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Konformations�nderungen von HSP90 – hin zu einem
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Abstract: W�hrend der fr�hen Medikamentenentwicklung ist
die Untersuchung der Protein-Liganden-Wechselwirkungen
von entscheidender Bedeutung. Die ATR-FTIR-Spektroskopie
kann Protein-Liganden-Wechselwirkungen markerfrei mit
hoher r�umlicher und zeitlicher Auflçsung detektieren. Wir
haben das Hitzeschockprotein HSP90, einen wichtigen mole-
kularen Angriffspunkt f�r Medikamente, auf einem ATR-
Kristall immobilisiert und mit unserem neuartigen Ansatz eine
ligandeninduzierte Sekund�rstruktur�nderung untersucht.
Zwei spezifische Bindungsmodi von 19 Inhibitoren wurden
analysiert. Unterschiedliche Bindungsmodi kçnnen zu unter-
schiedlicher Wirksamkeit und Spezifit�t verschiedener Medi-
kamente f�hren. Dar�ber hinaus wurden die kobs-Werte der
Dissoziation der Liganden ermittelt. Die Ergebnisse werden
durch Rçntgenkristallographie f�r die Struktur�nderung und
SPR-Experimente f�r die Dissoziationskinetik validiert, wobei
unsere Methode s�mtliche Daten in einem einzigen und
einfachen Experiment liefert.

Das tiefgehende Verst�ndnis ligandeninduzierter Kon-
formations�nderungen in Proteinen mit gleichzeitig hoher
r�umlicher und zeitlicher Auflçsung ist von fundamentalem
Interesse.[1, 2] Die etablierten biophysikalischen Methoden,
die derartige Informationen liefern (Rçntgenkristallographie,
NMR-Spektroskopie), sind aber sehr zeit- und materialauf-
wendig. Daher besteht momentan ein großes Interesse daran,
alternative biophysikalische Verfahren zu entwickeln, die die
gew�nschten Informationen �ber Konformations�nderungen
in Proteinen schneller liefern.[3] Jedoch liefern alle diese
Techniken entweder indirekte Informationen �ber die Kon-
formations�nderungen, z.B. die �nderung des hydrodynami-

schen Durchmessers (akustische Oberfl�chenwellen,[4] elek-
troschaltbarer DNA-Chip[5]), oder sie erfordern eine Markie-
rung des Proteins an der richtigen Position (“Second Harmo-
nic Generation”[6]). Die Infrarot(IR)-Spektroskopie wieder-
um liefert spezifische zeitaufgelçste Informationen �ber
Konformations�nderungen, ohne dass ein Marker nçtig ist,
indem sie die Sekund�rstrukturempfindlichkeit der Absorp-
tionsfrequenz der Amid-I-Banden von Proteinen nutzt.[7]

Diese Beziehung zwischen IR-Spektrum und Proteinstruktur
ermçglicht eine direkte molekulare Interpretation der Spek-
tren und erlaubt so die Unterscheidung verschiedener Arten
von ligandeninduzierten Konformations�nderungen. Da die
FTIR-Spektroskopie mit abgeschw�chter Totalreflexion
(ATR) auf einem oberfl�chenbasierten Detektionsprinzip
beruht, kann sie in Durchfluss-Systemen eingesetzt werden.
Dadurch bietet sie die Mçglichkeit, reversible Liganden-
Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen.[8]

Insbesondere Mehrfachreflexions-ATR-Messungen an
Proteinmonolagen, die auf Germanium-IREs immobilisiert
sind, ermçglichen einen breiten Spektralbereich (4000 bis
900 cm�1) und ein ausreichend hohes Signal-Rausch-Verh�lt-
nis, um reversible Liganden-Wechselwirkungen zu detektie-
ren. Vor kurzem haben wir Methoden zur spezifischen
Proteinimmobilisierung auf Germanium-IREs entwickelt,[9, 10]

bei denen His-markierte oder lipidierte Proteine an Lipid-
doppelschichten anbinden. Alternativ etablierten wir die
Immobilisierung �ber NTA-Gruppen, die in einer planaren
Schicht oder in Dextran-Matrizes gebunden sind. Als Grund-
lage dieser Immobilisierungstechniken dienen jeweils selbst-
organisierende Monolagen (SAMs) von Silanen oder Thio-
len.[11–14] Dieser j�ngste Durchbruch ermçglichte es uns, die
ATR-FTIR-Spektroskopie als durchflussbasierten Sensor f�r
die Detektion von Konformations�nderungen einzusetzen,
um den Effekt der Bindung von Resorcinen auf die Konfor-
mation des molekularen Chaperons Hitzeschockprotein 90
(HSP90) zu untersuchen. HSP90 besteht aus drei Dom�nen
und fçrdert als Dimer die korrekte Faltung anderer Protei-
ne.[15] Die N-terminale Dom�ne (HSP90 NTD, 25 kDa), die in
dieser Studie analysiert wurde und im Folgenden als HSP90
bezeichnet wird, umfasst eine ATP-Bindetasche zwischen a-
Helix 2, a-Helix 3 und dem zentralen b-Faltblatt (Abbil-
dung 1A). Da HSP90 ein Zielprotein in der Krebstherapie ist,
werden derzeit mehrere HSP90-Inhibitoren, die diese Binde-
tasche angreifen, in klinischen Studien untersucht.[16] Im
Verlauf dieser Wirkstoff-Forschung wurden Inhibitoren ge-
funden, die die Bildung einer transienten Subbindetasche
stabilisieren, was zu einem Loop-zu-Helix-�bergang in a-
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Helix 3 f�hrt.[17, 18] Diese ligandeninduzierte Konformations-
�nderung kann als typischer Effekt angesehen werden, der im
Verlauf der Erforschung zus�tzlicher Wechselwirkungen im
Bereich von etablierten Ligandenbindetaschen auftreten
kann: Oft erhçht sich durch eine dann hçhere Selektivit�t
die Spezifit�t der Arzneimittelwirkung.[19] Um diese inhibi-
torinduzierte Konformations�nderung zu untersuchen, f�hr-
ten wir ATR-FTIR-Messungen an insgesamt 19 Resorcin-
Inhibitoren durch, wobei zwei verschiedene Typen (Triazolo-
ne bzw. Pyrazole), die verschiedene Substituenten R1 und R2

tragen, eingesetzt wurden (Tabelle 1). F�r sechs der dreizehn
Triazolone und f�r zwei der sechs Pyrazole existieren Rçnt-
gen-Cokristallstrukturen, die einen stabilisierenden Effekt

der Liganden auf die HPS90-Bindetasche zeigen. Basierend
auf diesen Daten lassen sich die Verbindungen in Loopbinder
und Helixbinder unterteilen (Abbildung 1B). Kinetische
Daten aus Oberfl�chenplasmonenresonanz(SPR)-Messun-
gen wurden zusammen mit Strukturdaten zur Validierung
unseres FTIR-basierten Konformations�nderungssensors ver-
wendet.

Nach der schrittweise erfolgten Modifikation der Germa-
nium-IRE-Oberfl�che zur Bildung der proteinbindenden
NTA-Schicht und der anschließenden Immobilisierung von
HSP90 auf dieser Schicht (wie zuvor beschrieben;[12] siehe
Abbildung S1 und experimentelle Verfahren f�r Details)
wurden die Liganden-interaktionsexperimente durchgef�hrt.
Die Zeitreihen der erhaltenen Differenzspektren wurden mit
der multivariaten Methode MCR-ALS (“multivariate curve
resolution alternating least square”[20]) ausgewertet, um die
durch die Ligandenbindung induzierten Konformations�nde-
rungsspektren und ihre jeweilige Kinetik zu extrahieren
(siehe Abbildung S5 und experimentelle Verfahren f�r De-
tails). Diese Art von Differenzspektrum ist die Summe aus
dem Sekund�rstruktur-�nderungsspektrum des Proteins und
der intrinsischen Absorption des Liganden und wird im
Folgenden auch als Liganden-Interaktionsspektrum bezeich-
net.

Wir haben zun�chst die Effekte der Bindung von Verbin-
dung (cmpd) 1 und 14 auf HSP90 untersucht. Dieser Ver-
gleich bot sich an, weil cmpd 1 und 14 zwar ein gemeinsames
Triazolon-Ger�st mit nur einer einzigen Variation in R1

aufweisen, aber verschiedene Bindungsmodi haben. Letzteres

Abbildung 1. Konformations�nderung in der ATP-Bindetasche von
HSP90 NTD durch verschiedene Arten von Inhibitoren. A) Die NTD
des HSP90 APO (1YER) wird in „Cartoon“-Darstellung gezeigt. Die Se-
kund�rstrukturzuweisung erfolgte durch den STRIDE-Algorithmus[22]

und die verschiedenen Strukturen wurden nach folgendem Schema
eingef�rbt: b-Faltblatt (gelb), „Random coil“ (blau), a-Helices (rot),
310-Helix (magenta) und „Turn“ (cyan). Die Position der Ligandenbin-
detasche wird durch das Hinzuf�gen des Loopbinders cmpd1 (graue
Kugeln) veranschaulicht. B) Nur Helix 3 der HSP90 APO-Struktur
(1YER) und die Co-Kristallstrukturen von HSP90 im Komplex mit
cmpd 14 (PDB ID 5J27) und cmpd 1 (PDB ID 5J64) werden gezeigt.
Die Bindung von cmpd 14 f�hrt zu einer �nderung der Sekund�rstruk-
tur in Helix 3, die das Helix-Loop-Helix-Motiv in eine kontinuierliche
Helix-Konformation umwandelt. Im Gegensatz dazu ver�ndert die Bin-
dung von cmpd 1 die Sekund�rstruktur nicht wesentlich. C) Liganden-
Interaktionsspektren von cmpd 14 und 1 stellen die Absorptionsdiffe-
renzspektren des immobilisierten HSP90 mit und ohne die entspre-
chenden Liganden dar und entsprechen somit der Summe der Kon-
formations�nderungsspektren von HSP90 und der Liganden-Absorpti-
onsspektren. Die Frequenz der positiven Bande bei 1660–1650 cm�1

im Liganden-Interaktionsspektrum von cmpd 14 ist charakteristisch f�r
Helix-Sekund�rstrukturen und kann somit der vollst�ndigen Helix 3 zu-
geordnet werden.

Tabelle 1: Die Resorcine in dieser Studie haben zwei Arten von Ger�sten,
Triazolon (A) und Pyrazol (B) und variieren in den Substituenten R1 und
R2. Die Liganden (cmpd) sind zuerst nach ihrem bekannten und erwar-
teten Effekt auf die Konformation von HSP90 und dann nach zuneh-
mender Verweilzeit sortiert (siehe Tabelle S3).
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ist durch Cokristallstrukturen von HSP90 im Komplex mit
cmpd 1 und 14 bekannt, sie werden deshalb als Loop- bzw.
Helixbinder klassifiziert.

Abbildung 1C zeigt die Liganden-Interaktionsspektren
von cmpd 1 und 14, die Differenzen der Absorptionsspektren
vom HSP90 im ligandengebundenen und im Apo-Zustand
entsprechen (HSP90 cmpd – HSP90 APO). Beide Liganden-
Interaktionsspektren zeigen positive und negative Banden im
konformationsrelevanten Amid-I- (1700–1600 cm�1) und
Amid-II-Bereich (1600–1500 cm�1) sowie eine positive
Bande bei ca. 1710 cm�1. Das Liganden-Interaktionsspek-
trum des Helixbinders cmpd 14 zeigt deutliche positive
Banden bei 1660 und 1651 cm�1, die im Liganden-Interakti-
onsspektrum von cmpd 1 nicht vorhanden sind. Der Spek-
tralbereich von 1665-1650 cm�1 ist charakteristisch f�r die
Amid I Absorption von helikalen Sekund�rstrukturen, wie a-
Helices und 310-Helices.[21] Zudem ist die positive Bande bei
1550 cm�1, die der Amid-II-Absorption von a-Helices[21]

entspricht, nur im Liganden-Interaktionsspektrum von
cmpd 14 und nicht in dem von cmpd 1 vorhanden. Das
bedeutet, dass cmpd 14 die Bildung einer a-Helix induziert,
was durch die Strukturdaten best�tigt wird (Abbildungen 1B,
S1). Interessanterweise besteht die im Spektrum von cmpd 14
vorhandene Helixbande aus zwei Teilbanden bei 1660 und
1651 cm�1, was die Bildung von zwei unterschiedlichen heli-
kalen Strukturen nahelegt. Ein Grund daf�r kçnnte eine
Biegung im neu gebildeten helikalen Teil (Abbildung 1B)
oder eine dynamische Umwandlung zwischen mehreren
Helixkonformationen sein (siehe Abbildung S7 f�r Details).

Die Liganden-Interaktionsspektren von cmpd 1 und 14
haben negative Banden �hnlicher Intensit�t bei 1677 cm�1,
der charakteristischen Absorptionsfrequenz f�r “Turns”. Ne-
gative Absorptionsbanden bedeuten einen Verlust der absor-
bierenden Spezies im Vergleich zum vorherigen Zustand
(= APO). Das bedeutet, dass der Anteil der Sekund�rstruk-
tur “Turn” durch Bindung des Liganden gesenkt wird. F�r
cmpd 14 l�sst sich folgern, dass die Zunahme des Anteils der
Sekund�rstruktur a-Helix mit einer Abnahme der Sekund�r-
struktur “Turn” einhergeht. Diese Konformations�nderung
von “Turn” zu a-Helix wird durch den Vergleich rçntgen-
kristallographischer Daten von HSP90 APO und Protein-
Ligand-Komplexen von HSP90 mit cmpd 14 best�tigt (Ab-
bildung S4).

Die Position der Bande bei 1710 cm�1 ist bei cmpd 14
(1712 cm�1) und cmpd 1 (1707 cm�1) leicht unterschiedlich.
Der Ursprung dieser Bande ist die Carbonylschwingung der
Triazolongruppe, wie der Vergleich der Liganden-Interakti-
onsspektren aller untersuchten Pyrazole und Triazolone
deutlich zeigt (Abbildung S7).

Das Liganden-Interaktionsspektrum von cmpd 14 zeigt
eine negative Bande bei 1625 cm�1, was einen Verlust von b-
Faltblatt-Sekund�rstruktur anzeigt (Abbildung 1C). W�h-
rend dieser Befund nicht durch Rçntgendaten gest�tzt wird
(siehe Abbildung S4), vermutlich aufgrund fehlender dyna-
mischer Informationen, wurde in MD-Simulationen festge-
stellt, dass die Bindung von cmpd 14 vermutlich zu einer
Destabilisierung des ersten Strangs des zentralen b-Faltblatts
f�hrt (Reste 17–21).[23] Eine zweite Erkl�rung kçnnte eine
ligandeninduzierte Stçrung des Proteinr�ckgrats von D93 in

der Mitte des b-Faltblatts sein, wie sie in NMR-Experimenten
beobachtet wurde.[24] Diese negative b-Faltblatt-Bande exis-
tiert auch im Liganden-Interaktionsspektrum von cmpd 1, ist
aber mit etwa einem Drittel der Absorption wesentlich
weniger intensiv.

Diese spektralen Beobachtungen passen gut zu den aus
den Rçntgendaten erhaltenen Sekund�rstruktur-Zuordnun-
gen und zeigen deutlich, dass die durchflussbasierte ATR-
FTR Spektroskopie zur Detektion von Konformations�nde-
rungen eingesetzt werden kann.

Um die Vorhersagekraft von ATR-FTIR f�r die Erken-
nung von Konformations�nderungen weiter zu validieren,
f�hrten wir Liganden-Interaktionsmessungen von drei Loop-
bindern (cmpd 1, 4 und 6) und f�nf Helixbindern (cmpd 7, 10,
14, 15 und 19) (Tabelle 1) durch. Die Zuordnung als Loop-
oder Helixbinder wurde hierbei durch Rçntgenstrukturana-
lysen gemacht (siehe Lit. [23] und diese Arbeit). Die Inter-
aktionsspektren aller 8 Liganden sind in Abbildung S6
(schwarze Spektren) dargestellt.

Die Liganden-Interaktionsspektren aller 8 Liganden sind
in Abbildung S6 (schwarze Spektren) dargestellt. Die Ligan-
den-Interaktionsspektren der Helixbinder zeigen mit einer
positiven Bande im Helixbereich der Amid-I-Bande bei
1662–1652 cm�1 und einer kleineren, aber signifikanten posi-
tiven Bande im Helixbereich des Amid-II-Bereiches bei
1550 cm�1 ein �hnliches Muster (Abbildungen 1 C, S6). Diese
Helixbanden sind in den Liganden-Interaktionsspektren der
Loopbinder nicht vorhanden. Die zuvor diskutierte negative
b-Faltblatt-Bande bei 1624 cm�1 und die negative “Turn”-
Bande bei 1677 cm�1 sind ebenfalls in allen Liganden-Inter-
aktionsspektren der Helixbinder vorhanden, ihre Intensit�ten
sind jedoch variabel. Eine zus�tzliche positive Bande bei
1637 cm�1 und eine negative Bande bei 1642 cm�1 kçnnen
weiteren kleinen Ver�nderungen in Sekund�rstrukturen wie
“Random Coil” und b-Faltblatt zugeordnet werden.

Die Intensit�t der Banden im Amid I-Bereich ist f�r die
verschiedenen Helixbinder unterschiedlich. Dies wird haupt-
s�chlich durch Ver�nderungen der Biegeschwingung von
Wasser verursacht, die zu breiten Signal�berlagerungen
f�hren (vgl. Abbildung S10). Die Form der a-Helix-Doppel-
bande variiert zwischen den Liganden-Interaktionsspektren
der verschiedenen Helixbinder. Dies kçnnte darauf zur�ck-
zuf�hren sein, dass die unterschiedlichen Liganden die a-
Helix unterschiedlich stark stabilisieren (siehe Abbildung S7
f�r Details). Um einen bestimmten Liganden der Helixbin-
der- oder Loopbinder-Gruppe zuzuordnen, wurde zur Quan-
tifizierung des Helix-Signals das Integral des Spektralbereichs
von 1677–1642 cm�1 als Marker verwendet (Abbildung S6).

Diese Grenzen wurden gew�hlt, weil sie die n�chstgele-
genen Minima neben den Helixbanden im Bereich von 1660–
1650 cm�1 markieren und somit die vollst�ndige Erfassung
einer potenziellen Amid-I-Helixbande gew�hrleisten. Abbil-
dung 2 zeigt ein Balkendiagramm der erhaltenen Fl�chenin-
tegrale der Helix-Banden. F�r alle Helixbinder, die durch
Rçntgenstrukturanalyse validiert wurden (cmpd 7, 10, 14, 15
und 19) f�hrt diese Integration zu großen Helix-Signalen
zwischen 0.04 und 0.084, w�hrend die durch Rçntgenstruk-
turanalyse validierten Loopbinder (cmpd 1, 4 und 6) mindes-
tens achtmal kleinere Helix-Signale von unter 0.005 aufwei-
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sen (Abbildung 2). Durch die Verwendung eines Grenzwertes
von 0.02, der ungef�hr der Mitte des maximalen Loopbinder-
und des minimalen Helixbinder-Signals entspricht, konnten
wir alle acht durch Rçntgenstrukturanalyse validierten Li-
ganden ihren jeweiligen Gruppen korrekt zuordnen.

Im n�chsten Schritt wurden 11 weitere Liganden basie-
rend auf der Intensit�t ihres Helix-Signals zugeordnet. F�r
diese Liganden lagen keine Strukturdaten vor. Die entspre-
chenden Spektren sind grau dargestellt (Abbildung S6). Ba-
sierend auf dem gew�hlten Grenzwert sind cmpd 2, 3 und 5
Loopbinder, w�hrend cmpd 8, 9, 11, 12, 13, 16, 17 und 18
Helixbinder sind (Abbildung 2). Tats�chlich haben cmpd 2, 3
und 5 nur ein einziges Atom als R1, so wie es auch f�r alle
anderen durch Rçntgenstrukturanalyse validierten Loopbin-
der gefunden wurde. Andererseits haben alle neu zugeord-
neten Helixbinder einen relativ großen Substituenten R1,
wiederum im Einklang mit den durch Rçntgenstrukturanaly-
se validierten Helixbindern. Dies zeigt weiter, dass unser
ATR-FTIR-Ansatz den Bindungsmodus anhand kleiner, aber
eindeutiger Konformationsunterschiede leicht bestimmen
kann.

Neben Signalen, die auf Konformations�nderungen beru-
hen, enthalten die Liganden-Interaktionsspektren auch in-
trinsische Absorptionsbanden des Liganden. Diese Banden
geben Hinweise auf lokale Bedingungen in der Bindetasche,
z. B. auf die Beteiligung von strukturierten Wassermolek�-
len,[25] und kçnnen so zur Charakterisierung des Bindungs-
modus beitragen. Aus dem Vergleich aller Interaktionsspek-
tren ergab sich, dass die Bande nahe 1710 cm�1 eindeutig auf
die Triazolon-Carbonyl-Vibration zur�ckzuf�hren ist (siehe
Abbildung S7). Unterst�tzt wird dies durch zus�tzliche DFT-
Berechnungen und durch Normalmodenanalysen, die zur

Berechnung der Absorptionsfrequenzen der Liganden in
Wasser verwendet wurden. Die Position der Triazolon-Bande
variiert zwischen 1715 und 1695 cm�1, ist aber unabh�ngig von
der Einteilung in Helix- oder Loopbinder. Die variable
Position zusammen mit der bemerkenswerten Breite der
Triazolon-C=O-Bande (FWHH von ca. 30 cm�1) weist auf
eine breite Variation der H-Br�cken-Geometrien zum Car-
bonyl-Sauerstoffatom hin. Die bindungsabh�ngige Verschie-
bung der Absorption von 1702 nach 1710 cm�1 von cmpd
1 (vgl. Abbildung 1 C und S2B) weist auf eine geringe
Wasserstoffbr�ckenbindung von proteingebundenem cmpd
1 im Vergleich zu cmpd 1 in w�ssriger Lçsung hin.

Tats�chlich zeigt die Triazolon-Carbonylgruppe aus der
Bindetasche heraus und ist �ber eine H-Br�cke an K58 sowie
an Wassermolek�le gebunden, die zu einem Wassernetzwerk
gehçren, das zwischen der vermutlich dynamischen Helix 3
und Helix 2 �ber der Bindetasche lokalisiert ist (Abbil-
dung S3). F�r cmpd 9 und 10 wurde eine detailliertere
Analyse mit DFT-Berechnungen des Liganden durchgef�hrt
und weitere Banden zugeordnet (Abbildung S8). Die große
�bereinstimmung der theoretischen und experimentellen
Frequenzunterschiede der Chlorphenyl- und Fluorphenyl-
Substitution in R2 zeigt, wie tiefgehend die in den Liganden-
Interaktionsspektren enthaltenen Informationen sind.

Da wir die Messungen in einem oberfl�chenbasierten
Durchfluss-System durchgef�hrt haben, konnten wir die
durch Ligandenbindung induzierten Effekte auf die Protein-
konformation zeitaufgelçst darstellen. Die MCR-ALS-Ana-
lyse von Zeitreihen der Infrarot-Differenzspektren ergab
sowohl Liganden-Interaktionsspektren, die Informationen
�ber die Konformations�nderung beinhalten, als auch Kon-
zentrationsprofile, die kinetische Informationen �ber die
Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein beinhalten
(siehe Abbildung S5). F�r die Konzentrationsprofile aller
Helixbinder-Experimente wurden eine segmentierte Anpas-
sung verwendet, welche die drei Versuchsphasen Waschen
mit Puffer, Ligandenzugabe und Waschen beschreibt (siehe
die Hintergrundinformationen). Die beobachtete Geschwin-
digkeitskonstante kobs wurde aus einer monoexponentiellen
Anpassung der Waschphase gewonnen. kobs ist an die Ge-
schwindigkeitskonstante koff gekoppelt, kann aber bei Mas-
sentransfereffekten unterschiedlich sein. Abbildung 3 A zeigt
Konzentrationsprofile von drei Helixbindern (cmpd 8, 14 und
18) mit schnellem, mittlerem und langsamem Signalabfall
(relativ zur zeitlichen Auflçsung der Experimente) und den
entsprechenden Anpassungen. Die beobachtete Geschwin-
digkeitskonstante des Signalabfalls (kobs) f�r diese Liganden
war (1.7� 0.4) � 10�4 s�1 f�r cmpd 8, (8.1� 1.1) � 10�5 s�1 f�r
cmpd 14 und (7.9� 2.0) � 10�5 s�1 f�r cmpd 18. Um zu
evaluieren, ob unser Infrarot-basierter Durchfluss-Sensor
systematischen Zugang zu diesen kinetischen Informationen
geben kann, haben wir die Daten aller Helixbinder wie oben
beschrieben analysiert. Die erhaltenen kobs-Werte wurden mit
koff-Referenzwerten aus SPR-Messungen verglichen (siehe
die Hintergrundinformationen und Lit. [23]). Abbildung 3B
zeigt ein Streudiagramm der reziproken Werte von kobs(ATR)
und der reziproken Dissoziations-Geschwwindigkeitskon-
stanten koff(SPR) mit ihrer jeweiligen Unsicherheit und
einer linearen Anpassung der Daten. Bei einem Korrelati-

Abbildung 2. Bestimmung der Konformationsaktivit�t von Inhibitoren
durch Analyse von Amid-I-Differenzbanden. Helix-Signale wurden aus
den Liganden-Interaktionsspektren der Helixbinder durch Integration
des Helix-Signalbereichs, wie in Abbildung S6 dargestellt, extrahiert.
Die Liganden werden nach Sekund�rstrukturinformationen, die aus
Rçntgendaten von Co-Kristallen von HSP90-Inhibitorkomplexen stam-
men, gruppiert (graue K�sten, Abbildung S4). Die �bereinstimmung
der Fl�chenintegrale der Helix-Banden mit den Sekund�rstrukturinfor-
mationen der HSP90-Inhibitorkomplexe validieren die Methode ein-
deutig. Mit einem Grenzwert von 0.02 kann eine Vorhersage des Inhi-
bitortyps (Helix- oder Loopbinder) f�r Inhibitoren mit unbekanntem
Bindungsmodus (gestreifte K�sten) ohne Vorkenntnisse gemacht
werden. Die Struktur�hnlichkeiten zwischen den Verbindungen (Tabel-
le 1) best�tigen die Richtigkeit der Vorhersagen.

Angewandte
ChemieZuschriften

4 www.angewandte.de � 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2018, 130, 1 – 7
� �

These are not the final page numbers!

http://www.angewandte.de


onskoeffizienten R2 von 0.948 korrelieren die 1/kobs(ATR)-
Werte stark mit den 1/koff(SPR)-Referenzwerten.

Wir haben festgestellt, dass die Unsicherheiten der kobs-
(ATR)-Werte f�r Helixbinder im mittleren Bereich der
analysierten Kinetik gering sind. Bei schnelleren Liganden
werden die hçheren Unsicherheitswerte durch die geringe
zeitliche Auflçsung (20 s pro Spektrum) verursacht, die
gew�hlt wurde, um Spektren mit ausreichendem Signal-

Rausch-Verh�ltnis zu erhalten. Hçhere Unsicherheitswerte
f�r langsame Liganden ergeben sich aus der begrenzten
Waschzeit von 1 h, die zu einem unvollst�ndigen Signalabfall
und damit zu nicht optimalen exponentiellen Anpassungen
f�hrt. Es wurde festgestellt, dass die reziproken beobachteten
GEschwindigkeitskonstanten 1/kobs(ATR), die die Kinetik der
Dissoziation repr�sentieren, 12-mal niedriger sind als die
Referenzwerte, die sich aus SPR-Messungen ergeben. Die
Ursache hierf�r sind Massetransfereffekte, die durch die
große Sensorfl�che[26] von ca. 300 mm2 sowie die hohe
Beladung der Oberfl�che mit Protein verursacht werden.
Beides ist notwendig, um das erforderliche Signal-Rausch-
Verh�ltnis im ATR-Aufbau zu erreichen. Die sehr starke
lineare Korrelation der kobs-Werte, die durch die ATR-
Messungen erhalten wurden, mit den koff-Werten von SPR-
Experimenten zeigt, dass unser Ansatz f�r die systematische
Untersuchung der Liganden Dissoziationskinetik gut geeig-
net ist.

Wir haben die ATR-FTIR-Spektroskopie eingesetzt, um
die konformationsver�ndernden Effekte von 19 Resorcinen
mit zwei unterschiedlichen Bindungstypen (Helix- und Loop-
binder) auf HSP90 zu analysieren. Ein bemerkenswert um-
fangreicher Satz von Referenzdaten, bestehend aus acht
Rçntgenstrukturen und einem vollst�ndigen Satz von kineti-
schen SPR-Daten (beide teilweise aus Lit. [23] und teilweise
f�r diese Studie erhoben), wurde f�r den Vergleich verwen-
det, um eine robuste Validierung dieses neuartigen methodi-
schen Ansatzes zu ermçglichen. Die Konformationseffekte
der analysierten Inhibitoren wurden f�r alle Liganden mit
bekannten Strukturdaten korrekt bestimmt. Weiterhin
wurden erstmals die Bindungsmodi von 11 weiteren Inhibi-
toren bestimmt. Die Geschwindigkeitskonstanten kobs zeigten
eine starke Korrelation mit den koff-Werten aus SPR-Expe-
rimenten. Dar�ber hinaus ermçglicht diese Methode ein
tieferes Verst�ndnis der Eigenschaften von Bindetaschen,
indem sie eine detaillierte Analyse der Eigenschaften von
Liganden-Absorptionsbanden ermçglicht. Unsere Arbeit
zeigt den ersten systematischen Einsatz eines Infrarot-Spek-
troskopie-basierten Durchflusssensors zur markierungsfreien
und zeitaufgelçsten Detektion von ligandeninduzierten Kon-
formations�nderungen.

Die Informationen �ber Proteindynamik und -konforma-
tion sowie zu chemischen Eigenschaften, die diese Methode
liefert, werden dazu beitragen, die Mechanismen der Protein-
Ligand-Wechselwirkungen besser zu verstehen, insbesondere
die Parameter, die die koff-Werte bestimmen. Vor allem in
einer automatisierten Screening-Plattform kann unsere Me-
thode im fr�hen Entwicklungsprozess zur Identifizierung
neuer Wirkstoffkandidaten eingesetzt werden.

Experimentelles
Die Rçntgen-Cokristallstrukturen von cmpd 4 und 7 wurden

erhalten wie zuvor f�r die anderen Liganden (cmpd 1, 6, 10, 14, 15 und
19) beschrieben,[23] und SPR-Experimente an cmpd 4, 5, 7 und 8
wurden durchgef�hrt wie zuvor f�r die anderen Liganden (cmpd 1–3,
6 und 9–19) beschrieben.[23] Siehe die Hintergrundinformationen f�r
Details und weitere experimentellen Informationen.

Abbildung 3. Kinetik der Ensemble-Konformations�nderung. A) Bei-
spielhafte Konzentrationsprofile der Liganden-Interaktionsspektren der
Wechselwirkung zwischen HSP90 und drei verschiedenen Helixbindern
(cmpd 8, 14 und 18). Die Konzentrationsprofile wurden aus der MCR-
ALS-Analyse der jeweiligen Zeitreihe von Infrarot-Differenzspektren ge-
wonnen. Nach 5 Minuten Waschen mit Puffer wurden die Verbindun-
gen 10 Minuten lang mit einer Konzentration von 5 mm �ber die Ober-
fl�che gesp�lt, gefolgt von einem Waschschritt von 60 Minuten. Die
glatten Linien repr�sentieren die Drei-Segment Anpassung der Konzen-
trationsprofile (siehe experimentelle Verfahren). Die beobachteten Zer-
fallsgeschwindigkeitskonstanten kobs(ATR) wurden aus monoexponenti-
ellen Anpassungen der Waschsegmente erhalten. B) Konzentrations-
profile von 13 Helixbindern wurden wie oben beschrieben analysiert
und die erhaltenen durchschnittlichen kobs(ATR) gegen die koff-Refe-
renzwerte aus SPR-Experimenten in reziproken Werten aufgetragen.
Mit einem Korrelationskoeffizienten R2 von 0.948 korrelieren die von
der ATR abgeleiteten Verweilzeiten stark mit den SPR-Referenzwerten.
Die 1/kobs(ATR)-Werte sind 12-mal niedriger als die 1/koff(SPR)-Werte,
was hçchstwahrscheinlich auf die durch die große Oberfl�che und die
hohe Proteinbeladung im ATR-Experiment verursachten Massentrans-
porteffekte zur�ckzuf�hren ist.
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Zeitaufgelçst und markerfrei gemessene
ligandeninduzierte
Konformations�nderungen von HSP90 –
hin zu einem
Konformationsaktivit�tsscreening f�r die
Wirkstoffentwicklung

IR-Sensor f�r Protein-Konformations�n-
derungen: Mit einem neuartigen Ansatz
wurde eine ligandeninduzierte Sekund�r-
struktur�nderung in HSP90 untersucht.
Zwei spezifische Bindungsmodi von 19
Inhibitoren wurden analysiert. Dei Me-
thode liefert strukturelle und kinetische
Daten in einem einzigen, simplen mark-
erfreien Experiment.
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