predstavitvijo monomernih ligandov. Njihove vrednosti 1Csy Se
gibajo v nanomolarnem obmo¢&ju (13, 40). Ce uporabimo monomerne ligande z visjo
afiniteto do DC-SIGN, ni potrebnih veliko ponovitev dendrimernih krakov, pripetih na
jedro (41). Tako ze tetramerni dendron s S$tirimi enakimi kopijami monomerov z
distan¢niki, pripetimi na kontaktno tocko, zelo uspesno prepreci interakcije med DC-SIGN

in gp120 (13, 41).

Posebno skupino antagonistov DC-SIGN predstavljajo neglikozidni ligandi, ki so bili
identificirani s pomocjo visoko zmogljivega reSetanja knjiznice spojin (13). Za te ligande
se vrednosti ICsp gibajo v spodnjem mikromolarnem obmocju (13, 39, 44, 45) (slika 5b).
Zanimiva posebnost teh ligandov je, da ne vsebujejo sladkornih enot ali jih kakor koli
posnemajo. Za ucinkovit antagonizem receptorja DC-SIGN sladkorna struktura ni nujno
potrebna, so pa imele vse te spojine skupino, ki je lahko vezala kalcijev ion (13).
Znacilnost teh ligandov je tudi, da je mehanizem delovanja drugacen in ne gre samo za

enostavni kompetitivni antagonizem kot pri sladkornih antagonistih.

1.3.  Molekulske interakcije in njihovo preucevanje v (pato)fizioloskih
procesih

Kot je bilo prikazano na primeru DC-SIGN, imajo interakcije med bioloskimi molekulami
pomembno vlogo tako v fizioloskih funkcijah (prepoznava med celicami, replikacija,
premikanje, imunski odziv ipd.) kot v procesih, ko so normalne funkcije okvarjene. Prav
raziskovanje obeh vodi do novih znanj in posledi¢no tudi identificiranja novih terapevtskih
tar¢ (46). Obicajno opazujemo interakcije med makromolekularnimi receptorji (proteini,
nukleinske kisline [DNA, RNA], lipidi [fosfolipidi, lipopolisaharidi]) in manj$imi
molekulami, ligandi (majhne organske molekule, peptidi ali nukleotidi s krajSim
zaporedjem) (47). V farmacevtski industriji in raziskovalnih ustanovah se za preucevanje
interakcij uporabljajo razliéne metode. Pogosta je X-zarkovna kristalografija, ki podaja

pomembne informacije o strukturi liganda v vezavnem mestu receptorja (48). Informacije

“ Termin dendrimer izhaja iz grike besede dendros, kar v gri¢ini pomeni drevo. Nanaia se na razvejano
strukturo sintetiziranih makromolekul s ponavljajo¢imi se strukturnimi motivi. Sestavljen je iz dendronskega
jedra (lociran v sredis¢u molekule), iz katerega izhajajo razvejane rocice (posamicno nanizane monomerne
enote). Dendron je izraz, ki se uporablja za strukturo dendrimera, ki ima namesto jedra kontaktno tocko (s
kemijsko naslovljivo skupino) (42, 43).



o kinetiki vezave podajajo povrSinska plazmonska resonanca, izotermna kalorimetrija,
mikroskalna termoforeza in bioplastna interferometrija (46, 49-51). Vedno bolj
uveljavljena in priljubljena metoda za preucevanje molekulskih interakcij je tudi
spektroskopija jedrske magnetne resonance (NMR) (46, 47). Prednost te metode je, da
opazujemo vezavo liganda in receptorja v raztopini in ni tveganja za strukturne spremembe
receptorja, kot je to mogoce pri imobilizaciji ali kristalizaciji receptorja, ki sta potrebni pri
drugih metodah (51-53). Prav tako pri meritvah ne poSkodujemo ali izgubimo vzorca. Z
NMR spektroskopijo lahko ovrednotimo tudi razli¢ne na¢ine vezave liganda v ortosteri¢no
vezavno mesto receptorja, ki jih z drugimi tehnikami ne moremo dolociti (46, 54). Pri
presajanju velikih knjiznic spojin se uporabljata predvsem dva pristopa, Ki temeljita na
NMR metodah (46, 47). Pri prvem pristopu opazujemo spremembe kemijskih premikov za
dolocena jedra atomov opazovanega receptorja v prisotnosti in odsotnosti liganda (ang.
receptor-based screening). Sem spadajo klasi¢ni dvojno in trojno resonan¢ni NMR
eksperimenti, ki se uporabljajo tudi pri NMR S$tudijah makromolekul. Te metode, najbolj
znana je »SAR by NMR«, podajo informacije o spremembah v vezavnem mestu receptorja
po vezavi liganda. Za Se posebno uporabne in uspe$ne so se izkazale pri iskanju
antagonistov interakcij med dvema proteinoma z velikima in plos¢atima vezavnima
mestoma. Pri drugem pristopu opazujemo spremembe v NMR spektru liganda pred in po
vezavi na receptor (ang. ligand-based screening). Na tem pristopu temelji kar nekaj metod,
kot so opazovanje sprememb kemijskih premikov in oblike signalov, trNOESY, NOE
Crpalni eksperiment (ang. NOE pumping experiment), waterLOGSY, INPHARMA in
TINS (46, 47, 55, 56). Med najbolj uporabljenimi pa je STD (ang. saturation transfer
difference) NMR eksperiment, ki smo ga uporabljali tudi pri nasem raziskovalnem
delu (46, 47, 53, 55, 56).

Fenomen, ki omogoca opazovanje interakcij pri vecini zgoraj omenjenih NMR metod,
imenujemo jedrski Overhauserjev efekt (ang. Nuclear Overhauser Effect (NOE)). Efekt
opazimo med dvema atomoma, Ki sta si v prostoru blizu (< 5 A) ne glede na kovalentno
strukturo. NOE lahko definiramo kot spremembo intenzitete signala doloCenega jedra
zaradi vzbujanja ali nasiCevanja resonanc¢ne frekvence drugega jedra (57). Ucinkovitost
prenosa NOE =z enega spina na drugega je mocno odvisna od njune razdalje

(proporcionalno pada z razdaljo [A], r®) in gibanja molekule (57, 58). Zaradi odvisnosti od
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razdalje je NOE glavno orodje pri ovrednotenju strukturnih znacilnosti in sterecokemije

molekul v raztopini.

1.3.1. STD NMR: priljubljena metoda za preucevanje molekulskih interakcij

STD NMR pulzno zaporedje je leta 1979 prvi¢ objavila skupina prof. Wiithricha (59), od
leta 1999 pa se SirSe uporablja pri Studijah vezave ligandov na receptorje (53, 60). STD
NMR eksperiment temelji na prenosu nasicenja z receptorja na vezan ligand (55, 61, 62).
To dosezemo tako, da selektivno nasi¢imo protone receptorja s kaskado mehkih

Gaussianovih pulzov (slika 6) (61).

A BCD QaAB/ STD spekter )

referencni I
spekter off
A

' B
on-resonanéni
spekter I |
sat { l

RECEPTOR |

prenos LIGAND

nasic¢enja molekula, ki se ne veze

nasic¢enje
proteina

Slika 6: Skica 1D STD NMR spektra (zgoraj), ki sta prikazana za primer proteinskega

receptorja in dveh molekul, ki sta v koncentracijskem presezku (spodaj). Prirejeno po (63).

Magnetizacija se s spinsko difuzijo hitro prenese po celotnem receptorju. Ce se v tem
trenutku ligand nahaja v vezavnem mestu, se nasicenje z intermolekularno relaksacijo z
receptorja prenese tudi na ligand. Protoni, ki se prostorsko nahajajo blizje povrSini
receptorja (protona A in B na sliki 6), sprejmejo vecji deleZ nasi¢enja. Medtem ko je ta
delez manjs$i pri protonih, ki so bolj oddaljeni (protona C in D na sliki 6). Na protone

ligandov, ki se ne vezejo, se ne prenese nasi¢enje (protona A’ in B' na sliki 6). Ko ligand
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oddisocira z vezavnega mesta, odnese to nasicenje s Seboj v raztopino. Nasicen prost

ligand nato opazujemo pri metodi STD NMR.

STD NMR eksperimenti so 1D protonski NMR eksperimenti liganda, kjer selektivno
izbiramo on- in off-frekvence nasiGevanja, kot je opisano v nadaljevanju. Rezultat
selektivnega on-nasi¢evanja receptorja je on-resonancni spekter. Pri tem je pomembno, da
nastavimo frekvenco nasi¢evanja receptorja vsaj 700 Hz pro¢ od resonanc liganda, to je
obicajno v obmoc¢ju med 6 0 in 1 ppm ali okrog 6 8 ppm, ¢e ligand ne vsebuje aromatskih
skupin (61). Natan¢na izbira on-frekvence omogoci, da opazimo optimalen prenos
nasiéenja z receptorja na ligand in posledi¢no najbolje ovrednotimo vezavo (63). Signale v
on-resonanénem spektru primerjamo z referenénim off-resonanc¢nim spektrom. Slednji je
posnet pod enakimi pogoji kot on-resonan¢ni spekter, le da frekvenco nasi¢evanja
nastavimo dale¢ pro¢ od resonanc receptorja in liganda, obicajno je to okrog o 30 ppm.
Razlika med off- in on-resonan¢nim spektrom je STD spekter, kjer opazimo samo signale,
ki pripadajo protonom molekule, ki se vezejo na receptor. S STD NMR eksperimentom
dobimo informacije o tem, kateri del liganda vstopa v interakcije z receptorjem in tudi
kako moc¢no. Metoda je uporabna tudi pri presejalnih testih ve¢jih knjiznic spojin in pri
identifikaciji skupin in lastnosti na ligandu, ki so pomembne za vezavo (53, 55, 61, 62, 64,
65). Posledi¢no prispeva pomembne informacije pri oblikovanju farmakofora in strukture

spojine vodnice. Metoda ima kar nekaj prednosti:

) STD eksperiment je hiter in enostaven,

i) koncentracija potrebnega receptorja je zelo majhna, saj je ze prisotnost 1 nmol
receptorja (> 10 kDa) v vzorcu dovolj, da opazimo STD efekte (47, 55, 62),

iii)  velikost receptorja ni pomembna, velja celo, da vecji kot je receptor, bolj
opazni so STD efekti (61),

iv) ne potrebujemo izotopsko oznacenih ligandov ali receptorjev,

V) STD eksperiment je mozno izvajati celo za meSanico ligandov (do osem) v

istem vzorcu z namenom razlikovanja med aktivnimi in neaktivnimi spojinami.

S STD NMR metodo lahko ovrednotimo tudi afiniteto liganda do receptorja, ki jo izrazimo
s konstanto disociacije (Kp) (61-63, 66). Kp je inverzno merilo afinitete liganda do
receptorja. Kp v termodinamskem ravnotezju predstavlja razmerje med hitrostjo razpada

(ko) In hitrostjo tvorbe (kon) kompleksa receptor-ligand. Ker je ko, obicajno difuzijsko

12



nadzorovana, ima hitrostna konstanta Kes poglaviten vpliv na zivljenjsko dobo kompleksa

in posledi¢no tudi na vrednost Kp.

Metoda ima tudi nekaj pomanjkljivosti. Glavna je ta, da ni primerna za opazovanje vseh
ligandov. Za uspe$no izvedbo STD eksperimenta mora biti vrednost Kp liganda med 10®
in 102 M (55, 61, 62). Za ligande z visoko afiniteto (Kp < 10® M) ne opazimo STD
efektov, ker so ligandi podvrzeni manjsi kemijski izmenjavi in se dlje zadrzijo v vezavnem
mestu receptorja. Ligand preide v ravnotezno stanje Se preden zapusti vezavno mesto.
Posledi¢no ne pride do prenosa nasicenja v raztopino in zato ne opazimo STD efektov.
Tudi za ligande s Sibko vezavo velja podobno. Le-ti vezavno mesto zapustijo $e preden bi
prislo do prenosa nasicenja z receptorja na ligand, zato STD efekti niso opazni. Za
preucevanje takih ligandov so boljse druge NMR metode. Pri STD NMR eksperimentih se
uporablja velik koncentracijski presezek liganda glede na receptor. Posledi¢no so signali
ligandov v NMR spektru intenzivnejsi, dosezemo tudi boljse razmerje signal : Sum in tako
lazje opazimo STD efekte. Koncentracije ligandov pa vseeno ne smejo presegati vrednosti,
pri Kateri bi prislo do nasiCenja receptorja. V tem primeru opazimo STD efekte, ki so
manj$i od realnih vrednosti (61). Optimalen je do stokratni koncentracijski presezek
liganda. Pri teh koncentracijah prepre¢imo tudi nespecifi¢ne interakcije, saj STD NMR ne
lo¢i med specifi¢nimi in nespecificnimi interakcijami. Kljub vsem prednostim omenjene
metode se moramo zavedati, da s STD NMR eksperimenti opazujemo ligand in dobimo le
informacije v povezavi z njim. Nicesar ne izvemo o vezavnem mestu receptorja, kar niti ni

potrebno, ¢e je le-to ze znano.

Dolgo je veljalo, da je STD NMR primeren le za opazovanje interakcij med sladkornimi
ligandi in proteinskimi receptorji. V zadnjih nekaj letih pa se je STD NMR metoda
uveljavila tudi za druge vrste ligandov in receptorjev, kot SO manjsi peptidi,
lipopolisaharidi, ki tvorijo micele, virusi in virusom podobni delci, mogoce je celo
opazovati interakcije znotraj celic (ang. in-cell). Z razvojem novih aplikacij in
povezovanjem STD z drugimi NMR eksperimenti (STDD NMR, *C STD HSQC, *N
STD HSQC, 1D STD TOCSY) se S§iri tudi uporabnost, robustnost in obc¢utljivost metode
ter kompleksnost informacij, ki jih posreduje (47, 65, 67-73). Vzporedno z metodo se
razvijajo tudi racunalniski pristopi, ki omogocajo teoreticni izracun STD efektov (74).
Primerjava eksperimentalnih in teoreticnih rezultatov da informacijo o razli¢nih nacinih

vezave liganda v isto vezavno mesto in verjetnosti za posamezen nacin, potrjuje, ali je
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izbrani teoreti¢ni strukturni model pravilen, ter omogoca kvantitativno analizo STD
podatkov (47, 54, 74-76). STD NMR metoda je torej vsestranska tehnika, ki omogoca
preuCevanje Sirokega spektra makromolekul in njihovih interakcij z namenom

ovrednotenja aktivnih ligandov in delov molekule, ki so odgovorni za vezavo.
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2. Nacrt za delo ali delovna hipoteza

Ovrednotenje interakcij med majhno molekulo in receptorjem na atomskem nivoju nosi
pomembne informacije, ki so bistvenega pomena pri iskanju novih zdravilnih uéinkovin,
oblikovanju spojine vodnice in pri doloc¢itvi pomembnosti posameznega strukturnega
fragmenta za vezavo. V okviru magistrske naloge bomo preucevali interakcije med
zunajceli¢éno domeno lektinskega receptorja DC-SIGN (v nadaljevanju imenovan kot DC-
SIGN) in petimi strukturno razli¢nimi glikomimetiki z uporabo NMR spektroskopije
(slika 7).

S kombinacijo 1D in 2D NMR eksperimentov bomo natan¢no identificirali, kateremu
protonu pripada posamezen signal v H spektru. Celovita in popolna asignacija NMR
spektrov bo pri nadaljnjem preuc¢evanju interakcij klju¢na. Pridobili bomo tudi informacije
0 konformacijskih posebnostih ligandov v raztopini. Za te vzorce bomo uporabili enake

pogoje priprave kot za vzorce pri nadaljnjih eksperimentih v prisotnosti DC-SIGN.

Za studijo interakcij med ligandi in receptorjem bomo uporabili STD NMR metodo.
Preucevali bomo razlicne monovalentne in dendronske manozne antagoniste DC-SIGN, ki
so bili na¢rtovani tako, da se manozni del strukture zasidra v CRD, razli¢ne aromatske
skupine pa ciljajo hidrofobno podro¢je v vezavnem mestu. Z natan¢no analizo NMR
spektrov bomo poskusali kvantitativno okarakterizirati vezavo med posameznim ligandom
in DC-SIGN. S pomoc¢jo dobljenih STD efektov bomo strukturno ovrednotili ligande in
dolo¢ili pomembnost posameznih skupin za vezavo. Ocenili bomo tudi vpliv strukturnih
fragmentov na afiniteto vezave, ki jo bomo izrazili v obliki disociacijskih konstant
ligandov. Primerjava med ligandi bo prinesla dodatna pojasnila o razlikah v nacinu vezave
na receptor in vezavnimi konformacijami med ligandi ter dodatne informacije za

oblikovanje $e boljsih antagonistov DC-SIGN.
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Slika 7: Kemijska struktura preucevanih monomernih ligandov 1-4 in dendronskega

liganda 5.
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3. Materiali in metode

3.1. Reagentiin topila

Pri raziskavi smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev Cambridge Isotope
laboratories, Inc. in Sigma-Aldrich. Vsebnost devterija je bila v tris-di; 98 % in 99,8 % v
?H,0 in DMSO-.

3.2. Laboratorijska oprema

Tehtnica Mettler Toledo AX105 DataRange

e Liofilizator PFEIFFER Vacum, Hetosic

e Stresalnik Vortex-T Genie

e Ultrazvoc¢na kadicka ElIma S30 Helmasonic

e Pipete Biohit Proline Plus (0,5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 uL)

e Pipeta z iglo Automated Analytical Syringe SGE Analyitcal science (2-50 pL)

e Centrifuga Rotina 35R Hettich Zentrifugen

e UV-VIS-spektrometer Cary 100 Bio UV-VSI Varian

e pH-meter 780 pH-meter Metrohm

e 600 MHz NMR spektrometer Agilent Technologies DD2, opremljen s hladno

resonan¢no probo HCN

3.3.  Racunalniska oprema

Za risanje spojin smo uporabili program ChemBioDraw Ultra 11.0 podjetja PerkingElmer.
NMR spektre smo procesirali in analizirali z uporabo programov VNMRJ 3.2 podjetja
Agilent in MestReNova 10.0 podetja Mastrelab Research. Za statisticno obdelavo
podatkov in prilagajanje matematic¢nih krivulj eksperimentalnim podatkom smo uporabili

Origin 8.1 podjetja OriginLab Northampton MA.
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3.4. Priprava vzorcev

3.4.1. Monovalentni in dendronski D-manozni ligandi

Vsi testirani ligandi 1-5 so bili sintetizirani in o¢iS¢eni v laboratoriju izr. prof. dr. Marka
Anderluha na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo (24). Do uporabe
smo jih hranili v temi pri sobni temperaturi v epicah, zavitih v parafilm. Po potrebi smo
vzorce spojin, raztopljene v DMSO-ds, liofilizirali in se tako znebili odvecne vode, ki jo je
vezala spojina. NMR spektri pred in po liofilizaciji so se razlikovali le v signalu, ki je

pripadal vodi. V spektrih po liofilizaciji je bil signal vode veliko manjsi.

3.4.2. Priprava proteina DC-SIGN

Ekspresija in ¢iS¢enje zunajcelicne domene DC-SIGN (aminokisline 44-606) je bila
opravljena na Institutu za strukturno biologijo v Grenoblu (25, 77, 78). Protein je bil
raztopljen v 25 mM tris pufru s 150 mM NaCl in 4 mM CaCl,. Vzorcem proteina smo
izmenjali pufer s tris-di; pufrom z 99,8 % “H,O (pD=8,0). Pri tem smo uporabili metodo
centrifugiranja skozi ultra filter 10 kDa (Filter Amicon Ultra centrifugal filter units, Ultra 4
MWCO 10 kDa Sigma-Aldrich) s tremi spiranji pri 277 K in RFM 5000. Za manjse
koli¢ine proteina se je kot boljsa pri izmenjavi pufra izkazala dializa skozi dializno
membrano 7 kDa (Slide-A-Lyzer MINI Dyalisis Units 7000 MWCO, Thermo Scientific),
Ki je potekala 12 ur pri sobni temperaturi pri razmerju volumnov 1:55. Z UV-VIS-
spektrometrom smo izmerili absorbanco vzorca proteina in s pomocjo enacbe 1 izracunali
koncentracijo proteina v vzorcu. Vzorec z DC-SIGN smo razdelili na manjse alikvote in jih

shranili pri 193 K do uporabe.
A=c¢ecl Enacba 1,

kjer A predstavlja izmerjeno absorbanco, ¢ je koncentracija proteina, 1 je dolZina poti Zarka
skozi kiveto (1 cm) in ¢ je ekstinkcijski koeficient (za zunajcelicno domeno DC-SIGN je
70275 | cm™ mol™).

3.4.3. Priprava NMR vzorcev za asignacijo

Najprej smo pripravili raztopino 25 mM tris-di; pufra s 150 mM NaCl, 4 mM CaCls,
99,8 % “H.,0 in vrednostjo pD 8,0. V vodnem pufru je bil dovolj stabilen in topen samo

ligand 1 s koncentracijo 3.8 mM. Pri ligandih 3 in 4 so se pojavile tezave pri raztapljanju,
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zato smo se odlocili, da vzorce za asignacijo ligandov 2-5 posnamemo v DMSO-d.

Uporabljene koncentracije so bile 3,4 mM za 2,2,2mM za 3,2,3mM za4in 5,3 mM za5.

3.4.4. Priprava vzorcev za STD NMR eksperimente

Vse vzorce za STD NMR eksperimente smo pripravili na enak nacin, pod enakimi pogoji
in z enako sestavo. Pripravili smo si vec¢je koli¢ine bolj koncentriranih raztopin. 1z njih
smo pripravili 25 mM tris-d;; pufer s 150 mM NaCl, 4 mM CaCl,, 0,2 MM NaNs,
vrednostjo pD 8,0 in 99,8 % 2H,O. Pripravljeno raztopino smo tudi prefiltrirali skozi
membrano Filterpur S 0.2, da smo se znebili morebitnih mikroorganizmov, ki bi lahko
povzrocili razgradnjo proteina. V vseh STD eksperimentih smo uporabili 8 uM
koncentracijo zunajcelicne domene DC-SIGN. Pripravili smo tudi 5mM raztopine
ligandov, ki smo jih red¢ili do Zelenih koncentracij v vzorcih. Pri strukturnem
ovrednotenju ligandov smo uporabili koncentracijo 400 uM. Pri titracijskih $tudijah smo
uporabili koncentracije 80, 240, 400, 560 in 800 uM. Da smo dosegli optimalno
raztapljanje ligandov, smo vzorcem dodali 25 % DMSO-d.

3.5.  Obdelava STD NMR podatkov

STD efekte smo izrazili in analizirali na tri nacine: z absolutnimi in relativnimi STD
vrednostmi ter s STD-amplifikacijskimi faktorji (STD-AF). Absolutne STD vrednosti
(enacba 2) so razmerje med razliko intenzitet signalov v off- in on-spektru (lof-lsa) in
intenziteto signalov v off-spektru (los). Absolutna STD vrednost je torej razmerje med
intenziteto signalov v STD spektru (Istp) in intenziteto signalov v off-spektru (Iof).

Iype—1 Istp .
—off”sat _ STD Enacba 2
Lofe Lofr

Absolutne STD vrednosti smo za lazjo primerjavo med ligandi pretvorili v relativne.

ey e

relativno STD vrednost. Premosorazmerno smo dolocili vrednost tudi za ostale protone, ki

so izkazovali STD efekte.

Vrednosti STD-AF so enake absolutnim STD vrednostim, pomnozenim s presezkom

liganda glede na receptor (enacba 3).
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STD _ AF — Iofi—Isat * M

I = Enacba 3,

Kjer sta lsa: In log intenziteti signalov v on- in off-spektrin STD eksperimentov, [L]
predstavlja koncentracijo liganda in [R] koncentracijo receptorja. STD efekte v obliki
STD-AF smo izrazili pri eksperimentih rastocih krivulj, kjer smo opazovali povecevanje
STD efektov pri podaljSevanju ¢asa nasi¢evanja. Krivulje na grafu STD-AF v odvisnosti
od casa nasiCevanja smo z metodo najmanjsih kvadratov prilagodili monoeksponentni

matematicni krivulji (enacba 4).
STD — AF = STD i (1 — e(“ksat* D)) Enacba 4,

kjer STD-AF prestavlja STD-amplifikacijski faktor pri dolocenem c¢asu nasiCevanja t,
STDmaks je maksimalna STD intenziteta pri dolgih Casih nasiCenja in kg je hitrostna

konstanta nasi¢evanja.

Hiperboli¢no obnasanje krivulj iz grafov STD-AF v odvisnosti od koncentracije liganda
smo opisali z enacbo 5.

STD — AF = %smo+t] Enacba 5,
Kp+[L]

kjer STD-AF predstavlja STD-amplifikacijski faktor, astp je maksimalni amplifikacijski
faktor, [L] je koncentracija liganda in Kp je konstanta disociacije.

Eksperimentalnim podatkom iz grafov STD, v odvisnosti od koncentracije liganda smo
prilagodili enacbo 6.

__astp*[L] .
STD, = Ko+l Enacba 6,

kjer STDy predstavlja zacetni naklon STD rasto¢ih krivulj pri ¢asu nasicevanja 0 S.
Izracuna se ga kot zmnozek konstant ke in STDmaks, ki se jih pridobi s pomo¢jo enacbe 4.
astp je maksimalni amplifikacijski faktor, [L] je koncentracija liganda in Kp je konstanta

disociacije.
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4. Eksperimentalno delo

41. NMR meritve

4.1.1. Spektralna karakterizacija in asignacija NMR spektrov

Strukturne in konformacijske lastnosti ligandov smo ovrednotili z 1D in 2D NMR
eksperimenti. Vse *H in *C NMR spektre smo posneli na Agilent Technologies DD2 600
MHz NMR spektrometru pri 298 K. Kot referenco pri meritvah smo uporabljali signale
rezidualnih topil; H,O pri & 4,8 ppm za 1 in DMSO-ds pri & 2,5 ppm v *H (599,67 MHz)
in 8 39,5 ppm v °C (150,80 MHz) spektrih za 2-5. Asignacijo *H in *C resonanc ligandov
smo izvedli z analizo 1D protonskega in ogljikovega spektra ter z 2D 'H-'H COSY,
TOCSY in NOESY ter 2D *C-'H HSQC in HMBC eksperimenti.

R JU’LV‘ Jv!.N"
| |
Ca2 Cig C1o
o “cF o T( \|(|311
{|3 C|2 |(|: Cia Ci2
24%025/ 20 \C{ 18 .‘}Ct;/

Shema 1: Osteviléenje atomov aromatskih skupin (R; skupin na sliki 7), ki smo ga

uporabili pri NMR asignaciji.

Ligand 1: asignacija in *H-"*C HSQC NMR spekter spodaj

'H NMR (600 MHz, D;O):  3,47-354 (m, 2H, H-6, CH), 3,66-3,81 (M, 4H, H-3, H-4, H-5, H-6), 3.91 (s,
1H, H-2), 5,18, 5,23 (s, 1H, H-1, H-1¥), 444-4,51 (m, 4H, CH,CHCHy), 4,58 (m, 1H, CH,CHCH,), 7,01-
7,05 (m, 3H, H-11, H-15, H-17), 7,47 (m, 1H, H-18), 7,54-7,60 (m, 3H, H-19, H-23, H-24), 7,84 (dd, 2H,
Ji=84 Hz, J,=3,3 Hz, H-12, H-14), 791 (d, 1H, J;=84 Hz, H-25), 8,22 (d, 1H, J;=9,3 Hz, H-22), 8,24 (d,
1H, 3=9,3 Hz, H-22*) ppm.

3C NMR (150 MHz, D,O):  62,9; 63,2 (C-6), 689; 69,0 (C-4), 69,9; 70,40 (2x CHy), 728; 72,83 (C-2),
729: 730 (C-3), 75,6, 75,7 (C-5), 76,9; 77,0 (CH), 102,3; 102,4 (C-1), 108,7; 109,1 (C-17), 116,8; 1169 (C-
11; C-15), 1235; 123,7 (C-23), 123,9; 124,0 (C-22), 127,6 (C-21), 1284; 1285 (C-19), 1289 (C-18), 1295
(C-24), 130,26; 1303 (C-25), 1319 (C-13), 1335: 1336 (C-12; C-14), 136,9 (C-20), 156,2; 156,5 (C-16),
163,0; 163,2 (C-10), 177,7 (CO) ppm.
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Ligand 2: asignacija in *H-*C HSQC NMR spekter spodaj

'H NMR (600 MHz, DMSO-di): & 341-3,51 (m, 3H, H-3, H4, H-6), 3,61-3,66 (m, 3H, H-2, H-5, H-6"),
433-445 (m, 4H, CH,CHCHy), 4,50-4,51 (m, 1H, CH,CHCH,), 5,04, 5,07 (5, 1H, H-1, H-1*), 7,03 (d, 1H,
3i=72 Hz, H-17), 7,04 (d, 1H, 3i=7,2 Hz, H-17%), 7,26-7,28 (M, 1H, H-15), 7,40-7,44 (M, 2H, H-14, H-18),
7.46-755 (M, 5H, H-11, H-13, H-19, H-23, H-24), 7,86 (d, 1H, %;=8,1 Hz, H-25), 7,87 (d, 1H, J;=8,1 Hz, H-
25%),8,16 (d, 1H, J,;=8.2 Hz, H-22), 8,22 (d, 1H, J;=8,2 Hz, H-22*) ppm.

C NMR (150 MHz, DMSO-dg): & 61,0; 61,2 (C-6), 66,7 (C-4), 67,5; 67,7 (2x CHy), 704 (C-2), 70,7 (C-
3), 728; 729 (CH), 74,3; 74,4 (C-5), 999; 1000 (C-1), 1054; 1057 (C-17), 114,8; 114,82 (C-13), 1192;
11955 (C-15), 1202; 1203 (C-19), 1214; 121,7 (C-22), 121,8; 1219 (C-11), 124,9 (C-21), 125,3; 1255 (C-
23),126,2 (C-18), 126,4; 1265 (C-24), 127,4; 127,5 (C-25), 129.7; 1298 (C-14), 132,8 (C-12), 1339; 1340
(C-20), 153,7; 1538 (C-16), 158,3; 158,5 (C-10), 167,0 (CO) ppm.
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Ligand 3: asignacija in *H-**C HSQC NMR spekter spodaj

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 5 3.43-3,51 (m, 3H, H-3, H4, H-6), 3,59-3,66 (m, 3H, H-2, H-5, H-6"),
3,84 (s, 1H, Me), 4,34-4,45 (m, 4H, CH,CHCH), 448-4,51 (m, 1H, CH,CHCH}), 5,04, 5,09 (s, 1H, H-1,
H-1%), 7,03 (d, 1H, J:=7,2 Hz, H-17), 7,05 (d, 1H, Ji=7,2 Hz, H-17%), 7,30-7,32 (m, 1H, H-15), 7,40-7,57
(M, 7H, H-11, H-13, H-14, H-18, H-19, H-23, H-24), 7,86 (d, 1H, J:=7,9 Hz, H-25), 7,88 (d, 1H, =79 Hz,
H-25%), 8,16 (d, 1H, J=8,2 Hz, H-22), 8.21 (d, 1H, J;=8,2 Hz, H-22%) ppm.

BC NMR (150 MHz, DMSO-d): 5 522 (Me), 61,2 (C-6), 66,8 (C-4), 67,5; 67,7 (2x CHy), 704: 70,5 (C-
2), 70,75; 708 (C-3), 730 (CH), 74,3; 74,4 (C-5), 99,9; 1000 (C-1), 105,3; 1055 (C-17), 114,6; 1147 (C-
11), 1197; 1199 (C-15), 120,2; 1203 (C-19), 1214 (C-22), 121,7 (C-13), 1249 (C-21), 125,3; 1255 (C-
23), 126,2 (C-18), 126,4; 1265 (C-24), 1274 (C-25), 1300 (C-14), 1310 (C-12), 134,0 (C-20), 1537 (C-
16), 158,5 (C-10), 166,0 (CO) ppm.
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Ligand 4: asignacija in *H-"3C HSQC NMR spekter spodaj

'H NMR (600 MHz, DMSO-k): 5 343-3,46 (M, 2H, H-4, H-6), 353-355 (m, 2H, H-5, H-6"), 3,63-3,67
(dd, 1H, J=9 Hz, }=3 Hz, H-3), 3,70 (m, 1H, H-2), 447-457 (m, 4H, CH,CHCH),), 4,65 (m, 1H,
CH,CHCH}), 5,14 (5, 1H, H-1), 7,07 (m, 2H, H-17, H-17°), 740-7,54 (m, 8H, H-18, H-18’, H-19, H-19”, H-
23, H-23’, H-24, H-24%), 7,86 (d, 1H, J;:=7,8 Hz, H-25), 7,87 (d, 1H, J;=84 Hz, H-25"), 8,18 (d, 1H,
3:=82 Hz, H-22), 8,23 (d, 1H, J; =8,2 Hz, H-22’) ppm.

C NMR (150 MHz, DMSO-dg): & 61,2 (C-6), 668 (C-4), 67,6; 67,7 (2x CHy), 705 (C-2), 708 (C-3),
73,1 (CH), 74,5 (C-5), 100,1 (C-1), 105,3; 105,5 (C-17), 120,2; 120,3 (C-19), 121,4; 121,7 (C-22), 1248,
1249 (C-21), 1255 (C-23), 126,2 (C-18), 1264; 126,5 (C-24), 127 4; 1275 (C-25), 134,0 (C-20), 1538;
153,9 (C-16) ppm.

23



[ ]
'
(]
- [(e] o:]
o o o
o
C (ppm)

b e
110
——f |- - 120
—_ - -
3 _ 130
8.0 7.5 7.0, 5.0 4.5 4.0 3.5
H (ppm)
- . - ae - 1 13 -
Ligand 5: asignacija in "H-""C HSQC NMR spekter spodaj
Cas.
Caq., 7~ Car
o) 0w /N N
et TCmo N ST Xy
Cap. N 32 Cas ’C/ Cag \ /
¢4 H * C41=Caz
/022‘02/3/ \\25 .o o—
o G Cas . c’
- <Casg
c \Czo: /i "lr'< /" “Car*Cio
120y Cow”  Co25 01+ Cus 7R
ch\ Comp/ O ~ d o—-%
\\ //Cm R O/ C\ o Lo~ OH /Cds -0
Cia. ~C:
C/g Cis Om C1/ \5 Meg,— O
\\ /(316 \C /C“"‘OH
Cis-¢7, Patinles
HO -
OH

Shema 2: Prikaz enega kraka spojine 5 in osteviléenje atomov, uporabljeno pri NMR
asignaciji.

'HNMR (600 MHz, DMSO-de): 6 2,30-2,37 (m, 5H, H-34, H-35; H-36, H-37, H-38), 2,60 (m, 1H, H-39),
3,20 (s, 1H, Mes), 3,38-3,65 (m, 3H, H-45, H-47, H-48), 3,43-3,49 (m, 3H, H-31, H-32, H-33), 344-3,68
(m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), 441-456 (m, 3H, H-7, H-8, H-9), 4,34-4,82 (m, 4H, H-40, H-43, H-44,
H-49), 5,07,5,10 (s,1H, H-1), 7,02 (d, 1H, J=7,4 Hz, H-11), 7,25 (t, 1H, J=7,2 Hz, H-21), (7,39-7,50 (M, 5H,
H-12, H-13, H-17, H-18, H-25), 7,80-7,86 (m, 3H, H-19, H-26, H-27), 7,90 (d, 1H, J=8,2 Hz, H-22), 7,96,
7,99, 8,04, 8,05(s, 4x 1H, H-41), 8,16 (d, 1H, 1;=8,1 Hz, H-16), 8,21 (d, 1H, J;=8,2 Hz, H-22*), 8,33 (s, 1H,
H-29) ppm.

BC NMR (150 MHz, DMSO-t): 5 39,0 (C-31), 46,7 (C-40), 52,4 (C-36; C-37), 53,0; 53,1 (C-35; C-38),
54,5 (C-50), 57,0 (C-39), 57,1; 57,1 (C-34), 61,2; 61,3 (C-6), 634; 639; 65,2 (C-43), 65,6 (C-49), 66,8 (C-4),
67,5 (C-9), 67,6 (C-8), 68,0 (C-33), 68,8 (C-32), 7055, 706 (C-2), 709 (C-5), 730 (C-7), 74,3 (C-3), 7.4 (C-
48), 79,1 (C-45), 809 (C-47), 94,0 (C-46), 97,1 (C-44), 100,0; 100;1(C-1), 105,4; 105,6 (C-11), 106,7; 107,0
(C-25), 1996 (C-21); 120,3; 1204 (C-13); 1215; 1218 (C-16); 124,3; 124,4 (C-41); 124,7; 1248 (C-27)
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1250 (C-15), 1255; 1256 (C-17), 126,3 (C-12), 1266 (C-18), 1268 (C-26), 127,3 (C-29), 127,5 (C-19),
127,6: 127,7 (C-23), 1296 (C-28), 1306 (C-22), 134,1 (C-14), 135,7; 1358 (C-24), 1436; 1438; 1439;
144,2 (C-42), 1538; 1539 (C-10), 1576; 157,7 (C-20), 166,6 (C-30) ppm.
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Oznake: * konformacijski izomer, ' simetri¢ni atom

41.2. STDNMR

Pri STD NMR meritvah smo uporabili psevdo-2D STD NMR pulzno zaporedje (slika 8).

D1 O3 ¢4 o5 ¢6
n —__ 92 W_supp| w_sﬁ
aus T4
. P
d, ' /50 ms filter [ 1
PW  trim sl 22pw I 51 1Tl 2pw |5
gradient
G, G, G, G,

Slika 8: Pulzno zaporedje uporabljenega STD NMR eksperimenta. Prirejeno po (79).

Vse NMR spektre smo posneli na 600 MHz spektrometru v NMR cevkah podjetja Shigemi
Co. pri 298 K. Za eliminacijo signala vode smo uporabili pulzno sekvenco DPFGSE (ang.
double pulsed field gradient spin-echo). Spektre smo posneli s 16384 podatkovnimi
tockami, 512 ponovitvami in S 3- do 6-sekundnim zamikom med posameznimi meritvami.
Za Case nasicevanja 0,1-2,0 s smo uporabili zamik 3 s, pri daljsih ¢asih je bil zamik med

meritvami za 1 s daljsi kot sam ¢as nasi¢evanja. Za selektivno nasienje receptorja so bili
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uporabljeni Gaussianovi pulzi z dolzino 50 ms in mocjo 10dB z 0,1 ms zamiki. Za
eliminacijo signalov proteina v NMR spektru smo uporabili 30 ms spin-lock filter (T;,) s
=40 dB mocjo. Pri eksperimentih strukturnega ovrednotenja in pri titracijskih $tudijah smo
uporabili ¢as nasiCevanja 2s. Za pridobitev STD build-up krivulj smo uporabili ¢ase
nasic¢evanja: 0,1; 0,3; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 in 5,0 s. On-resonan¢na
frekvenca je bila pri 0,9 ppm in off-resonancna pri 30 ppm. Ustreznost teh frekvenc smo
preizkusili s slepim STD eksperimentom, kjer smo pridobili STD spektre brez prisotnega

receptorja (slika 9).

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o 1 -2 -3 ppm

Slika 9: Kontrolni STD NMR spekter liganda 2 v odsotnosti proteina DC-SIGN. Pogoji

priprave vzorca in snemanja so bili identi¢ni kot pri vzorcih s proteinom.

V kontrolnem STD NMR spektru ni bilo opaznih nobenih znacilnih signalov, kar dokazuje
ustreznost izbranih frekvenc nasi¢evanja. Pri tem velja opozoriti, da je STD NMR spekter
razlika med on- in off-resonanénima spektroma. Odstevanje dveh NMR signalov z veliko
intenziteto je lahko neto¢no, zato lahko opazimo anomalije v STD NMR spektru, kar je Se
posebno opazno pri signalu, ki pripada topilu DMSO (6 2,5 ppm). Artefakte, ki so nastali
pri odstevanju, smo ovrednotili tudi s kontrolnim eksperimentom, kjer smo tako on- kot

off-frekvenci nasi¢evanja nastavili na enako vrednost; 0,9 ppm.

4.1.3. DOSY NMR

Pri difuzijskih eksperimentih smo uporabili DgcsteSL_dpfgse pulzno zaporedje (80). Vse
NMR spektre smo posneli na 600 MHz spektrometru pri 298 K. Pri eksperimentih smo
uporabili 15 gradientnih pulzov za vsako koncentracijo liganda 4 (20, 40 80, 400, 800 in
1200 uM). Jakost prvega gradientnega pulza je bila 1300 G cm™ in jakost zadnjega je bila
32500 G cm™. Spektre smo posneli s 16000 podatkovnimi todkami, 32 ponovitvami in 3-

sekundnim zamikom med posameznimi meritvami.
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5. Rezultati

5.1. NMR asignacija in konformacijske lastnosti ligandov

5.1.1. Monovalentni antagonisti 1-4

Za potrditev strukturnih in konformacijskih lastnosti sintetiziranih ligandov 1-4 smo
najprej posneli sete 1D in 2D NMR spektrov. Za nadaljnje STD NMR $tudije smo namre¢
potrebovali natan&no asignacijo signalov v NMR spektrih. *H in **C resonance ligandov 1—
4 smo asignirali na podlagi karakteristi¢nih kemijskih premikov in multiplicitete signalov v
1D protonskih in ogljikovih spektrih, *H-'H korelacij v 2D COSY, TOCSY in NOESY
spektrih ter *H-*C korelacij v 2D HSQC in HMBC spektrih (podrobne informacije o
kemijskih premikih in o spektrih so podane v eksperimentalnem delu). NMR spektri so
ustrezali predvidenim strukturam ligandov, ki imajo a-D-manozo in dve aromatski skupini
povezani z glicerolnim distanénikom (slika 7). Pri vseh &tirih spojinah signali v 1D *H
NMR spektru v obmo¢ju med & 3,3 in 3,9 ppm pripadajo protonom sladkorne enote, z
izjemo anomernega protona, Ki resonira pri priblizno 6 5,1 ppm. Med 6 4,2 in 4,8 ppm se
nahajajo signali protonov glicerolnega distan¢nika. Na 1D *H NMR spektrih ligandov 24,
ki so bili posneti v DMSO-ds, smo opazili tudi signale, ki pripadajo hidroksilnim
vodikovim atomom s sladkornega obroca (6 4,5-4,9 ppm). Glavne razlike med spektri
lahko opazimo v obmoc¢ju med & 6,8 in 8,4 ppm, ki je znailno za aromatske protone.
Konfiguracija manozne enote (o-D-manoza) je dolo¢ena, kar opazimo tudi iz NMR
spektrov. Pri ligandih 1-3 se pojavi dodaten asimetricni center zaradi razli¢nih
substituentov na glicerolnem distanéniku. Sinteza tega dela ni potekala stereoselektivno,
zato sta na tem kiralnem centru mogoci tako R- kot S-konfiguraciji. Posledi¢no zaradi
prisotnosti dveh diastereocizomerov v NMR spektrih opazimo podvajanje signalov tako v
protonskem kot v ogljikovem spektru. Nasprotno pa ima ligand 4 simetri¢no strukturo
skupin na glicerolnem distan¢niku, zato opazimo samo en set signalov za atome sladkorne
enote. Podvojeni signali atomov dveh naftalenskih obrocev liganda 4 nakazujejo, da
rotacija obro¢ev v prostoru ni povsem prosta. Opazimo lahko tudi razlicne solvatacijske
lastnosti uporabljenih topil (DMSO-dg in 2H,0), kar se odraza v elektronskih efektih
aromatskih obrocev in posledi¢no v obliki signalov v NMR spektrih. Na sliki 10 lahko
opazimo tudi signale vode, ki so na spektru liganda 1 pri 6 4,8 ppm in pri & 3,3 ppm za
ligande 2-4. Konformacije prostih ligandov smo ovrednotili z 2D NOESY NMR spekiri.
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Ti spektri kazejo prosto rotacijo okoli enojnih vezi znotraj spojine. Na podlagi teh
rezultatov lahko sklepamo, da ligandi 1-4 ne zavzemajo prioritetne 3D-strukture v

raztopini.

. protoni
anomerni glicerolnega

signali aromatskih protonov proton distan&nika sladkorni protoni

Wi
kL

b ML_ML

8.5 8.0 7.5 7.0 5.5 5.0 45 4.0 35 ppm
Slika 10: 1D *H NMR spektri ligandov 1-4. Na levi strani je oznaka liganda, ki mu
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o

pripada spekter. Spektri so bili posneti na 600 MHz spektrometru v 2H,0 za 1 in v DMSO-
ds za 24 pri 298 K.

5.1.2. Dendronski antagonist 5

Z 1D in 2D NMR eksperimenti smo ovrednotili tudi strukturo in konformacijske lastnosti
liganda 5. NMR asignacija je bila izziv zaradi velikosti molekule in simetrije ter Stevila
identicnih skupin. NMR spektri kaZejo strukturo dendrona, sestavljenega iz Stirih
identi¢nih krakov, pripetih na centralni sladkorni obro¢ (podrobne informacije o kemijskih
premikih in o spektrih so podane v eksperimentalnemu delu). Asignacija je tako Se dodatno

potrdila tudi rezultate z masne spektrometrije. Zaradi velikega Stevila protonov lahko
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opazimo prekrivanje signalov tako v obmocju, Kkjer resonirajo alifatski protoni
distan¢nikov in sladkornih obroc¢ev (signali med 6 2,0 in 5,2 ppm) kot tudi v obmoc¢ju med
66,8 in 8,5 ppm, kjer lahko opazimo signale aromatskih protonov. Po drugi strani pa so
bili signali nekaterih protonov naftalenskih obro¢ev dobro lo¢eni od ostalih (signali pri
kemijskih premikih 6 7,02; 7,25; 8,16; 8.21 in 8.33 ppm). Kljub precej$njemu prekrivanju
so signali v protonskem spektru posnetem v DMSO-dg ostri (slika 11).

8.5 8.0 7.5 7.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Slika 11: 'H NMR spekter liganda 5, posnet na 600 MHz spektrometru v DMSO-dg pri
298 K.

Zaradi simetrije liganda ne moremo locCiti med protoni s posameznega kraka, ampak
vidimo le povprecje signalov protonov z vseh S§tirih krakov. Izjema so signali protona
triazolnega obroca, ki se nahajajo v obmo¢ju med 6 7,98 in 8,05 ppm in se toliko lo¢ijo
med seboj, da lahko razlikujemo med posameznimi kraki dendronskega liganda. Ti Stirje
signali so dodatno potrdili, da je ligand 5 sestavljen iz §tirih krakov. Poleg tega se tudi
integrali v protonskem spektru ujemajo s predvidenim Stevilom protonov pri ligandu 5.
Konformacijo liganda 5 v raztopini smo dolocili z 2D NOESY NMR spektrom. Opazili
nismo nobenih posebnih NOE kontaktov, ki bi nakazovali na doloceno 3D-strukturo
prostega liganda, kar kaze na prosto rotacijo okoli enojnih vezi znotraj liganda. Zaznali
smo tudi, da je ligand 5 zelo higroskopen. Velika vsebnosti vode (s kemijskim premikom
0 3,33 ppm v NMR spektru), ki jo je vezal ligand, je motila analizo vzorca. Poleg tezav pri
izvedbi same NMR meritve je njen signal prekril tudi ostale manjSe signale liganda 5 in
tako onemogocil asignacijo v obmoc¢ju med o 3,2 in 3,7 ppm. Vode v vzorcu smo se znebili
tako, da smo vzorec raztopili v DMSO-dg in vzorec liofilizirali ¢ez noc. Ze po enkratnem
liofiliziranju je bil delez vode dovolj majhen, da smo lahko opazili tudi signale med & 2,9
in 3,8 ppm (slika 11). Zanimive so bile tudi spremembe v NMR spektrih, ki smo jih opazili
ob spremembi topila DMSO-dg v tris-d;; vodni pufer, ki smo ga uporabljali za STD
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eksperimente. Linije v NMR spektru liganda 5 so se razsirile, spremenili so se tudi

kemijski premiki signalov (slika 12).

‘90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm
Slika 12: '"H NMR spekter 5, posnet v tris-d;; vodnem pufru in 25 % DMSO-dg pri
150 puM koncentraciji liganda.

Spremembe so bile posledica nastanka agregatov v vodnem mediju, saj je za vodo
znacilno, da slabse kot DMSO raztaplja molekule, sorodne ligandu 5. Poleg tega lipofilen
znacaj molekule z osmimi naftalenskimi obro¢i predstavlja dobre pogoje za hidrofobni
efekt in m-m interakcije med aromatskimi obro¢i. Z namenom preprecevanja tovrstnega
nalaganja aromatskih obrocev znotraj ene molekule so bili v strukturo dendrona vkljuéeni
piperazinski obroci. Njihova protonacija naj bi povzrocila odboj med kraki in posledi¢no
preprecila interakcije med aromatskimi obro¢i. S tem namenom smo v vzorec dodali tudi
stiri ekvivalente kisline CF3COOD, ki je povzrocila le delno izboljSanje spektra.
Sprememba NMR spektrov liganda 5 po menjavi topila je naznanila tezave pri STD
eksperimentih. Razsiritev linij v spektrih bi si zeleli Sele po dodatku DC-SIGN, saj bi taki
rezultati pomenili mo¢no vezavo med ligandom in receptorjem. Za boljSe razumevanje
dogajanja v vodnem vzorcu smo posneli ve¢ spektrov pri razli¢nih pogojih. Ugotovili smo,
da je agregate, ki se tvorijo pri danih pogojih, zelo teZko razbiti tako z razred¢evanjem kot
povecevanjem deleza sotopila DMSO ali z viSanjem temperature. NajostrejSe signale smo
opazili na spektrih sveZe pripravljenih vzorcev. Na sliki 13 je prikazanih Sest NMR
spektrov pri razli¢nih koncentracijah liganda 5. Na spektrih smo opazili dvig bazne linije
na delu spektra, kjer resonirajo aromatski protoni, ki je Se posebno ociten pri vi§jih
koncentracijah liganda 5. Pri koncentracijah liganda nad 400 uM smo opazili motnost
vzorca pri pripravi in raztapljanju liganda 5. Dvig bazne linije, Sirjenje signalov in opazena
bela oborina v vzorcu jasno nakazujejo na prisotnost agregatov v vzorcu. Z zniZevanjem
koncentracije liganda se sicer bazna linija zravna, vendar so signali slabse opazni zaradi
poslabsanja obcutljivosti meritve. Zanimiv je tudi premik signalov proti niZjim kemijskim

premikom, ¢e postopoma zmanjsujemo delez DMSO-ds od 100 % do 25 %. Na sliki 13 je
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pokazana tudi razlika v kemijskih premikih pri vzorcih s 40 % in 25 % vsebnostjo DMSO-
ds. Spremembe v spektrih smo zaznali tudi pri povisanju temperature. Pri 310 K smo

opazili dodatne cepitve signalov, ki jih pri 298 K nismo mogli razlociti.

319 uM

200 uM

150 uM \ g

oM AN NN e
10 uM \%

Slika 13: Spreminjanje signalov aromatskih protonov pri razliénih koncentracijah
liganda 5. Koncentracije so oznacene na levi strani spektrov. Vzorec z najvi§jo

koncentracijo vsebuje 40 %, vsi ostali pa 25 % DMSO-ds.

5.2. STD NMR eksperimenti monovalentnih antagonistov 1-4

S STD NMR eksperimenti smo dobili vpogled v naravo vezave ligandov 1-4 na DC-SIGN.
Tako v referenénih kot v STD NMR spektrih vseh stirih ligandov smo opazili ostre in
dobro lo¢ene signale (slika 14). Ceprav je v STD spektrih razmerje med signalom in
Sumom veliko manjSe v primerjavi z referen¢nimi spektri, so signali $e vedno dobro
opazni. STD efekti, ki smo jih dolocili za ligande 1-4, nedvoumno dokazujejo vezavo
ligandov na DC-SIGN. Hkrati opazeni STD signali nakazujejo tudi hitro izmenjavo
ligandov med vezanim in prostim stanjem. Ce bi bila izmenjava med vezanim in prostim
ligandom Se hitrejSa ali ¢e bi bila izmenjava zelo pocasna (vezava v nanomolarnem
obmocju) signalov v STD NMR spektrih zaradi narave eksperimenta ne bi opazili. Z zeljo
po ¢im bolj tocnih rezultatih smo analizirali le dobro lo¢ene in izolirane signale v NMR

spektrih. Tako smo se izognili negotovosti pri dolocanju prispevka posameznega protona k
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vezavi, Ki se pojavi pri prekrivanju signalov. Na sliki 14 so ti protoni in pripadajo¢i NMR

signali oznaceni s ¢rkami Ha-Hg.
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Slika 14: Referen¢ni in STD NMR spektri ligandov 14 v prisotnosti receptorja DC-SIGN.

Signali, ki smo jih analizirali, so oznaceni s ¢rkami Ha-Hg, skladno z oznakami na sliki 15.
Vsi 'H NMR spektri so bili posneti na 600 MHz spektrometru pri 298 K, &asom

nasiCevanja 2S, 400 uM koncentraciji liganda in 1:50 razmerju med receptorjem in
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ligandom v 25 mM tris-dy; (pD=8,0), 150 mM NaCl, 4 mM CaCl, v ?H,0 in 25 % DMSO-
ds.

5.2.1. Strukturno ovrednotenje ligandov 14

Pri strukturnem ovrednotenju ligandov smo na atomskem nivoju dolo¢ili, kaksen je
prispevek posamezne skupine ligandov 1-4 k vezavi. Naredili smo kvantitativno analizo
STD spektrov pri razmerju med receptorjem in ligandom 1:50. Tak$no razmerje je bilo
izbrano z namenom zmanj$anja vpliva navzkrizne ponovne vezave liganda, kjer Ze nasien
ligand znova vstopi v vezavno mesto receptorja. Z natan¢no analizo STD NMR spektrov
smo dolocili intenzitete signalov in jih pretvorili v STD efekte s pomoc¢jo enacbe 2.
smo pripisali najblizji kontakt s povr§jem DC-SIGN in najpomembnej$o vlogo pri
interakcijah. Najvecje intenzitete STD signalov smo opazili v obmocju med 6 3,3 in
3,9 ppm, kar nakazuje, da je D-manoza v najtesnejSem stiku s povrSino receptorja. Teh
signalov nismo mogli kvantitativno opredeliti zaradi prekrivanja. Edini signal s sladkorne
enote, ki je bil dobro loc¢en pri vseh §tirih ligandih, je signal protona H, (pribl. 5,1 ppm),
ki pripada anomernemu protonu D-manoze. Poleg tega je bil ta signal tudi najintenzivnejsi
v primerjavi z ostalimi protonskimi signali v STD NMR spektru, ki smo jih opazovali pri
oceni interakcij med ligandi in receptorjem. Zato smo signal protona H, uporabili kot
referenco z arbitrarno doloceno relativno STD vrednostjo 100 %. Intenzitete ostalih
signalov so bile izrazene relativno glede na signal H, (slika 15). Najve¢je in najbolj
zanimive razlike med ligandi so bile opazene zaradi razli¢nih aromatskih skupin, pripetih
na glicerolni distan¢nik. Tudi za te smo lahko dolocili STD efekte, ki pa so bili manjsi v
primerjavi z manozim obro¢em. Za oba fenilna protona Hy liganda 1 smo dolo¢ili 51 %
STD efekt. Pri tem velja opozoriti, da v STD spektru nismo mogli lociti med prispevkom
posameznih, simetri¢nih protonov Hy k vezavi. Protoni Hy, Hc in Hg na naftalenskem
obroc¢u liganda 1 so izkazovali 61 %, 43 % in 53 % STD efekte. Tudi za ostale aromatske
protone smo opazili STD efekte, vendar je bila kvantitativna analiza zaradi prekrivanja

signalov nemogoca.
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Slika 15: STD efekti za ligande 14 ob interakcijah z receptorjem. Oznaceni protoni Ha—
Hgy imajo dobro lo¢ene in izolirane signale v 'H NMR spektrih. Pri posameznem protonu je
oznacena relativna STD vrednost normalizirana na proton H,. Pus¢ice nakazujejo, da smo

za simetri¢ne protone lahko dolocili le skupno STD vrednost.

Pri ligandu 2 je fenilni proton Hs pokazal 68 % STD efekt, medtem ko so protoni Hy, H,
ter He naftalenskega obroca dosegli 78 %, 54 % in 50 % STD efekte. Liganda 1 in 2 se
med seboj razlikujeta po polozaju karboksilne skupine na fenilnem obrocu, kar se odraza v
razlikah v NMR spektrih. Pri ligandu 1 sta bila dobro locena sighala protonov Hg in Hy.
Nasprotno sta bila pri ligandu 2 dobro lo¢ena signala protonov He in Hy. Signala protonov
Hp in H¢ sta bila dobro lo¢ena pri obeh ligandih. Podobno kot za 2 smo opazili tudi za
liganda 3 in4. Zaradi navedenih razlik je potrebna previdnost pri direktni medsebojni
primerjavi ligandov 1-4. Pri strukturnem ovrednotenju liganda 3 smo dolo¢ili, da imajo
protoni Hy in H. naftalenske skupine in H; fenilnega obroca zelo podobne STD vrednosti
med 73 % in 77 %. Malo manjs$i STD efekt je dosegel proton He (65 %). Eksperimentalno
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opazeni STD efekti za ligand 4 za protona Hy in H¢ na obeh naftalenskih obrocih so bili
90 % in 91 %. STD efekt za protona He je bil obCutno manjsi (62 %). V NMR spektrih
zaradi simetrije liganda nismo mogli loc¢iti med protoni s posameznega nhaftalenskega
obroc¢a. Doloc¢eni STD efekti zato odgovarjajo skupnemu prispevku obeh protonov k

vezavi.

5.2.2. Odvisnost STD efektov od ¢asa nasi¢evanja

STD rastoce krivulje za ligande 1-4 smo dolo¢ili tako, da smo posneli dvanajst STD NMR
spektrov pri razli¢nih €asih nasicevanja od 0,1 do 5,0 s. Daljsi ko je bil ¢as nasicevanja,
mocnejSe STD efekte smo opazili, kar nakazuje na to, da obseg prenosa nasicenja na
protone liganda nara$¢a s ¢asom nasicevanja. Slika 16 prikazuje spremembe intenzitet STD

signalov s podaljsevanjem ¢asa nasi¢evanja za ligand 1.
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Slika 16: STD NMR spektri liganda 1, posneti pri razli¢nih ¢asih nasi¢evanja od 0,1 do
50s.

Dobljene STD efekte smo izrazili v obliki amplifikacijskih faktorjev (STD-AF) (enacba 3).
Vrednost STD-AF ustreza povprecnemu stevilu molekul, pri katerih je prislo do prenosa
nasicenja z enega receptorja pri konstantnem ¢asu nasi¢evanja. Hkrati STD-AF odraza tudi
blizino liganda do receptorja. Odvisnost intenzitete signalov od Casa nasicevanja smo

prikazali v obliki STD rasto¢ih krivulj na grafu STD-AF v odvisnosti od Ccasa
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nasi¢evanja (slika 17). Eksperimentalnim podatkom smo z metodo najmanjs$ih kvadratov
prilagodili monoeksponentno matemati¢no krivuljo z enacbo 4. Eksperimentalni podatki in

najbolje se prilegajoce krivulje za ligande 1-4 so prikazane na sliki 17.
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Slika 17: Grafi STD-AF kot funkcije ¢asa nasi¢evanja za ligande 1-4. Eksperimentalnim
podatkom smo prilegali matemati¢no enac¢bo 4 z namenom dolocitve vrednosti STDpmas In
ksat. Simboli predstavljajo eksperimentalne podatke, neprekinjene crte predstavljajo

matemati¢ne krivulje prileganja z metodo najmanjsih kvadratov.

Eksperimentalni podatki se dobro ujemajo z izraCunanimi krivuljami ob uporabi enacbe 4 z
vrednostmi % pod 0,1. Na podlagi tega lahko sklepamo, da je bil izbrani model, ki opisuje
nas$ sistem, ustrezen. RastoCe krivulje za posamezen proton so plato dosegle pri razli¢nih

Casih nasiCevanja, ta Cas je bil odvisen predvsem od hitrosti relaksacije nasi¢enega
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prostega liganda v raztopini do ravnotezne oblike. Za vse ligande lahko recemo, da je bil
plato dosezen pri c¢asih nasiCevanja daljsih od 2,5s. Oblika rastocih krivulj nosi
informacijo tudi o splosnih vezavnih karakteristikah posameznega liganda na DC-SIGN. Iz
oblike krivulj na grafih STD-AF v odvisnosti od ¢asa nasiCevanja smo razbrali podobne
vezavne znacilnosti, kot smo jih opazili pri strukturnem ovrednotenju liganda. Za sladkorni
proton H, smo dolocili pomembno visje STD-AF vrednosti kot za aromatske protone.
Medtem so bile variacije v STD-AF med aromatskimi protoni zelo majhne. Matemati¢no
enacbo 4 smo prilagajali eksperimentalnim podatkom z namenom dolo¢itve dveh konstant,
maksimalne STD intenzitete, STDmaks, In hitrostne konstante nasi¢evanja, Ksat. STDmaks j€
asimptoti¢ni maksimum STD rastocih krivulj, ks je povezana z lastnostmi posameznega
protona in podaja informacijo o tem, kako hitro rastoce krivulje doseZejo plato. Vrednosti

konstant so podane v preglednici I.

Preglednica I: Vrednosti parametrov interakcij ligandov 1-4 z receptorjem DC-SIGN.*

Ligand Proton STDrmaks Keat R? v
1 Ha 4,46 £ 0,13 1,13+0,13 57 0,923 0,098
He 2,06 + 0,07 1,93+0,20s™ 0,881 0,072
Hq 2,49 £ 0,06 1,48 +0,17 s* 0,954 0,10
Hy 2,66 + 0,08 1,12+0,10s™ 0,954 0,043
2 H. 3,71+ 0,09 1,26 + 0,10 5™ 0,982 0,028
He 1,87 + 0,07 1,20+ 0,14 s 0,948 0,013
He 1,48 + 0,08 1,43+0,23 s* 0,956 0,012
Hs 1,61+ 0,07 1,41+0,20s* 0,948 0,016
3 Ha 3,44+ 0,05 1,19+ 0,08 s™ 0,993 0,010
He 1,58 + 0,03 1,38+ 0,09 s* 0,990 0,003
He 1,08 + 0,02 2,45+0,30s 0,973 0,003
Hs 1,77 + 0,02 1,35+0,15s* 0,969 0,014
4 Ha 3,41+ 0,07 2,08+0,185" 0,980 0,028
He 1,69 + 0,06 1,59 +0,20s™ 0,962 0,014
He 1,30 + 0,04 2,44+0325* 0,964 0,008

* Navedene vrednosti smo dolocili iz prilegajocih se krivulj eksperimentalnim podatkom
za opazovane protone Ha-Hg. Ksat: hitrostna konstanta nasic¢evanja, STDmaks: najvisja STD

vrednost, R?: koeficient dologanja, x*: porazdelitev hi-kvadrat
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Pri ligandu 1 je najvi§jo vrednost STDmaks dosegel proton H, (4,46), medtem ko so bile
vrednosti za aromatske protone Hc, Hq, in Hg (2,06; 2,49; 2,66) obcutno nizje. Za protone
liganda 1 smo izraGunali vrednosti ks, ki se gibajo med 1,12 in 1,93 s™*. Za ligand 2 so bile
vrednosti STDmaks Za protone H,, He, He in Hf 3,71; 1,87; 1,48 in 1,61. Zanimivo je, da se
vrednosti Ks;; med protoni liganda 2 niso bistveno razlikovale, saj so bile vse vrednosti
okrog 1,30 st Tudi v primeru liganda 3 smo najvi§jo STDpaks izracunali za proton H,
(3,44). Obcutno nizje vrednosti smo dolocili za aromatske protone Hc (1,58), Hy (1,08) in
Hg (1,77). Velike razlike med protoni 3 smo opazili tudi v primeru vrednosti K, ki so bile
med 1,19 in 2,45 s™. Podoben razpon vrednosti ks med 1,59 in 2,44 s smo opazili tudi v
primeru liganda 4. Vrednosti STDmaks za protone 4 so bile 3,41 za H, in 1,69 ter 1,30 za

protona H. in He na naftalenskih obroc¢ih.

Zmnozek kgt in STDpaks predstavlja zacetni naklon premice pri ni¢tem ¢asu nasi¢evanja.
Ta vrednost ustreza STD intenziteti (STDy) v odsotnosti vplivov T; relaksacije in je
odvisna samo od bliZine liganda v vezavnemu mestu receptorja. Za vrednotenje vplivov Ty
relaksacije smo izracunali vrednosti STDg za protone Ha-Hyg in jih primerjali s STD efekti
pri Casu nasiCevanja 2S (STDys). Za lazjo primerjavo smo STD intenzitete normalizirali

glede na proton H,, ki ima vrednost 100 (preglednica II).

Preglednica I1: Normalizirani STD efekti pri ¢asu nasi¢evanja 2,0 s in STDo.?

1 2 3 4

H. 43 54 75 91

Hq 53 nd nd nd

STDys He nd" 50 65 62
H¢ nd 68 77 [°
H, 51 nd nd /

H. 62 48 53 38

Hyq 73 nd nd nd

STDg He nd 45 65 45
H¢ nd 49 58 /
H, 46 nd nd /

# Normalizirane intenzitete za protone Hc-Hg pri s asu nasi¢evanja 2,0 s glede na STD efekt protona H,, ki
ima arbitrarno dolo¢eno vrednost 100. STD, ustreza STD normaliziranim vrednostim, izracunanim po enacbi

4. " Nedologeno zaradi prekrivanja signalov. ¢ Ligand ne vsebuje tega protona.
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Vrednosti STDg so bile v primerjavi z vrednostmi STDys nizje. Izjemi sta bila protona Hc in
Hq liganda 1, za katera smo dolocili precej visje vrednosti STDy kot STD,s. Vrednosti
STDq in STDys za proton Hy liganda 1 sta bili primerljivi. Za ligand 2 smo za protona Hc in
He izracunali zelo podobni vrednosti STD. Najvecje razlike pri ligandu 2 smo opazili za
proton Hc. Zanimivo je, da je imel proton H, liganda 3 enaki vrednosti STDg in STDas,
medtem ko smo za protona Hc in Hs dolocili nizje vrednosti STDg v primerjavi s STDas. Po
drugi strani smo najvecje razlike med vrednostmi STD dolo¢ili pri ligandu 4, $e posebno
za proton H.. OpaZene razlike med vrednostmi STDg in STD,s smo pripisali vplivu T
relaksacije za ligande 1-4. Ker so bile razlike med STDg in STD,s za proton H. liganda 4
oblutno nizje v primerjavi z ostalimi tremi ligandi, smo preverili tudi vplive drugih
efektov, ki bi lahko vplivali na STD vrednosti. Dogajanje v vzorcu liganda 4 smo
natanéneje preucili z difuzijskimi eksperimenti. Pri razli¢nih koncentracijah liganda med
20 in 1200 uM smo posneli DOSY (ang. diffusion ordered spectroscopy) spektre, iz
katerih smo lahko razlikovali med razli¢no velikimi molekulami. Izra¢un difuzije je bil
enostaven in hiter. V 2D DOSY spektrih, kjer so na abcisni osi kemijski premiki in na
ordinatni osi vrednosti difuzijskih koeficientov, so razvidni trije seti signalov, ki pripadajo
ligandu, DMSO in tris pufru (slika 18).
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Slika 18: 2D DOSY NMR spektra 4 pri 40 uM (levo) in 800 uM (desno) koncentraciji
liganda.

Pri niZjih koncentracijah liganda so njegovi signali poravnani v eno vrsto z difuzijskim

koeficientom 2,1 x 10 m?s™, medtem ko opazimo pri vigjih koncentracijah signale
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poravnane v ravno vrsto z nizjim difuzijskim koeficientom (1,9 x 10® m? s™). Na podlagi
teh rezultatov lahko sklepamo, da s povecevanjem koncentracije 4 prihaja do tvorbe
majhnih agregatov. Zanimivo je, da pri koncentracijah nad 800 uM ti trdni delci postanejo
tako veliki, da v vzorcu opazimo belo oborino, medtem ko v DOSY spektru opazimo samo
en set signalov z difuzijskim koeficientom 2,1 x 10® m? s™. Pri vijih koncentracijah torej
ne opazimo tvorbe nanoagregatov, ampak imamo ravnotezje med neraztopljenimi trdimi
delci in molekulami v raztopini. Presenetljivo je tudi, da je to ravnotezje zelo po¢asno, saj

v NMR spektrih ne opazimo sprememb v obliki signalov.

5.2.3. Karakterizacija in primerjava vezavne konformacije med ligandi 1-4

Za boljso primerjavo med ligandi smo oblikovali normalizirane krivulje STD efektov kot
funkcije Casa, s katerimi smo pridobili dodatne informacije o na¢inu vezave in vezavni
konformaciji ligandov v vezavnem mestu DC-SIGN. STD-AF vrednosti obravnavanih
protonov smo normalizirali glede na STD efekt protona H, pri ¢asu nasi¢evanja 5 s znotraj
istega liganda, ki smo ga po dogovoru dolo¢ili na 1. Med seboj smo primerjali
normalizirane STD-AF vrednosti za isti proton na razli¢cnih ligandih (slika 19). Veliko
podobnost v splosnem trendu med STD rasto¢imi krivuljami lahko opazimo za proton H,
za ligande 1-4 (slika 19a). Dobro ujemanje nakazuje podobno konformacijo manoznega
obroca za ligande 1-4 pri vezavi na receptor. V obmoc¢ju med ¢asoma nasi¢evanja 1in 2 s
so na prevoju krivulje majhne razlike med ligandi, pri krajsih in daljsih ¢asih nasi¢evanja
pa je ujemanje podatkov znotraj eksperimentalnih napak. Normalizirane rastoc¢e krivulje
kazejo zelo dobro ujemanje tudi za proton Hc (slika 19c). Dobra korespondenca vrednosti
znotraj eksperimentalnih napak kaze, da je nacin vezanja za H, med ligandi primerljiv in
da so interakcije med H. na naftalenskem obroc¢u in hidrofobnim Zepom vezavnega mesta
zelo podobne ne glede na spremembe v strukturi ligandov. Najvecja odstopanja med
rastocimi krivuljami smo opazili za protone Hp, Hg, He, Hf in Hy. Primerjava rastocih
krivulj za proton Hy, je razkrila podobnost STD efektov za ligande 1, 3 in 4, medtem ko so
STD efekti liganda 2 nizji (slika 19b). Opazimo lahko tudi razlike v naklonih rastocih
krivulj in kako hitro dosezejo plato. Liganda 2 in 4 ga dosezeta zelo hitro, nasprotno pa
liganda 1 in 3 dosezeta plato pri daljsih casih nasi¢evanja. Razlike v obliki rastocih krivulj

za protona Hy in Hy liganda 1 smo pricakovali, saj se nahajata na drugih pozicijah na
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aromatskih obroc¢ih glede na He ligandov 2—4 in Hs ligandov 2 ter 3 (sliki 19¢ in d).
Nasprotno pa je bila razlika v STD efektih za proton He ligandov 2—4 presenetljiva, saj ima
ta proton pri vseh treh ligandih enako mesto na naftalenskem obrocu. Kljub temu lahko
opazimo, da je nacin vezave naftalenskega protona He ligandov 2 in 4 zelo podoben. Torej
druga aromatska skupina ligandov 2 in 4 vpliva na orientacijo naftalenskega obroca v
vezavnem mestu DC-SIGN na zelo podoben nacin. Spremembe v STD efektih, ki smo jih
zaznali preko opazovanja protona He, omogocajo Se natanénejSo ovrednotenje tudi majhnih
razlik v vezavnih znacilnostih ligandov. Pri primerjavi strukturnih znacilnostih in polozaja
protona Hy liganda 1 in He ligandov 2-4 je razvidno, da je proton Hgy na naftalenskem
obroCu na bolj ugodnem mestu za vezavo kot He (Slika 19¢). Nadaljnja primerjava
protonov Hs in Hg na fenilnem obrocu pri ligandih 1-3 je razkrila, da je pozicija protona Hs
na aromatskem obrocu blizje povrSini receptorja v primerjavi s poloZajem protona Hy.
Ligand 3 je metilni ester liganda 2 in primerjalna analiza med njima je razkrila, da proton
Hs liganda 3 lezi blizje povrsini receptorja kot proton H¢ liganda 2 (slika 19d). Ti rezultati
nakazujejo, da povecanje lipofilnosti skupaj s konformacijsko spremembo omogoca

mocnejse interakcije liganda 3 z receptorjem.
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Slika 19: Normalizirane STD rastoce krivulje za protone Hi-Hg. Prikazani grafi

posredujejo informacije za primerjavo vezavne konformacije in na¢ina vezave med ligandi

1-4. Protoni, ki smo jih preucevali, pripadajo a) manozni skupini, b), ¢), ¢) naftalenskemu

obrocu in d) fenilnemu obrocu.
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5.2.4. Ovrednotenje vezavne afinitete med DC-SIGN in ligandi 1-4

Dolocanja afinitete med ligandom in receptorjem in vitro smo se lotili, ker rezultati
predstavljajo dober nadomestek za ovrednotenje ucinkovitosti ligandov v in vivo pogojih.
Odvisnost STD efektov od koncentracije liganda nam je omogocila dolocitev
disociacijskih konstant (Kp) s pomo¢jo STD NMR titracijskih eksperimentov. Spremljali
smo intenzitete signalov v STD spektrih pri petih razlicnih razmerjih med receptorjem in
ligandom (1:10,1:30,1:50,1:70,1:100) in konstantnem ¢asu nasicevanja (2 s). Tako
dolo¢enim STD efektom, ki smo jih izrazili kot STD-AF, smo prilagodili hiperboli¢no
matemati¢no funkcijo, ki jo opisuje enacba 5. Velja opozoriti, da enacba 5 velja le, ko je
koncentracija liganda v velikem presezku glede na receptor, kot je bilo tudi v naSem
primeru. Na sliki 20 so prikazane normalizirane STD-AF vrednosti za proton Hge V
odvisnosti od koncentracije ligandov 1-4.
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Slika 20: Normalizirane STD-AF krivulje kot funkcije koncentracije ligandov. Kp je bila
dolo¢ena s pomocjo enacbe 5 in je 1,6 +0,5mM (R?=0,992) za 1, 0,96+ 0,08 mM,
(R?=0,999) za 2, 0,45 + 0,05 mM (R?=0,997) za 3 in 4,9 + 0,7 mM (R®=0,999) za 4.

Iz slike 20 je razvidno, da pri danih koncentracijah noben ligand ni dosegel maksimalne
STD-AF vrednosti, kar nakazuje na to, da je izmenjava med prostim in vezanim ligandom
hitra. Razlike v izmenjalni kinetiki med ligandi 14 se odrazajo tudi v razli¢nih naklonih
hiperboli¢nih krivulj. Na podlagi teh rezultatov lahko sklepamo, da je izmenjalna kinetika

najhitrejsa za ligand 4 in najpocasnejSa za 3. Torej ligand 3 ostane v vezavnem mestu
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daljse Casovno obdobje v primerjavi z drugimi ligandi. Po prilagajanju enacbe 5
eksperimentalnim podatkom smo izracunali vrednosti Kp. Za liganda 2 in 3 so bile
dolo¢ene vrednosti Kp v milimolarnem obmoc¢ju, in sicer 0,96 mM in 0,45 mM
zaporedoma. Za liganda 1 in 4 smo opazili $ibkejSo vezavo z vrednostma Kp 1,6 mM in
4,9 mM zapovrstjo. Dolocene vrednosti Kp potrjujejo hitro izmenjavo ligandov v
vezavnem mestu. Pri dolocevanju vrednost Kp s pomocjo STD eksperimentov velja
omeniti, da so te konstante praviloma vecje ali enake pravim termodinamskim vrednostim.
Direktna primerjava med vrednostmi Kp ligandov je otezena zaradi vpliva razli¢nih
eksperimentalnih faktorjev (Cas nasiCevanja, Cas zadrzevanja liganda v kompleksu z
receptorjem, intenziteta signalov, akumulacija prenesenega nasicenja pri prostem ligandu),
ki lahko vplivajo na dolocitev konstante. Z namenom ocenitve obcutljivosti preucevanega
sistema ligandov in DC-SIGN na uc¢inkovitost prenosa nasi¢enja smo analizirali STD-AF
za 24 pri razli¢nih koncentracijah liganda (80—-800 uM) in pri razli¢nih ¢asih nasi¢evanja
(0,54,05). Iz dobljenih podatkov smo nacrtali STD rasto¢e krivulje in iz njihovega
zacetnega naklona dolo¢ili vrednosti STD,. Odvisnost teh vrednosti od koncentracije smo
prilagodili enac¢bi 6 in izracunali vrednosti Kp, Ki niso bile odvisne od spektralnih
znacilnostih opazovanih signalov (slika 21). Zanimivo je, da smo pri izracunu vrednosti Kp
iz zaCetnih naklonov dobili primerljive vrednosti direktnim titracijskim eksperimentom pri
konstantnem ¢asu nasievanja. Vrednosti Kp brez vpliva spektralnih znacilnostih so bile
0,90 mM za 2, 0,51 mM za 3 in 3,0 mM za 4. Te vrednosti Kp $e dodatno potrjujejo, da
ima ligand 3 najmanjso hitrostno konstanto Ko, ki doloc¢a hitrost razpada kompleksa, in je
tako najdaljsi ¢as del kompleksa z DC-SIGN. Na sliki 21a opazimo tudi, da STD krivulje
pri nizjih koncentracijah dosezejo plato pri krajSih Casih nasicevanja. Poleg tega smo
ugotovili, da hitrostna konstanta nasiCevanja ni konstantna, ampak se spreminja s
koncentracijo ligandov. Pri nizjih koncentracijah ligandov je dinami¢no ravnovesje
dosezeno pri kraj$ih casih nasiCevanja, vendar je pri teh koncentracijah liganda tudi

verjetnost za ponovno vezavo Ze nasi¢enega liganda v vezavno mesto vecja.
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Slika 21: a) Graf STD-AF kot funkcije Casa nasiCevanja pri razlicnih koncentracijah
ligandov 2 (zgoraj), 3 (sredina) in 4 (spodaj). b) Odvisnost vrednosti STD, od
koncentracije ligandov 2 (zgoraj), 3 (sredina) in 4 (spodaj). Eksperimentalnim podatkom

smo prilagodili enacbo 6 in tako dolo¢ili vrednosti Kp brez vpliva spektralnih znacilnostih.
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5.3.  STD NMR eksperimenti dendronskega antagonista 5

S STD NMR eksperimenti smo zeleli preuciti tudi interakcije med DC-SIGN in ligandom
5. Opazeni signali v STD spektru potrjujejo interakcije med receptorjem in ligandom 5
(slika 22). V STD NMR spektru ne opazimo signalov, ki pripadajo necistotam (okrog
o 1 ppm), saj ne sodelujejo v vezavi. Kvantitativno analizo STD NMR spektrov so
preprecili slaba topnost liganda 5 pri visjih koncentracijah, prekrivanje signalov in tvorba
agregatov. Kljub temu lahko trdimo, da v vezavi sodelujejo aromatski protoni naftalenskih
obro¢ev in manozni sladkorni obroc¢i. Opazimo lahko tudi STD signale v obmocju, kjer
resonirajo protoni distan¢nikov (med 6 2,04 in 2,38 ppm), vendar je njihova intenziteta

manj$a v primerjavi z aromatskimi in sladkornimi protoni.
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Slika 22: Referen¢ni in STD NMR spekter liganda 5 v prisotnosti receptorja. Oba spektra

4|.5 | 35

sta bila posneta na 600 MHz NMR spektrometru pri 298 K, ¢asu nasiCevanja 25,
koncentraciji liganda 400 uM in 1 :50 razmerju med receptorjem in ligandom v 25 mM
tris-d; (pD=8,0), 150 mM NaCl, 4 mM CaCl, v H,0 in 25 % DMSO-ds.

Pri primerjavi NMR spektrov brez receptorja in z receptorjem smo opazili, da so kemijski
premiki signalov, ki pripadajo ligandu, po dodatku receptorja premaknjeni proti visjemu
polju (proti nizjim & vrednostim v ppm). Za nekatere signale smo opazili razsiritev linij in
posledicno spremembo oblike signalov. Za signale, ki so pripadali pufru, sotopilu ali
necistotam, teh sprememb nismo opazili. V nadaljevanju nas je tudi zanimalo, kako se
spreminja intenziteta signalov v STD spektrih pri ¢asih nasi¢evanja od 0,1 do 5,0 s (slika
23).
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Slika 23: STD NMR spektri liganda 5, posneti pri razli¢nih ¢asih nasic¢evanja od 0,1 do

50s.

S podaljsevanjem &asa nasi¢evanja so STD efekti nedvoumno rasli. Ze pri kratkih Gasih
nasi¢evanja smo opazili STD efekte, ki pripadajo manoznim sladkornim obro¢em. Kljub
prekrivanju v NMR spektrih liganda 5 je anomerni proton manoznega obroca (okrog
d 5 ppm) Se vedno loc¢en od ostalih. Za ta proton smo nacrtali STD rasto¢o krivuljo na
grafu STD-AF kot funkcijo ¢asa nasi¢evanja z namenom primerjave dendronskega liganda
5 z monovalentnimi ligandi 1-4. Eksperimentalnim podatkom smo prilegali matemati¢no

krivuljo z enacbo 4 (slika 24).
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Slika 24: Graf STD-AF kot funkcije ¢asa nasiCevanja za proton H, liganda 5.

Eksperimentalnim podatkom smo prilegali matemati¢no enacbo 4.
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Zanimivo je, da se eksperimentalni podatki ne ujemajo dobro z izra¢unanimi krivuljami ob
uporabi enacbe 4 (3 je 3,0). Krivulja je Ze pri kratkih &asih nasiGevanja dosegla vrednosti
STDnaks, Ki so bile obéutno veéje kot pri monovalentnih ligandih. Pri direktni primerjavi z
monovalentnimi ligandi se moramo zavedati, da hkrati opazujemo Stiri manozne obroce, ki
se vezejo na tetramerni receptor, kar se najverjetneje odraza tudi v izraCunanih STD
efektih. Pri tem je potrebna tudi dodatna previdnost, saj pravzaprav ne vemo, ali
opazujemo STD efekte za celoten ligand, ki je oddisociral z vezavnih mest, ali le za
posamezne krake. Rezultati nakazujejo, da se interakcije liganda 5 z receptorjem

razlikujejo v primerjavi z monovalentnimi ligandi 1-4.

48



6. Razprava

Nasa raziskava je prinesla nove strukturne in mehanisti¢éne podrobnosti o interakcijah med
manoznimi glikomimetiki in zunajcelicno domeno DC-SIGN na atomskem nivoju
lo¢ljivosti. Izmerjeni STD efekti nedvoumno dokazujejo vezavo manoznih antagonistov na
receptor. Vezavna afiniteta za 1-5 do DC-SIGN je med 10® in 102 M, Kkar je ravno v
obmocju, ki jo zahteva STD NMR eksperiment, da opazimo prenos nasicenja in posledi¢no
STD signale. Za uspesno izvedbo STD NMR eksperimentov je dovolj ze majhna
koncentracija receptorja (8 uM). Posledi¢no so bile tudi koli¢ine uporabljenih ligandov
majhne, kar je dodatna prednost uporabljene metodologije, saj smo obi¢ajno omejeni s

koli¢inami spojin pri zacetnem testiranju.

Strukturno ovrednotenje ligandov 1-4 je razkrilo, da je manopiranozni obro¢ pri vseh Stirih
v najtesnejSem stiku z receptorjem. STD efekti tudi jasno nakazujejo, da se manozni
sladkorni obro¢ veze najmoc¢neje glede na skupine v strukturi posameznega liganda. Ti
rezultati se zelo dobro ujemajo z Ze znanimi vezavnimi karakteristikami D-manoznega
obro¢a z DC-SIGN (24, 38, 76). Objavljene studije kazejo, da naj bi hidroksilni skupini na
mestih 3 in 4 na manoznem obro¢u tvorili dve koordinacijski in dve vodikovi vezi v
vezavnem mestu in bili tako najpomembne;jsi za vezavo (24). V obmocju, kjer resonirajo
protoni na mestih 3 in 4 z D-manoze, smo sicer opazili mo¢ne STD efekte, vendar le-teh
nismo mogli kvantitativno ovrednotiti zaradi prekrivanja signalov. STD efekte smo opazili
tudi za aromatske obroce ligandov 1-4, ki pa so bili nizji v primerjavi z manoznim
obroc¢em. Odkrili smo tudi, da strukturne spremembe na fenilni skupini ne vplivajo samo
na njene vezavne lastnosti, ampak tudi na vezavne znacilnosti naftalenske skupine.
Liganda 1 in 2 se med seboj razlikujeta po mestu vezave karboksilne skupine na fenilnem
obrocu. Opazimo lahko, da meta lega substituenta na fenilni skupini pri ligandu 2
doprinese k povisanju STD efektov v primerjavi z ligandom 1, kjer je karboksilna skupina
vezana na para mestu. Visje STD efekte smo dolo¢ili tudi na naftalenskem obrocu liganda
2, Se posebno za proton Hy. Pri ligandu 3, ki je metilni ester liganda 2, smo preucevali
razlike v STD efektih pri majhnih spremembah lipofilnosti liganda. Opazili smo znatno
povisanje STD efektov za oba aromatska obroca v primerjavi z ligandom 2. Izjema je bil
proton Hp, za katerega so vrednosti ostale zelo podobne. Ligand 4 je z dvema
naftalenskima obrocema najbolj lipofilen izmed ligandov 1-4. Zaradi ugotovitve, da

povecanje lipofilnosti pozitivno vpliva na STD efekte, smo predvidevali, da bodo STD
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potrebno opozoriti, da so bili ti efekti doloCeni za ista protona na obeh naftalenskih
obroc¢ih. Zaradi simetrije liganda in posledicno omejitve razlikovanja signalov protonov s
posameznega naftalenskega obroca v NMR spektrih se je pojavilo vprasanje, kakSen je
pravzaprav doprinos posameznega protona k vezavi. Vendar sama STD NMR metoda na to

vprasanje ni dala odgovora.

Zgoraj opisano strukturno ovrednotenje ligandov pri konstantnem casu nasi¢evanja se
obicajno opravi na zacetku STD S$tudij, saj poda bistvene informacije o tem, ali se ligand
sploh veze ter kako blizu so posamezni deli liganda vezavnemu mestu receptorja.
Informacije o vezavi pridobimo zelo hitro, ¢as meritve pa je odvisen od koncentracije
liganda, lo¢ljivosti, ki jo zahtevamo, uporabljenega spektrometra itd. Kadar zelimo
natanénejSe podatke, je potrebno preveriti tudi druge vplive, ki lahko vplivajo na STD
rezultate. Zato smo opazovali STD efekte pri razli¢nih ¢asih nasi¢evanja in nacrtali STD
rastoce Krivulje z namenom preprecevanja moznih napa¢nih razlag. Mayer in Meyer sta
namre¢ pokazala, da velikost dolo¢enih STD efektov ni odvisna samo od blizine liganda do
receptorja, ampak na opazen prenos nasiCenja v vezavnem mestu vplivata tudi
longitudinalni relaksacijski ¢as Ty protonov prostega nasi¢enega liganda in kinetika vezave
(60). Pri daljsih ¢asih nasi¢evanja se je v vezavnem mestu izmenjalo vecje Stevilo ligandov
in posledi¢no smo opazili ve¢je STD efekte. Vendar pri Casih nasicevanja, daljsih od 2,5 s,
nismo ve¢ opazili bistvenega spreminjanja intenzitet signalov v STD spektrih. Nadaljnjo
rast STD efektov, kljub temu, da je bilo nasi¢enih vedno ve¢ molekul, je preprecevala
relaksacija prostih nasi¢enih ligandov v raztopini. Iz prileganja matematicne enacbe
rasto¢im STD krivuljam smo izracunali konstanti STDmaks IN Ksat. Pri obeh vrednostih smo
opazili razlike med protoni znotraj posameznega liganda kot tudi med ligandi. Zanimivo je
bilo opazenje, da je najvisjo STDmaks dosegel ligand 1, medtem ko so bile te vrednosti malo
nizje in podobne za 2—4. Zmnozek konstant STDmaks N Ksat je STDy, ki predstavlja naklon
krivulje pri ¢asu nasicevanja O s in odsotnosti T; efektov. Zaradi vpliva T; relaksacije smo
razlike med STD pri ¢asu nasiCevanja 2 (STD,g) in STDg pri¢akovali, pri tem pa so
splosne vezavne karakteristike za protone ostale podobne. Najmanjse razlike med STDys in
STDo smo opazili za 2, medtem ko smo najvecja odstopanja dolocili za 4. Relaksacijske
lastnosti protonov se odrazajo tudi v vrednostih Ke:. Za protone liganda 2 so vrednosti Ky

zelo podobne, kar se odraza v majhnih razlikah med STDy in STD, za ta ligand. Malo
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vecje razlike med STDys in STDg smo opazili za 1 in 3 ter Se vecja za 4, kar dobro korelira
tudi z razponom vrednosti Ks; za protone posameznega liganda. Odstopanja med
vrednostmi STDg in STD,s so bila najvecja za proton H. pri 4. Za vse §tiri ligande lahko
trdimo, da so opaZene razlike v vrednostih STD posledica relaksacijskih lastnosti protonov
na posameznem ligandu. Zaradi obcutno manjsih vrednosti STDy v primerjavi s STD,s za
proton H¢ na 4 smo zeleli poleg T relaksacijskih vplivov preveriti tudi druge efekte, ki bi
lahko wvplivali na STD vrednosti. Ligand 4 je z dvema naftalenskima obro¢ema,
vklju¢enima v strukturo, najbolj lipofilen izmed vseh Stirih. Posledi¢no bi m-m zlaganje
med aromatskimi obro¢i lahko povzrocilo tvorbo (nano)agregatov, ki jih s prostim ocesom
ne vidimo, vendar vseeno lahko vplivajo na doloCitev STD efektov. Z difuzijskimi
eksperimenti smo Zeleli identificirati morebitne razlicno velike molekule/agregate v
vzorcu. Ce bi bili v raztopini agregati, bi bili vedji kot posamezne molekule 4 in bi opazili
vsaj dva seta signalov z razlicnima difuzijskima koeficientoma. Pri razlicnih
koncentracijah liganda 4 smo dobili dva seta signalov v 2D DOSY spektrih z majhnimi
razlikami v difuzijskih koeficientih, kar dokazuje, da se ligand nahaja v obliki posameznih
molekul in agregatov. Na podlagi danih rezultatov lahko sklepamo, da na opaZene razlike
za 4 v vrednostih STDys in STDg poleg relaksacije vplivajo tudi (hano)agregati liganda,

prisotni v raztopini.

Primerjava normaliziranih STD rastocih krivulj je podala informacije o razlikah v vezavnih
konformacijah med ligandi 1-4. Dobro ujemanje med ligandi smo opazili za D-manozo,
kar pomeni, da se le-ta veze na podoben nacin pri ligandih 1-4. Angulo s sodelavci je
pokazal, da Manal-2Man zavzema dva razli¢na vezavna nacina osrednje manozne skupine
v vezavnem mestu DC-SIGN (76). To bi lahko tudi pojasnilo majhne razlike med STD
rasto¢imi krivuljami med ¢asoma nasi¢evanja 1 in 2 s. Zelo dobro ujemanje med ligandi 1
4 za proton H. lahko najverjetneje pojasnimo s hidrofobnimi in m-mm interakcijami s
fenilalaninskim ostankom Phe313 v hidrofobnem Zepu receptorja. Pred kratkim je bila
objavljena $tudija podobnih monovalentnih manoznih antagonistov DC-SIGN, kjer so
podrobneje obravnavali tudi ligand 4 (24). Rezultati molekulske dinamike, ki so jo
opravili, kazejo, da en od naftalenskih obro¢ev predvidoma tvori interakcije s Phe313, kar
se dobro ujema tudi z zgornjimi zakljucki. Glede na to bi pricakovali podobne interakcije
tudi za druge protone naftalenskega obroca, Hy, Hg liganda 1 in H. ligandov 2-4, vendar

ujemanje med STD rastoimi krivuljami teh protonov ni bilo tako dobro kot za H.. Na
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podlagi tega lahko sklepamo, da pozicija naftalenskega obro¢a v hidrofobnem zepku DC-
SIGN ni ¢isto enaka za ligande 1-4. Ugotovili smo tudi, da je pozicija protona Hy bolj
ugodna za vezavo kot pa polozaj protona He, kar se ujema s sliko prikaza povpre¢ne MD-
strukture (24). Ceprav je za ligande 1-4 znaéilna velika fleksibilnost skupin na ligandih,
lahko na podlagi STD rasto¢ih krivulj predvidevamo, da aromatska obro¢a medsebojno
vplivata na konformacijo ligandov v vezavnem mestu DC-SIGN. Zaznali smo pomembne
razlike tudi pri analizi konformacije fenilnega obroc¢a. Opazili Smo, da protoni na razli¢nih
mestih na fenilnem obrocu ne sodelujejo enako mocno pri vezavi. Bolj je ugoden polozaj
protona Hgy kot Hy. Dodatna primerjava ligandov 2 in 3 je razkrila, da povecanje lipofilnosti
dodatno spremeni usmerjenost obro¢a, kar pozitivno vpliva na povecanje interakcij. Ti
rezultati dobro sovpadajo tudi z opazanji pri strukturnem ovrednotenju ligandov. Na
podlagi primerjalne analize STD rasto¢ih krivulj za ligande 1-4 lahko zaklju¢imo, da
variacije v strukturah ligandov vplivajo tako na vezavno konformacijo kot na nacin vezave
ligandov v vezavnem mestu DC-SIGN. Za natancnej$e informacije o konformaciji
ligandov v vezavnem mestu DC-SIGN bi lahko uporabili tudi prenesene NOE
eksperimente. Razlika med NOESY spektri vezanega in prostega liganda nosi informacije

0 bioaktivni konformaciji ligandov.

Pred naso Studijo vezavnih afinitet v obliki vrednosti Kp za ligande 1-4 ni dolocal Se
nih¢e. Interakcije med lektini in ogljikovimi hidrati so tipi¢no Sibke (uUM-mM) in vse
izraCunane vezavne afinitete v mikromolarnem obmocju predstavljajo ze velik dosezek,
Ceprav si splo$no zelimo nanomolarnih zaviralcev. S STD NMR metodami smo izracunali
Kp za 1-4 v submilimolarnem obmod¢ju. Za vse ligande smo opazili veliko fleksibilnost
glicerolnega distan¢nika z dvema aromatskima skupinama ze v prostem stanju v raztopini.
Ta fleksibilnost je najverjetneje tudi razlog, da so bile dolocene Sibke afinitete vezave za
ligande 1-4, kar so dodatno potrdile Studije molekulske dinamike za ligand 4, saj zaradi
velike rotacijske svobode aromatskih obrocev ne tvori optimalnih interakcij v vezavnem
mestu, kot je bilo predvideno pri ra¢unalniskem nacrtovanju uéinkovin (24). Tomasi¢ s
sodelavci je tudi testiral biolosko aktivnost liganda 4. 1zmerjena vrednost ICsy zanj je bila
40 uM. Ligand 4 je bil tako najmoc¢nejsi poro¢an monovalentni antagonist DC-SIGN (24).
Vrednost Kp za ligand 4, ki smo jo dolo¢ili s STD NMR metodami, je bila ob¢utno visja
(3 mM). Upostevati je potrebno dejstvo, da so vrednosti Kp, dolo¢ene s STD NMR

metodami, obi¢ajno visje ali enake pravim ravnoteznim vrednostim. Vendar tako velike
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razlike med dolocenima vrednostma Kp in ICsp vseeno nismo pri¢akovali, saj nam obe
konstanti prinaSata podobno informacijo o vezavni afiniteti liganda 4. Pri tem je potrebno
opozoriti tudi, da priprava vzorca ni bila enaka. Glavne razlike med naSimi in vzorci pri
testiranju bioloske aktivnosti so bile v sestavi pufra. Koncentracija tris pufra (20 mM) in
CaCl; (1 mM) je bila nizja kot v nasem primeru. Pomembna razlika je bila tudi, da smo mi
uporabili sotopilo DMSO-ds (25 %) za lazje raztapljanje, medtem ko so pri merjenju
bioloske aktivnosti uporabili Tween-20 (0,1 %), da bi se izognili nespecifi¢ni inhibiciji
DC-SIGN v primeru tvorbe agregatov. Potrebno je tudi omeniti, da so interakcije v
vezavnem mestu odvisne od prisotnosti kalcijevih ionov. Doloceno je bilo, da je pri 1 mM
koncentraciji kalcijevih ionov vezava HIV-1 gp120 na DC-SIGN 95 %, pri 5mM
koncentraciji pa je ta vezava 100 % (81). Glede na te podatke je bila koncentracija v obeh
primerih zadostna za optimalno vezavo in razlike v vezavni afiniteti niso bile poledica
drugac¢ne koncentracije kalcijevih ionov. Pri STD NMR meritvah so bile uporabljene
koncentracije liganda 4 Ze na zacetku visje, kot je bila njegova vrednost ICso. Glede na 2D
DOSY NMR spektre pri razlicnih koncentracijah lahko sklepamo, da pri 40 uM
koncentraciji liganda 4 Se ne prihaja do agregacije, medtem ko pri koncentraciji 80 uM ze
lahko opazimo dva seta signalov torej tudi agregate. Na tem mestu bi izpostavili, kako
pomembno je, da so molekule, ki jih opazujemo pri STD eksperimentih dobro topne in
stabilne v raztopini. Pri STD meritvah se tezave s topnostjo reSuje na dva nalina, z
zmanj$anjem koncentracije liganda ali z dodajanjem sotopila. Pri nasih eksperimentih so
bile uporabljene koncentracije Ze zelo nizke, zato jih nismo Se zniZevali. Smo pa uporabili
sotopilo (DMSO) z namenom izboljSanja topnosti, ki pa ocitno Se vedno ni mogel
popolnoma prepreciti tvorbe majhnih agregatov v primeru liganda 4. Mozno je, da je
zaradi tega v vecji meri prislo do nespecifi¢nih interakcij med ligandom 4 in receptorjem
kot v primeru ligandov 1-3, kar bi imelo za posledico tudi povecanje vrednosti Kp. Slednje
spada med slabse lastnosti STD NMR eksperimentov, saj ne lo¢ijo med specifi¢nimi in
nespecificnim interakcijami. Drugo mozno razlago sprememb STD vrednosti, ki smo jih
opazili pri analizi STD rastoc¢ih krivulj, in odstopanja vezavne afinitete z Ze objavljenimi
rezultati je mogoce iskati tudi v sami kinetiki vezave. V literaturi porocajo, da lahko ko, ali
Kot hitrostni konstanti vplivata na STD efekte in posledi¢no ni nujno, da nizji STD efekti

pomenijo tudi nizjo vezavno afiniteto liganda 4 do DC-SIGN (53).
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Oblika krivulj v grafu STD-AF v odvisnosti od koncentracije liganda je podala informacije
0 izmenjalni kinetiki v vezavnem mestu DC-SIGN, ki je obicajno najbolj odvisna od
disociacijske hitrostne konstante, Ky Ligandi 1-4 niso dosegli maksimalnega STD-AF pri
koncentraciji 800 uM, kar kaze na to, da je izmenjava molekul ligandov v vezavnem mestu
hitra. Pri primerjavi ligandov med seboj lahko re¢emo, da je izmenjava najpocasnejsa za
ligand 3. Ta ligand bi glede na obliko in naklon krivulje dosegel maksimalni STD-AF pri
nizjih koncentracijah glede na 1, 2 in 4. Zanimivo je tudi, da koncentracijske krivulje ne
dosezejo platoja, kot je to znacilno za STD rastoce krivulje. Ko vzorec pretitriramo in
nasitimo vsa vezavna mesta receptorja ([L]>>>Kp), za¢nejo STD-AF vrednosti padati, saj
intenzitete signalov v referen¢nem spektru narascajo z rasto¢o koncentracijo liganda, STD
efekti pa se zaradi nasienja receptorja ne spreminjajo ve¢. Posledicno taksni rezultati
odrazajo prenizko vrednost glede na realno stanje in zato se tovrstnega pretitriranja pri
STD NMR titracijskih eksperimentih izogibamo. Lahko re¢emo tudi, da STD NMR
eksperiment podaja samo delni vpogled v vezavno kinetiko med ligandi in receptorjem. S
kombinacijo eksperimentalnih podatkov in popolnimi relaksacijskimi matri¢nimi
kalkulacijami je mozno dolo¢iti tudi velikost hitrostne disociacijske konstante (Koff) in tako

dobiti natan¢nejso sliko kinetike vezave (82).

Na doloc¢itev vrednosti Kp s STD NMR spektroskopijo lahko vpliva kar nekaj
eksperimentalnih faktorjev (Cas nasiCevanja, Cas zadrzevanja liganda v kompleksu,
intenziteta signala, akumulacija nasicenja pri prostem ligandu). Z namenom minimizacije
moznih artefaktov smo za analizo rezultatov pri direktni titraciji izbrali proton Hy liganda 1
in He ligandov 24, saj sta imela najbolj ustrezno razmerje med signalom in Sumom. Pri
signalih z najve¢jo intenziteto zaradi dobrega razmerja med signalom in Sumom ne dobimo
nujno najboljsih rezultatov Kp. Dokazano je bilo, da je pri obsezni in hitri ponovni vezavi
nasic¢enih ligandov, ki $e niso presli v ravnoteZno stanje, napaka najbolj o€itna prav pri
signalih z najvis§jo intenziteto (66). Rezultate pri direktni titraciji smo preverili s pomocjo
zacetnih naklonov rastoc¢ih krivulj, ki naj bi bili manj obcutljivi na spektralne znacilnosti
opazovanih signalov. V obeh primerih smo dolocili zelo podobne vrednosti Kp. Ti rezultati
lahko pomenijo dvoje, ali sistem ligandov 14 in DC-SIGN ni obcutljiv na Ze omenjene
faktorje, ali pa so bili pogoji direktnih titracij dovolj skrbno izbrani z namenom

minimizacije vseh vplivov.
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Ideja, ki vodi nacrtovanje in razvoj dendronskih antagonistov, kot je ligand 5, se zdi kot
idealna resitev za nizke vezavne afinitete monovalentnih manoznih antagonistov do DC-
SIGN. V tej studiji so bile spojine dendronskega tipa prvi¢ preucevane s pomocjo STD
NMR eksperimentov. Signali v STD NMR spektrih so pokazali, da je priSlo do interakcij
med ligandom 5 in receptorjem. Ceprav teh spektrov nismo mogli kvantitativno analizirati,
smo vseeno opazili razlike med posameznimi kemijskimi skupinami liganda. Najmocnejse
STD efekte smo opazili za protone D-manoze, mocni so bili tudi STD efekti protonov
naftalenskih obrocev. Nizje STD efekte smo opazili v obmocju, kjer so resonirali protoni
distan¢nikov. S podaljSevanjem c¢asa nasievanja smo opazili tudi rast signalov, kar
pomeni, da se je pri daljSem Casu izmenjalo vecje Stevilo ligandov. Vendar je zanimivo, da
STD rastoca krivulja, ki smo jo naértali za anomerne protone sladkornih obrocev, plato
doseze Ze pri zelo kratkih casih (okrog 1), kar je precej hitreje v primerjavi z
monovalentnimi antagonisti 1-4. To pomeni, da je dinami¢no ravnovesje dosezeno pri
kraj$ih Casih nasi¢evanja, in hkrati nakazuje, da je za ligand 5 znacilna bolj obsezna
ponovna vezava ze nasi¢enega liganda v vezavno mesto receptorja. Ena od moznih razlag
za takSne rezultate je, da po vezavi liganda 5 na tetramerni receptor ne odisociirajo vsi
kraki istoc¢asno. Posledi¢no je zato velika verjetnost, da se bo tak ze nasiCen krak liganda
ponovno vezal v vezavno mesto receptorja. Na podlagi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo,
da metoda STD NMR ni najprimernej$a za vrednotenje afinitete dendronov, kot je ligand
5.
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7. Sklep

S pomo&jo kombinacije *H in STD NMR spektroskopskih metod smo pokazali nove
strukturne in mehanistiéne podrobnosti interakcij med manoznimi glikomimetiki in
zunajceli¢no domeno DC-SIGN na atomskem nivoju resolucije. Ti rezultati pripomorejo k
razumevanju interakcij v vezavnem mestu in tako doprinasajo nova znanja, ki so korak
bliZje uspesnemu preprec¢evanju horizontalnega prenosa okuzb s HIV-1 z uporabo loklanih

mikrobicidov.

S pomoc¢jo 1D in 2D NMR spektrov smo potrdili strukturo uporabljenih ligandov ter
pridobili informacije o strukturi ligandov v raztopini. Kot pricakovano za ligande 1-4
nismo opazili razlik v konformaciji stola D-manoznega sladkornega obroca glede na
razlike v skupinah, pripetih na njen anomerni ogljik. Celovita asignacija signalov v
protonskih spektrih ligandov 1-5 je omogocila tudi strukturno ovrednotenje ligandov pri
nadaljnjin STD NMR eksperimentih. Pridobljeni STD NMR rezultati za ligande 1-5
nedvoumno dokazujejo vezavo manoznih antagonistov na DC-SIGN. Za ligande 1-4 smo
lahko STD rezultate tudi kvantitativno ovrednotili, medtem ko za ligand 5 to ni bilo
mogoce zaradi prekrivanja signalov v NMR spektrih. Strukturno ovrednotenje ligandov 1—
4 je razkrilo, da je D-manoza v najtesnejSem stiku z zunajcelicno domeno DC-SIGN in je
zato tudi najpomembne;jsi za vezavo. To je potrdilo domneve o pomembnosti sladkornega
obroca za interakcije v vezavnem mestu DC-SIGN. Tudi aromatske skupine so kazale STD
efekte, vendar so bili ti nizji v primerjavi z D-manozo. Opazili smo, da visina STD efektov
dobro korelira s substituenti fenilne skupine ligandov 1-3 kot tudi lipofilnostjo
posameznega liganda. Za ligand 1 so bili dolo¢eni STD efekti za aromatske skupine okrog
50 %, medtem ko so bili ti efekti okrog 60 % pri ligandu 2. Liganda 1 in 2 se med seboj
razlikujeta po poziciji karboksilne skupine na fenilnem obroc¢u. Ligand 3 je metilni ester 2
in tak$no povecanje lipofilnosti je doprineslo k povecanju STD efektov na okrog 70 %.
Mocne STD efekte smo opazili tudi pri ligandu 4, ki je najbolj lipofilen izmed 14, vendar
je to le skupni prispevek simetri¢nih protonov, saj v NMR spektrih nismo mogli lo¢iti med
protoni s posameznega naftalenskega obroc¢a zaradi simetrije liganda. Ugotovili smo, da na
opazene STD efekte ligandov 1-4 vpliva tudi T; longitudinalni relaksacijski Cas prostih
nasicenih ligandov v raztopini. Najman;jsi vpliv ima relaksacija pri ligandu 2 in najvecjega
pri ligandu 4. Za dendronski antagonist 5 smo opazili, da najmocnejse STD efekte

izkazujejo protoni manoznih obrocev. Pri vezavi liganda na DC-SIGN so mo¢no sodelovali
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tudi aromatski protoni naftalenskih skupin, medtem ko so protoni distan¢nikov izkazovali

najnizje STD efekte.

Primerjava normaliziranih STD rastocih krivulj je razkrila, da je konformacija sladkornega
obroca v vezavnem mestu DC-SIGN enaka za ligande 1-4. Prav tako je vezavni nacin zelo
podoben pri ligandih 1-4 za proton H. naftalenske skupine, kar najverjetneje kaZze na
interakcije s fenilalaninskim ostankom v hidrofobnem Zepku vezavnega mesta. Razlike
med rasto¢imi krivuljami, ki smo jih opazili za ostale protone obeh aromatskih obrocev,
kazejo na to, da variacije v strukturah ligandov medsebojno vplivajo tako na vezavno
konformacijo kot tudi na nacin vezave obeh obro¢ev. Za natan¢nejSo informacije bi lahko
uporabili tudi prenesene NOE eksperimente, kjer razlika med NOESY NMR spektri

vezanega in prostega liganda nosi informacije o bioaktivni konformaciji ligandov.

S STD NMR direktnimi titracijskimi metodami smo ligandom 14 dolo¢ili vrednosti Kp in
tako ocenili njihovo afiniteto vezave do zunajcelicne domene DC-SIGN. Vrednosti Kp so
bile v submilimolarnem obmod¢ju. Najverjetnejsi razlog za takSne rezultate je velika
fleksibilnost glicerolnega distan¢nika z aromatskimi obro¢i, zaradi Cesar ligandi ne tvorijo
optimalnih interakcij v vezavnem mestu, kot je bilo prvotno nacrtovano. Ker na dolocitev
Kp preko direktnih titracijskih metod vplivajo razli¢ni eksperimentalni faktorji, smo njihov
vpliv preverili s pomo¢jo zacetnih naklonov rasto¢ih STD krivulj. Rezultati obeh meritev
so se zelo dobro ujemali, kar nakazuje na to, da so bili eksperimentalni pogoji titracij

ustrezno izbrani.

Na podlagi nasih rezultatov lahko zaklju€imo, da je za povecanje afinitete monovalentnih
antagonistov pomembna vecja lipofilnost in manjsa fleksibilnost spojin. Za bolj natan¢ne
Studije interakcij med dendronskimi antagonisti in DC-SIGN je potrebno spojine nacrtovati
tako, da se bo njihova topnost Se povecala. Oblikovanje ucinkovitih antagonistov DC-
SIGN ne obeta samo prepreCevanja okuzb z virusom HIV-1, ampak tudi z drugimi
Stevilnimi patogeni, ki jih veze receptor. TakSna nova znanja in odkritja SO pomembna in

dobrodosla pri visokem porastu protimikrobne odpornosti, ki jo belezimo v zadnjih letih.
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