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Abstract

Aroma compounds can interact with food matrix components e.g. proteins. This can be
related to a chemical reaction between aroma compounds and the macromolecule or with not
covalent interaction between aroma compounds and proteins. The free binding energy of a
macromolecule/odorant-complex is influenced by steric, entropic and thermodynamic
contributions. The binding strength of a ligand-protein complex is characterized by the
experimentally measurable association constant (K4 ) or by the dissociation constant (Kp).

The aim of the present research work was the determination of the binding constants of
selected flavour compounds (y-and 8-Lactones and aliphatic esters) to important food proteins
(B-lactoglobulin, BLG and bovine serum albumin, BSA).

In this work, ultracentrifugation and micro dialysis technique were used for the determination
of the binding constants. A headspace method was developed for the measurement of partition
coefficient of odorant/protein solutions.

Using dialysis technique, the highest association constant was found for y-undecalacton
(BSA: Kx= 1.6 x 10* M™"; BLG: Kx= 5.9 x 10° M™).

In the series of y- and O&-lactones, respectively, the association constants decreased with
decreasing molecular weights of the lactones. The determination of the air/protein-solution
partition coefficient of odorants revealed a reduction of odorant in the headspace in the
presence of a protein (e.g. the d-decalactone concentration in the headspace decreased by a
factor of about two in the presence of BSA in comparison to the water solution without
protein).

To determine the influence of the lipophilicity of odorants on the binding behaviour, the Log
P values octanol/water and cyclohexan/water were examined. The highest LogPocym.0 values
were found for y-undecalacton (LogPocymo= 3.30) and d-undecalacton (LogPocym.o= 2.93).
These both odorants also showed the highest binding affinities to the proteins.

The application of molecular modelling (AUTODOCK, GRAMM) led to the identification of a
specific "lactone-binding position" to BLG, not described up to now in the literature. These
findings were supported by competitive binding experiments with ligands with known
binding positions to BLG. The experimental results from binding energies were compared
with the data calculated by molecular modelling (van der Waals and electrostatic interactions
of the protein-ligand complexes; intramolecular energy, rotational degrees of freedom and
Log Pocymao values of the ligands). A statistical investigation of experimental and calculated
bindings energies by means of Partial Least Square (PLS) analysis showed a correlation
coefficient for the calibration of 0.992 and for the cross validation of 0.980.

The molecular modelling method developed in this work is a suitable procedure for the
prediction of binding constants of unknown compounds to macromolecules.



Resumen

Compuestos aromaticos pueden interactuar, con sustancias contenidas en los alimentos como
por ejemplo las proteinas. Este hecho puede estar relacionado, con una reaccion quimica entre
el compuesto aromatico y la macromolécula. Asi como con una reaccidon no covalente entre
ambos. La energia libre de enlace del complejo macromolécula-aromatico, esta influida por
efectos estéricos, entropicos y termodinamicos. La fuerza de enlace entre el complejo ligando-
proteina esté caracterizada por medio de la constante de asociacion (Ka) o por la constante de
disociacion (Kp).

El objetivo del presente trabajo es desarrollar una investigacion sistematica de las constantes
de enlace de compuestos aromaticos seleccionados (y- , 0-Lactonas y esteres alifaticos) con
importantes proteinas alimenticias (B-lactoglobulina, BLG y albliimina bovina, AB).
Aplicandose para tal fin técnicas de ultra-centrifugacion y micro didlisis. Por otro lado el
desarrollo, y la aplicaciéon de un método de headspace (espacio de cabeza) para la medicién
del coeficiente de particion aromatico-proteina en solucion.

Mediante la técnica de dialisis, fueron determinadas las constantes de asociacion de enlace
mas elevadas, para y-undecalactona (AB: Ka= 1.6 x 10 M'; BLG: Kx=5.9 x 10° M™).

En la serie de las y- y 6-lactonas respectivamente, las constantes de asociacion decrecian con
la disminucién del peso molecular de estas.

En la determinacion del coeficiente de particidon entre proteina-aromatico-solucion, y espacio
de cabeza, se confirm6 una reduccion de la concentracion del aromatico en el espacio cabeza
(Ej. para &-decalactona la concentracion disminuyd en un factor de dos, en presencia de AB
en comparacion con solucion acuosa sin proteina)

Con el fin de determinar el efecto lipofilico del aroméatico sobre el comportamiento del enlace,
fueron determinados los volares del LogP octanol/agua y ciclohexanol/agua. Los valores mas
elevados del LogPocymo se encontraron para y-undecalactona (LogPocymo= 3.30) y
d-undecalactona (LogPocyn20= 2.93).

La aplicaciéon de la “molecular modelling” (AUTODOCK, GRAMM) condujo a la
identificacion de una posicion especifica de enlace de una lactona en la proteina BLG, no
descrita hasta el momento en la literatura. El descubrimiento de esta posicion de enlace fue
confirmado mediante pruebas experimentales de enlace competitivo, con ligandos de
posiciones de enlace conocidas en BLG. Los resultados experimentales de energia de enlaces
fueron comparados con los obtenidos por modelaciéon molecular (interacciones de van der
Waals, o electrostaticas del complejo proteina-ligando; energia intramolecular, grados libres
de rotacién y valores LogPocyio de los ligandos).

Un procedimiento estadistico del andlisis Partial Least Square (PLS), indicé un buen
coeficiente de correlacion entre los resultados obtenidos experimentalmente, y aquellos
obtenidos por molecular modelling.: calibracion para el coeficiente de correlacion de 0.992 y
para la calibracion cruzada de 0.980.

El método de “molecular modelling” desarrollado para este trabajo, demostrd, ser una
herramienta apropiada para la prediccion de constantes de enlace, de compuestos
desconocidos con macromoléculas.



Kapitel 1: Einleitung

1. Einleitung

1.1 Wechselwirkungen von Geruchstoffen mit Proteinen

Aromastoffe konnen mit Lebensmittelinhaltsstoffen wie z.B. Proteinen und Kohlenhydraten
in Wechselwirkung treten. Dies kann zum einen verbunden sein mit einer chemischen
Reaktion zwischen Aromastoff und Makromolekiil und fiihrt somit zur Verdnderung des
Geruchsstoffes und damit zum Verlust der Aromawirksamkeit. Insbesondere vorhandene
reaktive funktionelle Gruppen des Aromastoffmolekiils, wie z.B. eine Aldehydfunktion kann
mit der Aminofunktion einer Lysyl-Gruppe eines Proteins unter Bildung eines Imins in
Reaktion treten.

Zum anderen konnen auftretende Wechselwirkungen zwischen Aromastoff und
Makromolekiil auch nicht-kovalenter Art sein, wie z.B. Van-der-Waals-, ionische, Dipol-
Dipol- und hydrophobe Wechselwirkungen. Weitere Formen von Wechselwirkungen sind die

Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Ligand und Makromolekiil.

Der Bindungsprozess ist ein dynamisches Gleichgewicht mit der Assoziationskonstante Ka

und der Dissoziationskonstanten Kp (1-1):

Ka

[P] + [L] [PL] 1-1)

Kp

(P: Protein, L: Ligand, PL: Protein-Ligand-Komplex)

Die Stabilitidt eines lose assoziierten Komplexes ist geprigt von den oben erwihnten
EinflussgroBen, die unter Umstinden voneinander abhingig und additiv sein konnen. Die
Bindungsstéirke eines Ligand-Protein-Komplexes wird durch die experimentell zugingliche
Assoziationskonstante (Ka; Mol'l) bzw. durch die zu K, reziproke, Dissoziationskonstante

(Kp ; Mol) charakterisiert (Review von Lindup, 1987). (1-2)

1 [P L]
Ka Mol)= —— = —— (1-2)
Kp [P] x [L]
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Kapitel 1: Einleitung

Folgende Zusammenhénge bestehen zwischen der freien Bindungsenthaplie (AG) und der

Dissoziationskonstante (Kp) bzw. Assoziationskonstante (K,) (1-3):

AG=AH-TAS = RTIhKp=-RTInKx (1-3)

Das Ausmal der Bindungsstérke ist somit von Einflussfaktoren wie der Enthalpie (AH) und
der Entropie (AS) abhéngig.

Eine Entropiezunahme eines Systems wird durch die Assoziation eines Liganden an einem
Makromolekiil unter Verdrangung von Wassermolekiilen an den Koordinationsstellen des
Makromolekiils erklirt. Dieser Vorgang geht einher mit einer Anderung der Freiheitsgrade,
wobei die Entropie des Systems erhoht wird. Nach heutigen Vorstellungen liefert die
Entropieerhohung eines Systems einen wesentlichen Beitrag zur Bindungsaffinitit eines
Protein-Ligand-Komplexes. Diese Feststellung ldsst einen Zusammenhang zwischen der
Hydrophobitit eines Liganden und dem Entropieterm (AS) erkennen. Je mehr
Wassermolekiile aus der Umgebung des Proteins durch den Liganden freigesetzt werden, um
so grofer ist der Beitrag zur Bindungsaffinitit. Die Zahl der freigesetzten Wassermolekiile ist
anndhernd proportional zur GroéBe der hydrophoben Oberfliche, die bei der Bindung des

Liganden an das Protein nicht mehr dem Wasser zugéinglich ist.

In allen Féllen gehen die oben erwidhnten Wechselwirkungen eines Geruchstoffes mit einem
Makromolekiil einher, mit einer Intensititsabnahme bzw. mit dem vollstindigen Verlust des
Aromaeindruckes der Komponente. In Lebensmitteln kdnnen solche Wechselwirkungen zur
Verdnderung des Aromapotentials einzelner Verbindungen und damit zur Verschiebung des
Aromaprofils fiihren. Bedingt dadurch kann die Verbraucherakzeptanz fiir das Lebensmittel

zuriickgehen.

Erste Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Geruchstoffen an Proteine wurden von
Franzen und Kinsella (1974) mittels Headspaceanalyse durchgefiihrt. Die Autoren
untersuchten den Einfluss eines Proteinzusatzes (a-Lactalbumin, Rinderserumalbumin, Hefe-
Protein-Isolate und Sojabohnen-Protein-Isolate) zu wissrigen Aromastofflosungen im
Hinblick auf die Dampfraumkonzentrationen der Aldehyde Hexanal, Heptanal und Octanal
und der Ketone 2-Hexanon, 2-Heptanon und 2-Octanon. Die Autoren stellten fest, dass die

Headspace-Konzentrationen der Aromastoffe iiber wissrigen Proteinlosungen im Vergleich
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Kapitel 1: Einleitung

zu einer ohne Losung Proteinzusatz abnehmen. Das Ausmall der Abnahme variierte abhéngig
von Protein und Aromastoff. Ein Zusammenhang zwischen dem Verteilungsgleichgewicht
des Geruchstoffes (Proteinlsg./Dampfraum) und der Verbindungsklasse und/oder der Art des

verwendeten Proteins wurde allerdings nicht gefunden.

Damodaran und Kinsella (1980) fiihrten Bindungsversuche von 2-Heptanon und 2-Nonanon
an Rinderserumalbumin durch. Aus den Unterschieden in den Assoziationskonstanten fiir 2-
Heptanon (2.7x10* Mol ™) und fiir 2-Nonanon (1.8x10° Mol ™) schlossen die Autoren, dass die
Bindungsstéirke abhidngig von der Hydrophobitit einer Verbindung ist. Die freie Bindungs-
enthalpie fiir 2-Nonanon wurde mit —4.4 kcal/Mol, die fiir 2-Heptanon mit —3.3 kcal/Mol
berechnet. Bei Annahme eines linearen Anstieges der freien Bindungsenthalpie (AG) von 2-
Heptanon zu 2-Nonanon erhoht eine Methyleinheit die freie Bindungsenthalpie um —0.55

kcal/Mol.

Die Bindungsaffinititen der Methylketone 2-Heptanon, 2-Octanon und 2-Nonanon wurden
auch von O’Neill und Kinsella (1987) an B-Lactoglobulin untersucht. Die Assoziations-
konstanten von 1.5x10% Mol™ (2-Heptanon), 4.8x10> Mol™ (2-Octanon) und 2.4x10° Mol (2-
Nonanon) zeigten entsprechend den oben dargestellten Daten an Rinderserumalbumin einen
Anstieg der Bindungsaffinitit mit der Hydrophobitdtszunahme der untersuchten Verbindung.
Die Zunahme der berechneten freien Bindungsenthalpie pro Methyleneinheit betrug —0.7
kcal/Mol (2-Heptanon - 2-Octanon) bzw. —1.0 kcal/Mol (2-Octanon - 2-Nonanon).

Arbeiten zur Aromastoffbindung an Molkenproteinen wurden von Jasinski und Kilara (1985)
durchgefiihrt. Die Autoren bestimmten mittels Gleichgewichtsdialyse die Bindungskonstanten
der Modellverbindungen 2-Nonanon und Nonanal an Molkenproteinkonzentrat, Rinder-
serumalbumin, -Lactoglobulin und a-Lactalbumin. Sie fanden fiir 2-Nonanon und Nonanal
an Molkenproteinkonzentrat Bindungskonstanten (K,) von 1-2 x 10° Mol (n=61 und 68).
Die Bindungsstirke von 2-Nonanon an Rinderserumalbumin war mit einer Bindungskonstante
von 1.41 x 10* Mol und n=15 deutlich hoher als bei B-Lactoglobulin (1.21 x 10* Mol und
n=13.6). Die niedrigste Bindungsaffinitit von 2-Nonanon bei den untersuchten Proteinen
wurde fiir a-Lactalbumin mit 1.05 x 10> Mol und n=33.3 bestimmt. Die Autoren stellten
abschlieBend fest, dass sich das Molkenproteinkonzentrat als Trager fiir fliichtige Aromastoffe

in Nahrungsmitteln eignet und Anwendung bei der Lebensmittelverarbeitung haben kénnte.
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Weitere Arbeiten iiber Struktur-Eigenschaftsbeziehungen von geruchsaktiven Substanzen und
deren Bindungsverhalten an Proteine wurden von Landy et al. (1995) mit den fruchtig
riechenden Ethylestern der Essigsdure, Buttersdure und Hexansdure und [(-Casein
durchgefiihrt. Die Autoren fanden eine Zunahme der Bindungsaffinitit mit steigendem
Molekulargewicht der Ethylester.

Sostmann et al. (1997) ermittelten an ausgewéhlten Lactonen und Estern das Bindungs-
verhalten an B-Lactoglobulin. Sie stellten ebenfalls eine Abhidngigkeit zwischen Kohlenstoff-
anzahl des Geruchstoffes und der Bindungsaffinitdt fest; mit steigender Lipophilitit einer
geruchsaktiven Komponente, nahm die Assoziationskonstante an $-Lactoglobulin zu.
Pelletier et al. (1998) bestitigten die Untersuchungen von Sostmann et al. (1997) an einer
Vielzahl von Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl- und Hexylestern der C,-C; Fettsduren die
Bindungskonstanten (K,) nahmen in den einzelnen Klassen mit Verlingerung der Alkylkette
um eine Methyleneinheit zu.

Dufour und Haertle (1990) fiihrten Bindungsexperimente von a- und -lonon sowie Geraniol
und den beiden Enantiomeren des R- und S-Limonen an native und modifizierte
—Lactoglobulin durch. Mittels Fluoreszenzspektroskopie bestimmten die Autoren fiir den
Protein-Ligand-Komplex aus B-lonon und B-Lactoglobulin eine Dissoziationskonstante von
6.0 x 107 Mol, dagegen fanden sie keine Bindung fiir a-Ionon, Geraniol und R- und S-
Limonen. Aufgrund der Strukturdhnlichkeit von a- und B-Ionon (sieche Abb.1) vermuteten die
Autoren einen Zusammenhang zwischen rdumlicher Struktur und Bindungsaffinitdt einer

Verbindung.

B3-Ionon o-lonon

Abb. 1: Struktur der Geruchstoffe B-Ionon und o-lonon
Eine Gegentiberstellung der dreidimensionalen rdumlichen Strukturen zeigte, dass -Ionon
im Gegensatz zu a-lonon eine weitgehend planare Struktur aufweist. Aufgrund dieser
Erkenntnisse schlossen die Autoren, dass nach den GesetzmiBigkeiten der Biochemie das

Schliissel-SchloB-Pinzip gilt und somit eine genaue rdumliche Dimension fiir den Liganden
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vorliegen muss, um so mit dem Protein in Wechselwirkung zu treten. Unterstiitzt wurden
diese Vermutungen durch eine Gegeniiberstellung ihrer Ergebnisse mit Daten der rdumlichen
Struktur und des Bindungsverhaltens von Retinol (Fugate und Song, 1980). Ein Vergleich
der Dissoziationskonstante von B-Ionon (6.0 x 10”7 Mol) mit den von Retinol (2.0 x 10°®
Mol; Fugate und Song, 1980) ergab hohe Bindungsaffinititen beider Verbindungen
gegeniiber 3-Lactoglobulin. Die Autoren konnten zeigen, dass Retinol in Homologitit zum
Geruchstoff -lonon ebenfalls eine weitgehend planare Struktur besitzt. Auf Basis dieser
Resultate schlossen die Autoren, dass die dreidimensionale rdumliche Struktur einer
Verbindung von entscheidender Bedeutung ist fiir die Affinitdt eines Liganden zu einem
Makromolekiil.

Ein Vergleich der experimentell ermittelten Bindungsdaten von Retinol an B-Lactoglobulin
mittels Gleichgewichtsdialyse (Puyol et al., 1991; pH 7.2, K=6.62 x 10 Mol) und mittels
Fluoreszenzspektroskopie (Fugate und Song, 1980; 2.0 x 10™® Mol) zeigt, dass die einzelnen
Bestimmungsmethoden deutlich unterschiedliche Bindungskonstanten liefern. Das
Messprinzip der Fluoreszenzmethode beruht auf einer Verdnderung der chemischen
Umgebung eines im Protein vorhandenen Tryptophans bei Anwesenheit eines Liganden. Die
gemessene Fluoreszenzintensitit bzw. die daraus abgeleitete Bindungsaffinitdt hingt somit
von der Anwesenheit eines Tryptophans im Protein und von der Entfernung der Ligand-
Bindungsposition vom betrachteten Tryptophan ab. Als Referenzmethode zur Bestimmung
von Bindungskonstanten dient die Gleichgewichtsdialyse, die von solchen methodisch
bedingten Unzulidnglichkeiten befreit ist.

Liibke et al. (2000) untersuchten mittels Infrarotspektroskopie die Wechselwirkungen und
Konformationsdnderungen von -Lactoglobulin mit kleinen Liganden in wéssrigen Losungen
(pH 2.0 und 7.5). Vergleiche der IR-Spektren von B-Lactoglobulin mit und ohne Ligand
ermoglichten Aussagen iiber Konformationsénderungen bei einer stattfindenden Ligand-
Protein Komplexbildung. So konnten sie Anderungen der Konformation des Proteins bei der
Anwesenheit von relativ kleinen Mengen dieser Liganden beobachten. Basierend auf der
beschriebenen Bindung von Fettsduren in der zentralen Bindungstasche des B-Lactoglobulins
(siche Abb. 9 Kap. 2), folgerten die Autoren, dass Retinol, Tetradecansidure und B-Ionon die
gleiche Bindungsstelle belegen (Bindungsstudien bei pH 2.0 und pH 7.5). Mit a-Ionon wurde
ein geringe Konformationsdnderung bei pH 7.5 festgestellt und die Autoren schlossen daraus,
dass auch a-lonon in der zentralen Bindetasche von B-Lactoglobulin bindet. Bei den

Verbindungen p-Cresol, Eugenol, 2-Nonanon und y-Decalacton wurden keine Konformations-
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dnderungen bei pH-Werten von 2.0 und 7.5 beobachtet. Die Autoren vermuten, dass diese

Liganden eine unterschiedliche Bindungsstelle am Protein belegen.

Reiners et al. (2000) bestimmten mittels Affinitdtschromatographie fiir die Geruchsstoffe p-
Cresol und Eugenol eine Bindungskonstante von 4.40 x 10> M bzw. 1.40 x 10° M an B-
Lactoglobulin. Weitere B-Lactoglobulin Bindungskonstanten wurden von Sostmann et al.
(1998) mittels Affinititschromatographie fiir die Aromastoffe a-Ionon (1.30 x 10* Mol™), -
Tonon (1.90 x 10* Mol ™), 2-Nonanon (3.60 x 10’ Mol ™) und y-Decalacton (3.20 x 10° Mol™)
publiziert.

O’Keefe et al. (1991) bestimmten die Bindungskonstante von Hexanal, einem
Autooxidationsprodukt der Linolsdure an Proteine, isoliert aus Sojabohnen. Assoziations-
konstanten fiir Hexanal an Glycinin und B-Conglycinin betrugen 2.70 x 10°Mol™ bzw. 3.03 x
10> Mol ™. Die Autoren stellten kooperative (positive) Effekte und eine Verdnderungen der
Oberflachenhydrophobitéit an beiden Proteinen nach einer Bindung von Hexanal fest. Auf
Basis dieser Resultate vermuteten die Autoren, dass die Bindung von Hexanal an Glycinin
und B-Conglycinin einhergeht mit einer Strukturverdnderung der Proteine. Bedingt dadurch

konnen neue Bindungsstellen fiir einen Liganden am Protein freigelegt werden.

1.2 Experimentelle Methoden zur Bestimmung von Bindungskonstanten

Die Methoden, die zur Ermittlung der Bindungskonstanten (Assoziationskonstante (Ka) bzw.
Dissoziationskonstante (Kp), Kapazitit (R), Anzahl der Bindungsstellen (n)) herangezogen
werden, sind in zwei Reviews von Sebille (1990) und Hage und Tweed (1997)
zusammengestellt. In der Literatur werden abhdngig von Matrix und zu untersuchenden
Liganden unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der Bindungsparameter
vorgeschlagen. Die Standardmethode ist die Gleichgewichtsdialyse, die insbesondere zur
Bestimmung von Bindungsparametern pharmakologisch wirksamer Substanzen eingesetzt
wird. In der Literatur sind folgende weitere Methoden zur Bestimmung von

Bindungskonstanten beschrieben worden:
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Dynamische Dialyse
Ultrafiltration
Ultrazentrifugation
Fluoreszenzspektroskopie

HPLC-Verfahren

vV ¥V ¥V V VYV V

Headspace-Gaschromatographie

Vor- und Nachteile einzelner Methoden fiir die Analyse pharmakologisch wirksamer
Substanzen wurden in einem Review von Sebille (1990) ausfiihrlich beschrieben.
Wesentliche Nachteile der Membranverfahren (Ultrafiltration, Ultrazentrifugation,
Gleichgewichtdialyse) sind, abhingig von der zu untersuchenden Verbindungsklasse,
adsorptive Effekte von Makromolekiilen und Liganden an Membranen und/oder
Filtrationseinheiten. Diese Effekte filhren zum einen zu einer Stérung des
thermodynamischen Gleichgewichts des Protein-Ligand-Komplexes und zum anderen zur

Entfernung von Reaktionspartnern aus dem Gleichgewicht.

Die dynamische Dialyse zur Bestimmung der Protein-Ligand-Wechselwirkung wurden von
Sparrow et al. (1981) und Hashimoto et al. (1983) beschrieben. Sparrow et al. (1981)
wendeten eine automatisierte Dialyse mit kontinuierlichem Durchfluss (CFDD, Continuous-
Flow Dynamic Dialysis) an. Das Prinzip der Methode basiert auf dem Vergleich der
Ligandwanderung (Phenolrot) durch die semipermeable Membran, in Anwesenheit und
Abwesenheit von Proteinen (Rinderserumalbumin). Der Ligand flieBt dabei aus der
Dialysezelle mit einem konstanten Elutions-Fluss (0,15 x 102 — 0,75 x 107 cm’/s) zu einer
Photo-Messzelle (Detektionswellenldnge: 260 nm), die in vorgegebenen Zeitintervallen
misst. Kritisch bei der dynamischen Dialyse ist, dass geringe Temperaturschwankungen bei
der Versuchsdurchfiihrung entscheidenden Einfluss auf die Diffusionskonstante des
Liganden und somit indirekt auf die berechnete Bindungskonstante haben. So stellten
Sparrow et al. (1981) fest, dass die Diffusionskonstante des Liganden um durchschnittlich
4%/°C, in einer untersuchten Temperaturreihe von 15 und 25 °C schwankt.

Mittels der oben angefiihrten dynamischen Dialyse untersuchten Macheras et al. (1985) die
Bindungsaffinititen von Sulfonamiden an Rinderserumalbumin. Die Autoren beschreiben
den Einfluss der Ionenstirke und der Viskositit in Abhédngigkeit von der
Dialysegeschwindigkeit. Dabei stellten sie fest, dass durch Anderung der Ionenstirke und

Viskositdt mittels NaCl- und Saccharose-Zusétze, die Dialysegeschwindigkeit beeinflusst
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wird. Die Diffusionsrate des Liganden durch die Membran ist proportional zur freien

Ligand-Konzentration in der Proteinphase.

Eine Auswahl der in der Literatur angefiihrten Beispiele zur Bestimmung von

Bindungsparametern von Aromastoffen an Proteine sind im folgenden zusammengestellt:

e (Gleichgewichtsdialysen (Fares et al., 1998; O’Neill und Kinsella, 1987; und Jasinski
und Kilara 1985)

e HPLC-Verfahren nach Hummel und Dreyer (Pelletier at al. 1998),

e Fliissig-Fliissig-Verteilung nach der Gleichgewichtsmethode (Demodaran & Kinsella,
1980),

e Fluoreszenzspektroskopie (Dufour und Haertle 1990; Halfman und Nishida 1972)

e Affinitdtschromatographie mit immobilisiertem Protein (Sostmann et al., 1997 und
1998).

¢ Infrarotspektroskopie (IR) (Liibke et al., 2000) Klarung der Wechselwirkungen von

Aromastoffen mit B-Lactoglobulin.

Das HPLC-Verfahren von Hummel und Dreyer (1962) wurde fiir UV-aktive Verbindungen
beschrieben. Bei ausgewdhlten chromatographischen Methoden (Gelfiltration, RP-
Chromatographie) ldsst sich das Wanderungsverhalten von Makromolekiil, Ligand und
Makromolekiil-Ligand-Komplex an der stationdren Phase unterscheiden. Auf Basis dieser
Tatsache ist es moglich, Bindungsaffinititen des Liganden am Makromolekiil zu bestimmen,
unter der Voraussetzung, dass wihrend des gesamten Trennprozesses die Gleichgewichts-
bedingungen durch die chromatographischen Bedingungen nicht beeinflusst werden. Fiir die
Bestimmung von Bindungsparametern mittels Gelfiltration wurde die stationdre Phase mit
einer Losung des Liganden 4&quilibriert und anschlieBend eine definierte Menge
Proteinlosung in das chromatographische System injiziert (Hummel und Dreyer, 1962).

Im Chromatogramm zeigt sich flir den Protein-Ligand-Komplex ein positiver Peak, gefolgt
von einem negativen Peak, der aus der Bindung des Liganden am Protein zu Beginn der
Gelfiltration resultiert, indem es zu einer Reduktion die Ligandkonzentration im Eluenten
kommt. Durch Variation der Konzentration der Proteinlosung und Integration der erhaltenen
Flachen lassen sich die Bindungsparameter erfassen. Der Arbeitsaufwand und die Kosten fiir

solche Experimente sind allerdings nicht zu vernachldssigen (Pingoud und Urbanke, 1997).
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Weitere HPLC-Vefahren basieren auf der Affinititschromatographie mit immobilisierten
Proteinen oder immobilisierten Liganden auf der stationdren Phase (Sostmann et al., 1997

und 1998).

Zur Analyse der Bindungsparameter von Geruchsstoffen wurden auch gaschromato-
graphische Methoden, gekoppelt mit der Headspace-Technik, eingesetzt (Landy et al., 1995;
Franzen und Kinsella, 1974). Die statische Headspace-Analyse (SHA) wurde fiir die
Bestimmung der Wechselwirkungen von Lebensmittelproteinen und Liganden von Jouenne
et al. (1996) und Charles (1996) eingesetzt. Dariiber hinaus wurde mittels SHA Einfliisse
unterschiedlicher Proteine auf die Freisetzung von Aromastoffen in Lebensmitteln untersucht
(Andriot, et al., 2000).

Die Vorteile der SHA gekoppelt mit der Kapillargaschromatographie (HRGC) sind:

= Schnelle Analysendurchfiihrung, da auf eine Probenaufarbeitung weitgehend
verzichtet werden kann.

= Keine adsorptiven Effekte an Membranen.

= Exakte Temperaturkontrolle bei der Versuchsdurchfiihrung.

Eine weitere schnelle und effiziente Methode fiir die Bestimmung von Bindungsparametern,
wurde von Schopp und Aurich (1974) vorgeschlagen. Diese Methode dient der Ermittlung
von hydrophoben Protein-Ligand-Wechselwirkungen durch Messung kinetischer Parameter.
Dieses Verfahren eignet sich auch zur Bestimmung von Bindungsparametern bei Substrat-
Enzym-Komplexen. Untersucht wurde die Bindung aliphatischer Alkohole und Aldehyde an
Rinderserumalbumin. Die Autoren fanden Assoziationskonstanten z.B. fiir den Albumin-
Octanol-Komplex von 3,5 x 10° Mol'. Ein Methodenvergleich zeigte gute Ubereinstimmung
der mittels kinetischer Messungen und Gelfiltration bzw. Viskositdtsmessung erhaltenen
Daten. Mittels Gelfiltration wurde fiir den oben erwédhnten Octanol-Albumin-Komplex eine
Bindungskonstante von 2,5 x 10° Mol und bei der Viskosititsmessung (Reynolds et al.,

1968) eine Bindungskonstante von 3 x 10° Mol gefunden.

Die Auswertung der experimentell ermittelten Bindungsdaten erfolgt graphisch, z.B. nach
Modellen von Klotz et al. (1946), Scatchard (1949) und Klotz und Huston (1979). Die
erhaltenen Geraden bzw. Kurven werden mittels linearer bzw. nicht-linearer
Regressionsrechnung, unterstiitzt durch Computer-Programme, ausgewertet. Ein von Munson
und Rodbard (1980) beschriebenes Software-Programm (Ligand®) ermdoglicht eine

weitgehende automatisierte Auswertung von Bindungsstudien.
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1.3 Eigenschaften wund strukturelle Merkmale von B-Lactoglobulin und

Rinderserumalbumin

Rinderserumalbumin (RSA) und B-Lactoglobulin (BLG) sind bedeutende Nahrungsmittel-
proteine und Gegenstand der hier beschriebenen Arbeiten. Die beiden Proteine besitzen

folgende unterschiedliche Eigenschaften bzw. strukturelle Merkmale:

»  Unterschiede in strukturellen Merkmalen: Aminosiurezusammensetzung,
a-Helixstruktur, B-Faltblattstruktur, ungeordnete Bereiche

»  Unterschiede im Molekulargewicht.

»  Unterschiede in den physiko-chemischen Eigenschaften: Hydrophobitit, Loslichkeit

und isoelektrischer Punkt
Die physiko-chemischen Merkmale von Rinderserumalbumin (RSA) und B-Lactoglobulin

(BLG) sind in Tab.1 zusammengefasst.

Tabelle 1. Eigenschaften und strukturelle Merkmale der eingesetzten Proteine

B-Lactoglogulin Serumalbumin
(BLG) (RSA)
Konz. in Milch (g/L) 3,2 0,4
% in Molkeprotein 10 1
Genetische Variante A->G -
Molekulargewicht (Dalton) 18000 66000
Aminosduren (Anzahl) 162 582
Cystein 5 35
S-S Briicken 2 17
Prolin-Molekiile 8 34
Phosphor.-Gruppen 0 0
Nettoladung -0,04 -0,02
Isoelektrischer Punkt 5,1-53 4,7-5,1
Sekundéar-Struktur:
a-Helix (Anteil %) 10 55
3-Faltblatt (Anteil %) 50 16
Ungeordnete Bereiche (%) 40 29
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Die rdumlichen Strukturen von Serumalbumin und B-Lactoglobulin sind in Abb.2 dargestellt.
Serumalbumin ist charakterisiert durch seinen hohen o-Helix-Anteil (55%) und

B-Lactoglobulin durch hohe Anteile an B-Faltblattstruktur (50%).

B-Lactoglobulin (BLG) und Rinderserumalbumin (RSA) gehoren unter anderem zur Fraktion
der Molkenproteine. Die beiden Proteine sind in allen Milchsorten, welche zur menschlichen
Erndhrung verwendet werden, enthalten (z.B. Kuhmilch, Biiffelmilch, Ziegenmilch, Schaf-
milch).

Rinderserumalbumin

Rinderserumalbumin (RSA) ist ein globuldres Protein mit einem Molekulargewicht von
66000 Da. Die weiteren physiko-chemischen Eigenschaften des Proteins sind in Tab. 1 mit

aufgenommen.

Abb. 2: Tertidrstruktur von Serumalbumin (A) und B-Lactoglobulin (B) (Brookhaven
Proteindatenbank: /ao6 (A) und Ibsy (B); die Proteindaten wurden mittels der Software
WebLab-Viewer verarbeitet; schematische Darstellung der Kette: a-Helix (rot), B-
Faltblattstruktur (cyan), ungeordnete Bereiche (weil) und Schleifen (griin); Seitenketten in

Stabdarstellung, Wasserstoffe wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt).

Rinderserumalbumin (Serumalbumin oder Plasmaalbumin) ist das Protein mit der hochsten

Konzentration in Blutplasma (5g/100 ml). Es trdgt zu 80% zum kolloidalen osmotischen
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Blutdruck bei (Carter und Ho, 1994). Rinderserumalbumin hat in Kuhmilch eine
Konzentration von ca. 0,4 g/kg.

Als biologische Funktion des Serumalbumins wird vermutet, dass sie als wasserldsliche
Protein (z.B. Lipid-Wechselwirkungen) multifunktionelle Aufgaben des Stofftransportes im
Blutkreislauf iibernimmt. Die Mechanismen des Stofftransportes sind aber noch nicht
vollstidndig verstanden. So wird z.B. angenommen, dass das Protein die Fahigkeit besitzt freie
Fettsduren und Abbauprodukte des roten Blutfarbstoffes wie z.B. das Bilirubin sowie
toxikologisch wirkende lipophile Substanzen in der Blutbahn zu transportieren (Kragh-
Hansen, 1981; Review). Weiterhin wird vermutet, dass Serumalbumin eine wichtige Rolle bei
der Lipidoxidation spielt, da in in vitro Versuchen festgestellt wurde, dass das Protein die

Lipide gegeniiber einer Oxidation schiitzt (Smith et al., 1992).

Die Aufkldrung der Tertidrstruktur von Rinderserumalbumin hat in der Literatur zu einigen
widerspriichlichen Resultaten und Diskussionen gefiihrt. Auf Basis von hydrodynamischen
Experimenten (Hughes, 1954) und Rontgenstrukturanalysen (Bloomfield, 1966), vermuteten
die Autoren, dass Rinderserumalbumin eine elliptische Gestalt aufweist und an den Enden
geplittet ist (riumliche Dimensionen: 140 x 40 A). Spitere Untersuchungen unterstiitzten
diese Beobachtungen (Bendedouch und Chen, 1983; Feng, et al., 1988). Brown und
Schockley (1982) stellten aus Literaturdaten ein Strukturmodell des Rinderserumalbumins in
Gestalt einer Zigarrenform vor.

Bos et al. (1989) zeigte mittels NMR Studien, dass eine an den Enden abgeplattete elliptische
Stuktur des Rinderserumalbumins nicht wahrscheinlich ist und die Autoren vermuteten eine
herzférmige Form. Unterstiitzt wurden diese Aussagen durch Rontgenstrukturanalysen von
Carter et al. (1989).

Die Aminosdurezusammensetzung von Rinderserumalbumin ist charakterisiert durch geringe
Tryptophan- und Methioningehalte und hohe Gehalte an Cystein (cf. Tab.1). Der Glycin-
und Isoleucingehalt in Rinderserumalbumin ist niedriger, als der durchschnittliche Gehalt in
Proteinen (Peters, 1985). Siebzehn Disulfidbriicken zwischen den Cysteinaminosiuren
stabilisieren die Tertidrstruktur des Serumalbumins. Bemerkenswert ist, dass sich keine der
Disulfidbindungen mit Reduktionsmitteln im pH Bereich von 5.0 bis 7.0 spalten lésst. Erst bei
hoherem oder niedrigerem pH-Wert wurde eine Reduktion beobachtet (Katchalski et al.,
1957).
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f3-Lactoglobulin

-Lactoglobulin ist ein globuldres Protein, welches in Milch von Sdugetieren vorkommt und
zuerst von Palmer (1934) aus Rindermilch isoliert und kristallisiert wurde. Die Konzentration
von B-Lactoglobulin in Kuhmilch betrégt ca. 3,2 g/kg (Walstra et al., 1984).

Palmer fand heraus, dass die kristallisierten Molkenproteine heterogen waren, wenn sie mit
verschiedenen physiko-chemischen Verfahren gemessen wurden. Der Grund hierfiir besteht
darin, dass B-Lactoglobulin einen Polymorphismus zeigte, welcher zuerst von Aschaffenburg
(1955) mittels Elektrophorese aufgezeigt wurde. Bei der Elektrophorese wurden zwei Banden
detektiert, die mit B1 und B2 bezeichnet wurden. Aschaffenburg und Drewry bezeichneten die
beiden genetischen Varianten spéter, in Abhédngigkeit von der elektrophoretischen Mobilitit,
mit den Buchstaben A und B. Ursache fiir die unterschiedlichen Wanderungs-
geschwindigkeiten im elektrischen Feld sind die isoelektrischen Punkte der Varianten A und
B (cf. Tab.1).

Weitere genetische Varianten aus unterschiedlichen Milchtypen wurden mittels Gel-
Chromatrographie und Elektrophoresetechnik erkannt und bestimmt. Fiinf genetische
Varianten (Variante A-E) wurden z.B. aus Rindern (Liberatori, 1977) und je zwei genetische
Varianten aus Schafen, Pferden und Rehen bestimmt (Bell und McKenzie, 1967; Godovac-
Zimmerman, et al., 1985).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mischung der zwei wichtigsten [-Lactoglobulin-
Varianten, die genetischen Varianten A und B eingesetzt, die in Kuhmilch vorkommen. Die
Aminosduresequenz wurde von Braunitzer et al. (1973) bestimmt. Die zwei genetischen
Varianten unterscheiden sich in den Aminosédurepositionen 64 und 118. In diesen Positionen
sind Asparagin (Asp) und Valin (Val) in der Variante A, ersetzt durch Glycin (Gly) und
Alanin (Ala) in der Variante B (cf. Abb.3). Beiden Varianten sind zwei Disulfidbriicken und
ein freies Cystein gemeinsam (McKenzie et al., 1972). Die unterschiedlichen Varianten
zeigen unterschiedliche Eigenschaften, welche die Konformationsiiberginge, die
Assoziations- und Dissoziationsgleichgewichte sowie die Stabilitdt des Molekiils beeinflussen
(Mc Kenzie et al., 1971 und 1972). Die mittels Rontgenstrukturanalysen ermittelten
Konformationsunterschiede der genetischen Varianten A und B sind sehr gering (Oliveira et
al., 2001), so dass bei den Bindungsstudien mit Geruchsstoffen keine Unterschiede im

Bindungsverhalten zu erwarten sind.
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Abb.3: Schematische Darstellung von B-Lactoglobulin und die Unterschiede

zwischen den genetischen Varianten A und B (Monaco et al., 1987).

Mittels Rontgenstrukturanalysen von Proteinkristallen wurde die dreidimensionale Struktur
von [-Lactoglobulin aufgekldrt, die aus acht antiparallelen [-Faltblattstrukturen (in
Kelchform) und einem kurzen a-Helix Segment besteht (cf. Abb.2 und 3). Wie bereits
erwihnt, ist die Struktur des B-Lactoglobulins der Struktur des so genannten ,,Retinol-
Binding-Proteins (RBP)“ sehr dhnlich. Beide oben angefiihrten Proteine gehoren zur Klasse
der Lypocaline. Als biochemische Funktion wird der Transport kleiner hydrophober
Substanzen im lebenden Organismus vermutet (Green et al., 1979; Hattori, et al., 1993;
Papiz, et al., 1986).

So wird z.B. angenommen, dass bei Sduglingen das p-Lactoglobulin das Vitamin A (Retinol)
bindet und dann in der Blutbahn an die unterschiedlichen Wirkungsorte (z.B. Leber, Auge)
transportiert (Sawyer et al., 1985). Die physiko-chemischen Eigenschaften und die Stabilitét
im sauren Milieu sind wichtige Voraussetzungen, die es ermoglichen, 3-Lactoglobulin bei der
Lebensmittelverarbeitung (Aromafixierung) und vom erndhrungsphysiologischen Standpunkt

aus, als Transportprotein von Nahrungsmittelinhaltsstoffen einzusetzen (Sawyer et al., 1987).
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1.4 Bestimmung von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen mittels Molecular
Modelling Simulationen und quantitativen Struktur-Aktivititsbeziechungen

(Quantitative Structure Activity Relationships, QSAR)

Molekular Modelling Untersuchungen gewinnen zunehmend an Bedeutung zur Betrachtung
und Vorhersage komplexer chemischer Vorgidnge auf molekularer Ebene. Unter Molekular
Modelling versteht man die Berechnung, Darstellung und Bearbeitung von realistischen
dreidimensionalen Molekiilstrukturen und ihren physiko-chemischen Eigenschaften. Das
Anwendungsspektrum solcher Simulationen erstreckt sich z.B. auf Bereiche der
Molekularbiologie, der Medizin und der Pharmakologie zur Entwicklung neuer Wirkstoffe
(Wirkstoffdesign). Der Einsatz von Molekular Modelling Simulationen erdffnet somit z.B. die
Bestimmung der Stirke und der Bindungsposition von Rezeptor-Ligand Wechselwirkungen.
Dieses Verfahren wird als Molekular-Docking bezeichnet und fiihrt zur Geometrie eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes und ermdglicht dariiberhinaus eine Berechnung von
experimentell sehr aufwendig zu ermittelnden Bindungskonstanten zwischen Makromolekiil
und Ligand. Die Bindungsposition wird z.B. durch einen Algorithmus berechnet der alle
Freiheitsgrade des Systems beriicksichtigt und die ,,optimale* Bindungsposition des Liganden
am Rezeptor iiber die Beitrdge der elektrostatischen und der Van der Waals- (Van der Waals,
1908) Wechselwirkungen bestimmt. Unberiicksichtigt dabei bleiben entropische Beitrige zur
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung. Ein Lodsungsansatz besteht in der Anwendung des
sogenannten ,,Thermodynamischen Zyklus* der in Abb.4 dargestellt ist. Die Bindungsenergie
des Protein-Ligand-Komplexes (PL) in Losung ldsst sich mittels Molekular Modelling nicht
bestimmen. Allerdings lassen sich die Bindungsenergien des Komplexes im Vakuum und die
einzelnen Solvatisierungsenergien des Proteins (P), des Liganden (L) und des Protein-Ligand-
Komplexes (PL) ermitteln. Da in einem ,,Thermodynamischen Zyklus* die Energiedinderung
Null betrdgt, lasst sich auf Basis der oben kalkulierten Energien die unbekannte

Bindungsenergie des Protein-Ligand-Komplexes (PL) in Losung berechnen.
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Abb.4 Thermodynamischer Zyklus, Beitrige zur freien Bindungsenthalpie AG

Wechselwirkungen konnen mittels mechanischer Kraftfelder (Molekular Mechanik and
Dynamik), quantenmechanischer (ab initio) und semi-empirischer Methoden berechnet

werden.

Die erste Methode zur Vorhersage der Gleichgewichtskonstanten einer Reaktion wurde von
Hammett (1933) beschrieben. Ausgehend von einer definierten Grundstruktur (aromatische
Ringstruktur) stellte Hammett einen Zusammenhang zwischen der elektronischen Eigenschaft
eines Substituenten und der Reaktionsfahigkeit des betrachteten Molekiils fest. Die relativen
Beitrdge von Elektronenakzeptor- und Elektronendonator-Substituenten zur Elektronendichte
wird durch die Hammett-Konstante (o) bestimmt. ¢ zeigt positive Werte flir Elektronen-
akzeptor-Substituenten und negative Werte fiir Elektronendonator-Substituenten. Abhingig
von der betrachteten Reaktion bzw. Wechselwirkung ist die Reaktionskonstante p. Mit Hilfe
der Hammett-Gleichung lassen sich mittels p- und o-Konstante die Gleichgewichtkonstante K

einer Reaktion berechnen (QSAR):

pc =log Kr.x - log Kg.y (1-4)
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-X steht fiir substituierte (X) und R-H fiir nicht-substituierte (H) aromatische Verbindungen.
Akzeptor- und Donor-Substituenten beeinflussen die Elektronendichte der Substanz, so dass
z.B. in Abhidngigkeit vom Substituenten die Fihigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken zu- bzw. abnimmt.

Hammet’s Pionierarbeit war der Anfang zur Vorhersage von quantitativen Struktur-
Wirkungsbeziehungen (QSAR). In weiteren Arbeiten wurden sterische, elektrostatische und

hydrophobe Effekte eines Substituenten zur Bestimmung der biologischen Aktivitit einer
Substanz mit einbezogen. Z.B. wurde der Lipophilieparameter 7T, analog zum elektronischen
Term 6 der Hammett-Gleichung, von Fujita et al. (1964), Hansch et al. (1965) und Selassie et

al. (1989) eingefiihrt. Die m-Konstante erlaubt die Abschitzung der Lipophilie einer

Verbindung und in Verbindung mit den elektronischen Einfliissen der Substituenten, die

Abschitzung der biologischen Aktivitdt der Verbindungen bzgl. einer definierten Reaktion.

1.4.1 Kraftfeldmethoden

Kraftfeldmethoden (Molekular Mechanik) sind empirische Verfahren zur Berechnung von
Molekiilgeometrien und Molekiilenergien. Ziel der Kraftfeldmethoden ist die Ermittlung einer
energetisch giinstigen dreidimensionalen Struktur eines Molekiils oder eines Ligand-
Rezeptor-Komplexes.

Die Grundlagen von Kraftfeldmethoden zur Optimierung von Molekiilgeometrien und
Berechnung von Molekiilenergien sind die additive Ermittlung von Energiebeitrdgen aus
Bindungslangen, Bindungswinkeln, Torsionswinkeln, 1-4- van der Waals und 1-4- elektro-
statischen Wechselwirkungen von Verbindungen. 1-4- bzw. 1-3-Wechselwirkungen (zwei
nicht direkt mit einander verkniipfte Atome) konnen dazu fiihren, dass van der Waals und
elektrostatische Abstofungen in einer Verbindung auftreten, so dass bestimmte

Bindungslangen, Winkel und Torsionen nicht die ,,Idealwerte* einnehmen kdnnen.

Die Entwicklung eines Kraftfelds erfolgt durch empirische Anpassung der Kraftfeldparameter
an experimentelle Daten, erhalten z.B. aus Rontgenstrukturdaten, aus Raman- und IR-
Schwingungsspektren, aus physiko-chemischen Daten und/oder aus Berechnungen mit
quantenmechanischen Methoden (z.B. Standard Split-Valenzbasissatz 6-31G*/6-31G**). Die
Energie (E) eines Molekiilsystems wird z.B. im AMBER-Kraftfeld (Weiner et al., 1984) nach
Gleichungen (1-5) berechnet. Die Gesamtenergie E eines Molekiils oder eines Komplexes

aus mehreren Molekiilen setzt sich dabei aus mehreren Energiebeitrigen zusammen. Der erste
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Term in Gleichung (1-5) (E pindungsiinge) beschreibt die Energiednderung bei Dehnung oder
Stauchung einer chemischen Bindung. Im vorgestellten Beispiel des AMBER-Kraftfeldes
handelt es sich um das sogenannte harmonische Potential mit der Kraftkonstante Ky, und der
Gleichgewichtsbindungsliange by als Kraftfeldparameter und der Bindungslinge b im
Molekiil. Der zweite Term (E Bindqungswinkel) 1n Gleichung (1-5) beschreibt die Energie als
Funktion des Bindungswinkels ©. Auch hier wird ein harmonisches Potential mit einer
Kraftkonstanten K¢ und einem Gleichgewichtswert ©, verwendet. Der dritte Beitrag in
Gleichung (1-5) beschreibt die Anderung der Energie in Abhiingigkeit vom Torsionswinkel

(®), der Torsionsbarriere (Kg), der Periode des Torsionsterms (n) und des Phasenwinkels

(0)). Der Term Epichtkovalent 1N Gleichung (1-5) steht fiir die nicht-kovalenten van der Waals-

und elektrostatischen Wechselwirkungen in einem Molekiil (1-3 und/oder 1-4

Wechselwirkungen) und zwischen unterschiedlichen Molekiilen (z.B. Ligand-Rezeptor).

E=E Bindungslénge + E Bindungswinkel + E Torsion + E nichtkovalent (1'5)

E Bindungslinge — Z I<b (b - b0)2

Bindungsl.

E Bindungswinkel — Z K@) (® - ®0)2

Bindungsw.

> Ko+ cos(n® -w))

Torsionen

E Torsion —

L
2

_ 12 -6
E nichtkovalent = 2. (Ayry " —Cyry~ + qiqy/Dry)
Atompaare
(i)

Die van der Waals Wechselwirkungen werden durch das Lennard-Jones Potential und die
elektrostatischen Wechselwirkungen durch das Coulomb-Potential beschrieben (cf. Abb.5).
Aus den Potentialkurven (Lennard-Jones- und Coulomb-Potential) in Abb.5 wird deutlich,
wenn der Abstand zweier Atome gegen Null geht, nimmt das Lennard-Jones- und das

Coulomb-Potential, bei gleich geladenen Teilchen unendlich grofle positive Energiewerte an.
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Das Coulomb-Potential unterschiedlich geladener Atome nimmt dagegen gegen unendlich
gehende negative Potentialwerte an.

Das Lennard-Jones Potential setzt sich aus einem attraktiven (-Cij/rij6) und einem repulsiven
Term (Aijrij'lz) zusammen. Das Modell zur Bestimmung der zwischenmolekularen

Wechselwirkung zweier Atome (i und j) zeigt fiir zwei nicht-bindende Atompaare eine
Minimalenergie E* und einen Gleichgewichts-Atomabstand 1;;* (cf. Abb. 5). Die Energie
des ersten Terms in der Gleichung Enichkovatent  Alij rij-lz (repulsiver Term) ist immer positiv
und steigt mit abnehmendem Atomabstand (Tij) schnell an. Er beschreibt die AbstoBung
zweier Atome, die sich zu nahe kommen. Der Parameter 1;;* ist proportional der Summe der
van der Waals Radien der Atome 1 und j (Tj;*=r;*+1;*) und A;; wird in Form der van der
Waals Radien und der Minimalenergie ausgedriickt (A;j= E*x (ri,j*)12 wobei E*= (E;*x
Ej*)l/z). Zur Entwicklung der Kraftfeldparameter r;;* und A;; konnen z.B. die experimentell
ermittelte ~ Verdampfungsenthalpie, Dichte und  Selbstdiffussionskonstante =~ von
Modellverbindungen in einem Lésungsmittelkidfig herangezogen werden (Fox und Kollman,
1996). Die Kraftfeldparameter (r;*, 1;*, Ei* und E;*) werden solange variiert bis die
Simulation der Modellverbindung die experimentell ermittelten Daten reproduziert.

Der Energiebeitrag -Cij/rij6 (attraktiver Term) ist immer negativ und geht mit zunehmendem
Abstand r; gegen Null und beschreibt die anziehende Wechselwirkung, die auch als

Dispersionswechselwirkung bezeichnet wird.

Lennard-JTones-
Potential

Fyaw \

Coulomb-
Potential
(gleiche Ladungen)

E*

Coulomb-
Potential
(ungleiche Ladungen)

Abb.5: Sterische und elektrostatische Wechselwirkungen mit einem
Lenard-Jones- bzw. Coulomb-Potential.
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Der Term qiqyDrj in der Gleichung Enichikovalen: beschreibt die elektrostatischen
Wechselwirkungen mittels des Coulomb-Potentials. Die Formalladungen der Atome werden
dabei als Punktladungen betrachtet. Der Potentialverlauf ist in Abb. § dargestellt. D ist die
effektive Dielektrizititskonstante des umgebenden Mediums (z.B. Vakuum D=1, Wasser
D=78.5) und r ist der Abstand zwischen zwei Atome mit den jeweiligen Punktladungen q; q;.
Die Ladungen der Molekiilatome werden mittels Ab Initio Methoden (Split-Valenzbasissatz
6-31G*/6-31G**) berechnet.

Molecular Modelling Untersuchungen in der Literatur (Fox und Kollman, 1996) haben
gezeigt, dass die Bestimmung der Partialladungen durch Anpassung aus den {iber
quantenmechanischen berechneten molekularen elektrostatischen Potentialen (z.B. RESP-
(Cornell, et al., 1993) und CHELPG-Methode, (Chirlian, and Francl., 1987), in der Lage sind,
experimentelle Eigenschaften von Molekiilen (z.B. Dipolmoment) zu reproduzieren. Dagegen
waren die nach Mulliken (Mulliken, 1958) erhaltenen Nettoladungen teilweise nicht in der
Lage die experimentellen Daten wiederzugeben.

Weitere in der Literatur zur Verfligung stehende Kraftfelder sind z.B. in der Software
CHARMM- (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) (Brooks et al., 1983), GROMOS-
(Berendsen et al., 1984), MM3 (Lii, und Allinger, 1991) und UFF (Rappe’e et al., 1992)
eingebettet.

1.4.2 Quantenmechanische Methoden

Quantenmechanische (QM) Verfahren zur Berechnung von Molekiileigenschaften basieren
auf der ndherungsweisen Losung der Schrdodinger-Gleichung (1-6) im Rahmen der Born-
Oppenheimer-Ndherung (Born und Oppenheimer, 1927). Als Losung erhédlt man die
elektronische Wellenfunktion ¥ des Molekiils und die Potentialenergiefliche in Abhingigkeit
von der Kernkonfiguration (1-6). Die Wellenfunktion ¥ wird dabei durch einen vorgegebenen
Basis-funktionssatz dargestellt. Der Rechenaufwand von QM-Verfahren wichst dabei mit der
Anzahl der Atome in einem Molekiil schnell an. Mit parallelisierten Programmen sind derzeit
Berechnungen von Molekiilen mit weniger als 100 Atomen realistisch (z.B. GAMESS,

Schmidt et al., 1993).

- h? . Ze?
2 —

2
81" m r

Y (x,y,2)=E Y (x,y,2) (1-6)
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Der Ausdruck in der Klammer stellt die kinetische und Potentialenergie eines Elektrons dar.

Dabei ist m die Masse des Elektrons, r ist der Radiusvektor (r =X; + y; + Zy) mit dem
Abstand r von einer Kernladung Z, ¢ ist die Ladung des Elektrons, h ist die Planck’sche

Konstante, V* ist 6%/0x*+ 6%/0x*+ 6*/0x*und E die Energie des Elektrons. Die linke Seite
der Schrodinger-Gleichung (1-6) wird durch Einfithrung des Hamilton-Operator (H) auf HY
reduziert (1-7):

HY = EY 1-7)

Der Hamilton-Operator (H) setzt sich somit aus zwei Teilen zusammen: der kinetischen
Energie des Elektrons (1-8a) und der Potentialenergie des Elektrons (elektrostatische
Wechselwirkung des FElektrons mit dem Kern, Elektron-Elektron- Wechselwirkungen)
(1-8b).

_ K (a) _ Zé

2
8T m 4meor

(b) (1-8)

Zur Beschreibung von Systemen mit mehreren Partikeln (Elektronen und Kernen) kann die
Schrodinger-Gleichung nicht exakt gelost werden und man ist auf Ndherungsverfahren
angewiesen. Bei der Born-Oppenheimer Niherung wird die Kernbewegung von der
Elektronenbewegung abgekoppelt. Die Anwendung dieses Ndherungsverfahrens ist moglich,
da die Kernmasse deutlich hoher ist als die Elektronenmasse. Die Kerne erscheinen im
molekularen System (Raum) als geometrisch fixierte positive Punktladungen, wihrend die

Elektronen mit Wahrscheinlichkeitsverteilung beschrieben werden.

Somit hangt die elektronische Wellenfunktion ¥ nur von der Kernposition ab und es ist,
unter Verwendung der Born-Oppenheimer Niherung moglich, die Wellenfunktion

Yiesamt mittels Gleichung (1-9) darzustellen.

Wiesamt (Kern, Elektron) =YW (Elektron) W (Kern) (1-9)

Die Energie Egesamt ist gleich der Summe der Kern- (elektrostatische AbstoBung) und der

elektronischen Energie (1-10).

E Gesamt = E (Elektron) + E (Kern) (1-10)
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Die Losung der Elektronengleichung kann z.B. mittels des Hartree-Fock (HF) Verfahrens
erfolgen. Hierbei werden die Variablen getrennt, d.h. die Vielelektronen-Wellenfunktion,
unter Vernachldssigung der Elektron-Elektron AbstoBung, auf eine Ein-Elektronen-
Wellenfunktion zuriickgefiihrt und die Summe der Beitrdge ermittelt. Eine wesentliche
Voraussetzung des Hartree-Fock Modells ist die Born-Oppenheimer Niherung, welche dazu
fiihrt, dass die Schrodinger-Gleichung auf eine elektronische Gleichung reduziert wird. Als
Beispiel ist die Integral-Differentialgleichung fiir ein Elektron (Elektron 1) im Feld des Kerns
und eines zweiten Elektrons (Elektron 2) nach der Hartree-Fock (HF) Methode dargestellt (1-
11). Die Energie des Elektrons (1) setzt sich nach Gleichung (1-11) aus den Teilbetrdgen der
Kern-, Coulomb- und Spinwechsel-Energie zusammen (i Spinorbitale i und j; ¢;

Orbitalenergie; A Atomkern; dt, Integration {iber den Raum)

M
12V = 2 Zaa L + 2 [ do 1@ % @) e 1u (1)
A=1 j#
(1-11)

2 dn @@ ) = Xein)

j#

Die Losung der Hartree-Fock Gleichung fiir Atome ist nicht sehr praktikabel. Slater (1930)

hat eine einfachere Losung fiir die Bestimmung der Radialfunktion vorgeschlagen (1-12).
Rnl(r) — (2€)n+1/2 [(2n)!]-1/2 rn—l e-Qr (1_12)

Diese Gleichung (Orbitalexponent () = Z-8/ n*; & Shielding Konstante, Z Atomnummer, n*
Quantenzahl ) ist in der Literatur allgemein unter dem Begriff Slater-Typ-Orbitale (STO’s)
bekannt.

Zur Losung der Hartree-Fock Gleichung fiir Molekiile wurde die LCAO (Linear Combination
of Atomic Orbitals) Nahrung eingefiihrt.  Hierbei werden die Molekiilorbitale als
Linearkombination der Atomorbitale mittels Gleichung (1-13) beschrieben. Die Uberfiihrung
der Wellenfunktion in eine Linearkombination von bekannten Basisfunktionen fiihrt die

sogenannten Basissitze in die ab initio Rechnung ein.
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K

¥, = ; Cyi O, (1-13)

Das Ein-Elektron Orbital ®, wird als Basisfunktion bezeichnet und entspricht in den meisten
Fillen dem Atomorbital. Der Koeffizient c,; beschreibt ein System mit minimaler Energie der
Wellenfunktion (GE/ ocyi = 0) wobei K die Anzahl der Molekiilorbitale ist.

Eine weitere Nidhrungsmethode zur Losung der Schrodinger-Gleichung ist die sogenannte
Roothman-Hall Gleichung. Sie stellt eine Kombination aus der Hartree-Fock und LCAO
Néiherung dar. Zur numerischen Losung von W;  wird das Integral-Differential-

gleichungssystem in ein Matrixgleichungssystem die sogenannte Roothman-Hall Gleichung

tiberfiihrt (1-14).

FC=SCE = FPC=CE F=8"rs" c=s""C (1-14)

In der Gleichung ist F die Fock Matrix, die von den Orbital Koeffizienten c,; abhéngt. Zu
dessen Losung wird ein Iterationsverfahren eingesetzt. E ist eine Diagonalmatrix deren

Elemente die Orbitalenergien (g, ...) sind und S ist die Orbitaliiberlappungs-Matrix.

Ci,1 C12 ... CiIk g 0...0 1 0...0
C21 €2 ... CK 0 & ... 0 0 1 = 0
c=| . . ... E=| - - S=1 . .1 .
CI.(,l CKz Ci(,K 0 O éK 0 0...1

Zur Losung werden die Integrale fiir die Fock-Matrix (F) berechnet und die Orbital-
iiberlappungs-Matrix (S) ermittelt. Durch Diagonalisierung von S und Umformung in S
gefolgt von der Berechnung der Dichte-Matrix erhélt man die Fock-Matrix (F). Anschliefend
werden die Eigenwerte von E und die Eigenvektoren von C’ mittels Diagonalisierung von F’
berechnet. Die Basissatzkoeffizienten c,; lassen sich mittels Gleichung (1-14) nach
Umformung (C= S C’) ermitteln. Aus den erhaltenen Daten wird erneut die Dichte-Matrix
berechnet und abhédngig vom Konvergenzkriterium der Simulation einer neuen Iteration
unterzogen. Das beschriebene Matrix-Gleichungssystem stellt die Grundlage praktisch aller

ab initio Anwendungen dar.
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Die Basisfunktionen die bei ab initio Rechnungen von Molekiilen eingesetzt werden, sind
GauB-Funktionen (®,= X>di, ®; (ai,); a Orbital-Exponent, di, GauB-Koeffizient), da die
Integrale von Slater-Orbital-Typ schwierig bzw. unmoglich zu bestimmen sind. Die
Nomenklatur der Basissétze ist dabei wie folgt: Minimalbasissatz STO-nG (z.B. STO-3G),
wobei n die Zahl der GauB3-Funktionen fiir die einzelnen Orbitale ist; Split-Valenzbasissitze
n-mlG (z.B. 6-31G), n die Zahl der GauB3-Funktionen der Kern- und der Valenzorbitale, m die
Zahl der GauB3-Funktionen der kontraktilen Orbitale und 1 die Zahl der GauB3-Funktionen der
diffusen Orbitale, beschreiben; Polarisations-Basisfunktionen werden mit einem Stern (z.B.
6-31G*, Polarisationsfunktion fiir schwere Atome) oder zwei Sternen (z.B. 6-31G**,

Polarisationsfunktion fiir schwere Atome und Wasserstoff) gekennzeichnet.

Wie bereits erwdhnt erfolgt bei der HF Methode keine Elektronenkorrelation. Hierzu wurden
jedoch Post-Hartree-Fock-Methoden in ab inito Berechnungen eingefiihrt, die die
Unzulidnglichkeiten des HF Verfahrens beseitigen, in dem sie die Elektronenkorrelation
beriicksichtigen. Die Energiedifferenz zwischen einer HF-Rechnung und einer Post-Hartree-
Fock-Modell Rechnung wird normalerweise als Korrelations-Energie bezeichnet. Die
Korrelations-Energie kann z.B. mittels des Mgller-Plesset- (MP) Verfahrens ermittelt werden
(Mgller und Plesset, 1934). Abhéngig vom Grad der theoretischen Behandlung werden die
entsprechenden Korrelationsenergien mit MP2, MP3 u.s.w. bezeichnet. Die ermittelte

Hartree-Fock (HF) Energie entspricht prinzipiell einem MP1 Modell.

Quantenmechanische ab initio Rechenverfahren erlauben die direkte Berechnung der
Molekiilstruktur und der Elektronendichteverteilung sowie molekularer Eigenschaften ohne
die in 1.4.1 gemachten Annahmen. Fiir die Berechnung von Molekiilgeometrien wie z.B.
Bindungswinkel, Bindungsldngen und Torsionswinkel einer Verbindung, kénnen quanten-
mechanische Programme wie z.B. GAUSSIAN9S (Frisch et al., 1998) und GAMESS

(Schmidt et al., 1993) eingesetzt werden. Die Programme erlauben die Berechnung der
Molekiilstruktur und der Elektronendichtenverteilung sowie die Bestimmung von physiko-
chemischen Eigenschaften von Verbindungen. Weitere Vorteile quantenmechanischer
Berechnungen sind: Bestimmung des Einflusses von funktionellen Molekiilgruppen auf die
Elektronendichte einer Verbindung und Bestimmung von Partialladungen und Einsatz zur

Parameterentwicklung fiir Kraftfeldmethoden (zB. AMBER-Kraftfeld).
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1.4.3 Molekular Dynamik (MD) und Monte Carlo (MC) Simulationen

Mittels ab inito Verfahren und Molekular Mechanischen (MM) Kraftfeldern lassen sich
Gleichgewichtsstrukturen von Molekiilen und Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen ermitteln.
Aufgrund der thermischen Bewegung der Atome bei physiologischen Temperaturen befindet
sich jedoch ein Molekiil nie wirklich in seiner Gleichgewichtslage, sondern es ist stindigen
Konformationséinderungen unterworfen. Ein einfaches Beispiel fiir die Konformations-
dynamik eines Molekiils stellt etwa die thermisch induzierte Torsionsisomerie von Butan um
die C(3)-C(4) Bindung dar. Bei Protein-Ligand-Wechselwirkungen spielen die Flexibilitdten
der Reaktionspartner eine entscheidende Rolle. Voraussetzung fiir die Bindung eines
Liganden am Rezeptormolekiil kann z.B. die Konformationdnderung der Makromolekiil-
Bindetasche oder die Konformationsdnderung des Liganden sein. So kdnnen bei Proteinen
z.B. an der Oberflache befindliche Seitenketten und/oder ungeordnete Bereiche des Proteins
unterschiedliche Konformationen einnehmen.

Zur Beschreibung solcher dynamischen Prozesse eignet sich die Methode der
Molekulardynamik (MD), bei der die Bewegung der Atomkerne durch die Newtonschen
Bewegungsgleichung (1-15) beschrieben wird. Dabei ist m; die Masse des i-ten Atoms, Fy; ist

die Kraft die zu einer bestimmten Zeit t entlang der Koordinaten x; auf das i-te Atom wirkt.

dei Fyi
= (1-15)
dt2 m;

Molekiile diffundieren und sie dndern ihre Gestalt, da sie unterschiedliche Konformationen

einnehmen konnen.

In der Praxis geht man so vor, dass zunéchst eine Startgeometrie erzeugt wird. (cf. Abb.6)

Diese Startgeometrie ist entweder eine experimentell bestimmte Struktur oder eine durch
Kraftfeldrechung optimierte Geometrie. Zu Beginn der eigentliche Simulation wird jedem
Atom eine Startgeschwindigkeit zugewiesen und sie ist so gewdahlt, dass sie im Mittel der
gewiinschte Temperatur entsprecht. Dann wird fiir jedes Atom die Kraft ausgerechnet, die
durch die umgebenden Atome auf dieses Teilchen einwirkt. Mit diesen Startbedingungen
werden dann schrittweise die Bewegungsgleichungen geldst (Bewegung von Seitenketten und

sogar von Proteindoménen) und die Koordinaten periodisch abgespeichert.
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Die wichtigste Anwendung der MD ist die Simulation der Bewegung eines oder mehrere
Molekiile in Losung. MD-Simulationen koénnen auch zu Konformationsanalysen d.h. zur
Berechnung energetisch giinstiger Konformationen eingesetzt werden. Durch den Einfluss der
Temperatur dndert ein Molekiil hdufiger seine rdumliche Gestalt und die Suche nach

alternativen Konformationen wird effizienter (cf. Abb.6)

Startkoordinaten Anfangs- Krifte berechnen Geschwindigkeiten
erzeugen geschwindigkeit (Paarndherungen) und neue
dhlen Koordinaten
e berechnen
ja

nein -'- —
A— Koordinaten

. o .
Ende Noch ein Schritt? speichern

Abb.6: Schematischer Ablauf Molekiildynamiksimulation.

Ein alternatives Verfahren stellt das Monte Carlo (MC) Verfahren dar (Chang et al., 1989).
Hier werden die internen Koordinaten der Torsionswinkel durch Zufallszahlen bestimmt und
die jeweilige Energie berechnet (d.h. mit etwas Gliick findet das Programm das tiefste Tal mit
wesentlich geringerem Aufwand). Die MC-Simulation besteht aus einer Serie von Zyklen bei
einer bestimmten Temperatur. Normalerweise wird die Konformationssuche nach einem

Energieminimum beendet, wenn sich die Statistik nicht mehr verdndert (cf. Abb.7).

401

Ausgewihlte
Koordinate mit
lokaler

minimaler Energie

Torsion-Energie kcal/mol

0 | l | | 1 J
0 60 120 180 240 300 360

Abb. 7: Darstellung des Monte Carlo Suchverfahren nach

den minimalen Torsionswinkel-Energien.
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Koordinatensdtze mit tiefer Energie sind Kandidaten fiir lokale Minima und werden fiir

weitere Energieberechnungen ausgewihlt.

Die Wahrscheinlichkeit (P) bzw. der Anteil zum Gesamtmittelwert einer zufillig

ausgewdhlten Struktur einer MD-Simulation bestimmt sich nach der Boltzmannverteilung

durch (1-16).
P(AE)=¢e (1-16)

AE ist die Energiedifferenz der jeweiligen Strukturvorschlige, T ist die definierte Temperatur,
und kg ist die Boltzmann-Konstante. Bei hoheren Temperaturen ist es moglich, grofere

Konformationsrdume in kirzeren Zeitabschnitten zu durchsuchen.

Wichtige Unterschiede zwischen MC- und MD-Simulationen sind: MD-Simulationen liefern
zeitabhingige Informationen; MC-Simulationen berechnen ihre Totalenergie aus der
Potentialenergie, MD-Simulation dagegen aus der kinetischen und der Potentialenergie.
Beide Simulationsmethoden ermodglichen Ensemble-Kalkulationen in einem Kéafig vom Typ

z.B. isotherm-isobar (NPT) oder konstantes Volumen-isotherm (NVT).

In der Literatur sind einige Software-Pakete fiir Molekular Modelling Simulationen
beschrieben: z.B. TINKER und AMBER (Weiner et al., 1984; Cornel et al., 1995). Die
Ladungen der Verbindungen werden mit Hilfe von quantenmechanischen Rechnung vor der
eigentlichen Simulation bestimmt (GAUSSIAN, GAMESS). Das AMBER-Kraftfeld eignet sich
z.B. zur Simulation der Dynamik geldster organischer Substanzen, da hierfiir optimierte
Kraftfeldparametersitze zur Verfiigung stehen. Eine Molekiil-Dynamische Simulation unter
AMBER liefert sehr prizise Molekiilstrukturen unter Beriicksichtigung von L&sungsmittel-
einfliissen. Aus den erhaltenen Daten ist es z.B. moglich, Verdampfungsenthalpien und
Diffussionskoeffizienten von Substanzen zu berechnen. Weitere Programme fiir MD
Simulation sind z.B. CHARMM (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) (Brooks et al.
1983), DISCOVER Programm (Hagler et al., 1977), ECEPP (Némethy et al., 1983) und
GROMOS (Berendsen et al., 1984).
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1.4.4 Quantitative Struktur-Wirkungsbeziechungen (QSAR)

Quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSAR, quantitative structure-activity relation-
ships) sollen die Zusammenhinge zwischen chemischer Struktur und biologischer Wirkungen
erfassen und das Ausmal} quantitativ beschreiben.

Grundlagen fiir die quantitativen Zusammenhdnge zwischen chemischer Struktur und
biologischer Wirkung, sind z.B. die physiko-chemischen Eigenschaften von Substanzen, die
fiir die relative Stirke ihrer Wechselwirkungen mit einem biologischen Makromolekiil
verantwortlich sind. Solche Wechselwirkungen tragen in erster Ndherungen additiv zur
Affinitdt eines Wirkstoffs an seinen Rezeptor bei. Mittels QSAR werden biologische
Eigenschaften mit substanzspezifischen Parameter korreliert, d.h. Parameter von einer
dreidimensionalen-Struktur eines Molekiils werden mit Bindungseigenschaften (z.B.

Bindungsaffinititen) korreliert.

Die Bindungsaffinitdten setzen sich aus einem enthalpischen und einem entropischen Beitrag
zusammen. Der enthalpische Anteil setzt sich aus sterischen (van der Waals-Potential) und
elektrostatischen Anteilen (Coulomb-Potential) zusammen. Der entropische Beitrag erfasst
den Ordnungsgrad und die Verteilung der Energiebeitrdge tiber die verschiedenen
Freiheitsgrade des Systems. Sowohl die Liganden wie auch die Bindetaschen eines Proteins
sind im unkomplexierten Zustand durch Wassermolekiile solvatisiert. Bei der Ligandbindung
andert sich der Solvatisierungsgrad der Proteine und Liganden, d.h. eine Desolvatation des
Liganden und des Rezeptors kann durch Freisetzung von Wassermolekiilen die Ordnung eines
Gesamtsystems erhohen oder erniedrigen. Eine Erhohung fiihrt zur Entropiezunahme und
damit zu einem mehr negativen Entropiebeitrag an der Bindungsenergie. Wechselwirkungen
zwischen Ligand und Rezeptor konnen mittels der CoMFA-Methode (Comparative
Molecular Field Analysis) beschrieben werden. Die CoMFA-Methode (Cramer et al. 1988)
kann zum Vergleich von Molekiilen und anschlieBender statistischer Methoden zur
Bestimmung freier Bindungsenergien eingesetzt werden. Dabei werden die Verbindungen in
einem symmetrischen Gitter eingebettet und dann systematisch mit einer Wechselwirkungs-
sonde abgetastet und die Energie an der gewihlten Molekiiloberfliche bestimmt
(Molekiilsonden konnen z.B. CH4 und H,O darstellen).

Eine weitere Methode zur Bestimmung relativer Bindungsenergien ist die Free Energy
Perturbation (FEP) Methode. Eine Beschreibung des Verfahrens wiirde allerdings den

Rahmen dieser Arbeit sprengen.
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Eine weitere Methode zur Bestimmung freier Bindungsenergien sind im Programm
AUTODOCK (Goodsell und Olson, 1990) eingebettet. Das Autodock-Programm V.3.0 basiert
auf dem Lamarckian Genetics Algorithmus (LGA). Das Prinzip der Methode setzt sich aus
den folgenden drei Verfahren zusammen: Monte Carlo-Verfahren, Genetischer Algorithmus
(GA) und Local Search Methode (LS) (cf. Abb.8). Das Monte Carlo-Verfahren das von
Autodock angewandt wird, ist ein Zufallsgenerator der die Molekiile zufillig bewegt und die
zugehorigen Energiedifferenzen bestimmt. Der Genetische Algorithmus (GA) (Holland et al.
1975) beruht auf dem Grundprinzip der Natur wihrend der Evolution. In Fall des Molekular
Modelling wird der Ligand in Bezug auf das Protein durch eine Reihe von Variablen wie
Translation, Orientierung und Konformation definiert.

Der GA im Autodock-Programm nutzt das ,,Global-Local Search* Modul (Global Search GS,
Local Search LS) (Solis und Wets, 1981) und wird als GA-LS Hybridverfahren bezeichnet
(Hart., 1994 und Hart et al., 1994). Der GA fiihrt eine anpassungsfihige globale Abtastung
des Suchraums durch, wobei das GS-Modul eine zufillige Position des Liganden im Raum
erzeugt, gefolgt von einer genauen Abtastung durch das LS-Modul von Autodock. Diese
Vorgehensweise ermoglicht eine effiziente und optimale Neudefinition der Daten, die aus
dem GS-Modul erzeugt wurden und anschlieBend durch das LS-Modul hinsichtlich Position

und Orientierung des Liganden am Makromolekiil optimiert werden.

Die folgenden Termen werden verwendet, um die Reihe von Wechselwirkungen zwischen
den GA und LS Logarithmus zu beschreiben. G ist der Genotyp und Ph ist der Phéanotyp. Die
Genotyps bilden die Phanotyps durch eine sogenannte Reifungs-Funktion 6: G — Ph. Die
Erzeugung des Phénotyps erfolgt aus den Information des Genotyps. Die Funktion f{x) ist
eine Anpassungsfunktion, d.h. es muss eine Funktion definiert werden, die die Bindungs-
energie fiir jedes Individuum (Protein-Ligand-Komplex) berechnet und ein MalB} fiir die
Qualitiit des Potein-Ligand-Komplex darstellt. f: Ph — R. Die Ubergangsinformation von
G nach Ph wird bewertet und setzt sich aus der Summe der intermolekularen

Wechselwirkungsenergien zwischen Ligand und Protein zusammen.

Der LS Algorithmus benutzt Information aus der Anpassungs-Funktion und wird in den
Phénotyp iibergefiihrt. Schrittweise Bewegungen des LS-Algorithmus werden mittels ein LS-
Operator L definiert (1-17):

pho =d(g),  phl =L(phy,  ph;=L(phy,.... ph,=L(ph.) (@1-17)
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Der LS-Operator kann jede Information iiber die Anpassungs-Funktion f{x) auswerten oder
bewerten, (z.B. die Ableitung von f) um eine Losung mit einem besseren Anpassungs-Wert
zu finden. Dies unterscheidet sich vom Mutations-Operator M (auch genetische Operator
genannt). Hier ist die Erzeugung neuer Individuen zufillig und unabhingig von Phénotyp so
dass die Information nur von g abhéngt.

In Abb.8 ist das Prinzip der Methode dargestellt. M und L bildet aus dem Genotyp g neue
Genotyps g " und g*“. Der Mutations-Operator M erzeugt einen anderen Genotyp g”". Der LS-
Algorithmus verwendet L, die sogenannte ,,Matutation map“ eine Art von optimierter

Abbildung und erzeugt ein Phianotyp, sobald ein lokales Minimum erreichet wird.

Ph”
5-1 (Ph”) J(G) o (G)
Lamarckian
Inverse M
Mapping | | ettt 3
& 'Y
GH G G!

Abb. 8: Darstellung von Genotyp und Phénotyp Suchprozess.

Fiir die Erzeugung des neuen Phénotyps verwendet das LS-Modul die Informationen aus den
Anpassungs-Werten (Energiewerte von den Koordinaten des Liganden), so dass bei den
verschiedenen Rechnungstufen eine neue Energieinformation einstellt (adaptive

Aktualisierung). Das Lamarckian Local Search-Modul ersetzt diese Optimierung durch eine

Umkehrfunktion 87 (Phn) so, dass der Phéanotyp in einen Genotyp umgewandelt wird (Inverse

mapping).

Der Name ist ein Hinweis auf Jean Batiste de Lamarck, der behaupte, dass (manche) erlangte

Phénotyp-Eigenschaften wihrend des Lebens erblichen Ursprungs sein konnen.
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1.4.5 Vorhersage von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen — der Hydrophobititsindex
(Log P-Wert)

Die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstanten eines Liganden und eines Makromolekiils
sind unter anderem abhingig von diversen chemischen und physikalischen Faktoren, unter
denen die Hydrophobitdt bzw. im vorliegendem Fall die Lipophilitit, als physikalische Grofe
einer Verbindung herangezogen werden kann. Die Lipophilitidt einer Substanz ldsst sich
mittels so genannter Verteilungskoeffizienten (K bzw. P (Englisch: partition) und
iiblicherweise logarithmisch ausgedriickt als LogK- bzw. LogP-Wert angegeben) bestimmen.
Hydrophobitit ist die Zusammenlagerung unpolarer Molekiilgruppen oder Molekiile in einem
wassrigen Milieu, um unpolare Molekiile aus der Wasserphase auszuschliefen. Die
Lipophilitit beschreibt die Affinitit eines Molekiils oder einer Molekiilgruppe gegeniiber
einem unpolare Medium. Dies bedeutet, dass der Verteilungskoeffizient Wasser/unpolares
Losungsmittel geeignet ist, um Aussagen zu treffen, wie hydrophil bzw. lipophil eine

Substanz ist. Die Konformation wirkt sehr deutlich auf die Lipophilitédt einer Verbindung ein.

Der Verteilungskoeffizient (K) wird definiert als das Konzentrationsverhiltnis eines Stoffes
zwischen zwei nicht mischbaren Phasen, die sich nach einer bestimmten Zeit im
Gleichgewicht befinden. Dies kommt im Nernst'schen Verteilungsgesetz zum Ausdruck (1-
18) (Nernst 1891). Die Nernst’sche GesetzméBigkeit gilt fiir konstanten Druck, konstante

Temperatur und fiir verdiinnte Losungen.

Ca (Org. Phase)
K= (1-18)
Ca (Wasser. Phase)

C4 = Konzentration des Stoffes A

Um Verteilungskoeffizienten wie oben genannt zu bestimmen, verwendet man ein mit Wasser
nicht mischbares organisches Losungsmittel. Verteilungskoeffizienten erlauben relative
Aussagen iiber die Bindungsaffinitdt zwischen Ligand und Rezeptor, wenn lipophilische
Effekte bei der Komplexbildung dominieren.

Die Ermittlung von Verteilungskoeffizienten haben einen wesentlichen Beitrag im Bereich
des pharmakologischen Wirkstoffdesigns zum Verstindnis von Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen beigetragen. Der sogenannte Log P-Wert einer Verbindung wird zur

experimentellen Ermittlung der Lipophilitit einer Verbindung herangezogen (Leo et al.,
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1971; Hansch und Leo, 1979). Der Verteilungskoeffizient (K bzw. P) wird gewohnlich
logarithmisch (LogP bzw. LogK) angegeben (1-19).

Cx in org
LogPx =1log | —
Cx in H,O (1-19)

- Verteilungskoeffizient fiir die Neutralform X, logarithmisch

Angegeben als Log P und ist eine stoffspezifische Konstante.

Folgende vier Modell-Verteilungssysteme werden zur Bestimmung von LogP-Werten
herangezogen, die fiir unterschiedliche Losungsmittelsysteme charakteristische Merkmale

aufweisen (Leahy et al., 1989):

e n-Octanol/Wasser (amphile Eigenschaften, d.h. hydrophil und lipophil),
e Propylenglycoldipelargonat/Wasser (Wasserstoffbriicken-Akzeptor).

e Chloroform/Wasser (Wasserstoffbriicken-Donor).

e C(Cyclohexan/Wasser (rein hydrophobe Eigenschaften).

Die unterschiedlichen Losungsmittelsysteme besitzen charakteristische Merkmale (Leahy et
al., 1989). Im Zweiphasensystem Octanol/Wasser ist ein Molverhéltnis von 4:1 erforderlich,
um ein Gleichgewicht bis zur Sittigung herzustellen. Octanol besitzt eine spektroskopisch
nachweisbare Clusterstruktur, bei der vier zentrale Wassermolekiile von 16 Octanol-
Molekiilen mit nach innen gerichteten Hydroxylgruppen umgeben sind (Smith et al., 1975;
Franks et al., 1993). Das System Octanol/Wasser hat sich als allgemeines Referenzsystem fiir
die Verteilungskoeffizienten in der Medizinischen Chemie und der Pharmakologie

durchgesetzt (Hansch und Dunn 1972; Hansch und Leo 1979).

In der vorliegenden Arbeit wurde als Methode zur Bestimmung von Verteilungskoeffizienten
die Scheidetrichter-Methode (Leo et al., 1971) angewendet, mit den Phasen-Systemen
Octanol/Wasser und Cyclohexan/Wasser.

Der A LogP-Wert einer Verbindung berechnet sich aus der Differenz des Octanol/Wasser-

und Cyclohexan/Wasser-Verteilungskoeffizienten und ist nach Seiler (1974) ein MaB fiir die
Wasserstoftbriickenbindungs-Stirke einer Verbindung (1-20).
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A Log P=LogP,:—Log P (1-20)

Substanzen mit groen AlogP-Werten zeigen, dass sie in der Lage sind stirkere
Wasserstoffbriicken auszubilden, als solche mit kleinen Differenzen. Die Wasserstoft-
briickenbindungsstirke kann einen entscheidenden Einfluss auf die Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung besitzen. Die Aussagekraft des AlogP-Wertes stiitzt sich dabei auf folgende
Erklidrung: der Ubergang einer Substanz im Cyclohexan/Wasser-System von der wissrigen
Phase in die organische Phase beruht auf reinen hydrophoben Wechselwirkungen, d.h. das
Molekiil muss beim Ubergang von der wissrigen in die Cyclohexanphase die Hydrathiille
abstreifen; dies ist um so leichter mdglich, je schwicher die Wasserstoffbriickenbindungen
zu einem Wassermolekiil ausgebildet sind. Dieser Phaseniibergang ist ein Mal} fiir die
Lipophilitdt und der Wasserstoftbriickenbindungsstirke einer Verbindung. Dagegen enthilt
das Zweisystem Octanol/Wasser erhebliche Mengen Wasser. Beim Ubertritt einer Substanz
aus der Wasserphase in die organische Phase erfolgt kein bzw. nur ein unvollstindiges
Abstreifen der Hydrathiille. Die treibende Kraft fiir den Ubertritt aus der Wasserphase in die
Octanolphase ist somit hauptsdchlich von der Lipophilitit einer Verbindung abhingig;

Wasserstoffbriicken wirken sich nicht aus.

Young et al., (1988) beschrieben fiir Histamin-Antagonisten eine lineare Abhéngigkeit des
ALogP-Wertes mit der Fihigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden. Substanzen mit
kleinen ALogP-Werten (z.B. Imipramin: ALogP=0.85) waren in der Lage die Blut-Hirn-
Schranke leichter zu iiberwinden, als solche mit groen ALogP-Werten (z.B. Icotidin:
ALogP=5.18).

Auch ein Ligand eines Proteins (z.B. Geruchsstoffrezeptor) muss seine Hydrathiille
abstreifen, bevor die Verbindung an die Bindestelle anlagern kann Die Stirke der
anschlieBenden Wechselwirkung des Liganden mit dem Makromolekiil ist dann z.B von dem
Enthalpiebeitrag sich ausbildender Wasserstoffbriickenbindung abhangig. Ausgehend von der
Tatsache, dass zum einen die Hydrathiille abgestreift werden muss und zum anderen
moglichst feste Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein wieder aufgebaut werden miissen,

ist zu vermuten, dass es ein ,,Optimum* des A LogP-Wertes gibt.
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2.  Protein Ligand-Wechselwirkungen
2.0 Protein-Ligand-Wechselwirkungen bei B-Lactoglobulin und Rinderserumalbumin

— Modellvorstellungen und postulierte Bindungsseiten

Proteine in der Klasse der Lipocaline wie z.B. B-Lactoglobulin (BLG), Retinol-Bindende-
Proteine (retinol-binding-proteins, RBP’s) und Geruchsstoff-Bindende-Proteine (odorant-
binding-proteins, ODB’s) besitzen hohe Bindungsaffinititen fiir hydrophobe Substanzen (cf.
Abschnitt 1.1).

B3-Lactoglobulin (BLG)

Papiz et al. (1986) ermittelten mittels Rontgenstrukturanalyse die dreidimensionale rdumliche
Struktur von B-Lactoglobulin und modellierten einen Protein-Ligand-Komplex mit Retinol.
Die Autoren konnten zeigen, dass Retinol in Analogie zum RBP, in einer zentral liegenden
tiefen hydrophoben Tasche des aus acht Faltblattstrukturen aufgebauten Proteinknduels

bindet. (cf. Abb. 9).

Abb.9: Schematische Darstellung des Protein-Ligand-Komplexes des ,,Retinol

bindenden Proteins (Retinol-binding-protein, RBP isoliert aus Schweineplasma)*:
Aufsicht- und Seitenansicht in die Bindetasche des Proteins (a-Helix (rot), B-
Faltblattstruktur (cyan), ungeordnete Bereiche (weill) und Schleifen (griin), Retinol als

Stabmodell, Aminosdureseitenketten nicht dargestellt; Brookhaven Datenbank: 1agb).

Die hohe Bindungsaffinitit von RBP gegeniiber der Verbindung Retinol konnte auch fiir den

Komplex aus B-Lactoglobulin und Retinol gezeigt werden (Futterman und Heller, 1972;
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Papiz et al., 1986). Fiir die bisher in der Literatur beschriebenen unterschiedlichen Ligand-
Protein-Bindungspositionen von B-Lactoglobulin, schldgt Sawyer et al. (1998) folgende drei
Bezeichnungen vor (cf. Abb.10):

e Retinol-Bindungsseite
e Fettsiure-Bindungsseite

e Polare aromatische Bindungsseite

In der Literatur wird die Bindungsposition des Retinols an 3-Lactoglobulin jedoch kontrovers
diskutiert. Wie bereits erwdhnt, modellierten Papiz et al. (1986) ein Protein-Ligand-Komplex
mit Retinol in der zentral liegenden tiefen hydrophoben Tasche von B-Lactoglobulin (cf.
Abb.9).

Studien von Monaco et al. (1987) mittels Rontgenbeugungsanalyse konnten die von Papiz et
al. (1986) mittels Molekular Modelling ermittelte Bindungsstelle des Retinols in der
zentralen hydrophoben Bindetasche nicht bestitigen. Monaco et al., (1987) verglich die
Elektronendichte des pB-Lactoglobulin-Retinol Komplexes (pH 7.5) mit nativem Protein. Er
konnte zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede in der Elektronendichte in der zentralen
Bindetasche des nativen Proteins und des Komplexes auftritt. Dagegen stellten die Autoren
eine Zunahme der Elektronendichte an der Proteinoberfliche fest. Die vorgeschlagene
Bindungsposition befindet sich in einer Furche an der Proteinoberfliche, die durch die a-
Helix und der duBeren Seite der B-Faltblattstruktur aufgebaut wird (cf. Abb. 10). An der
Ausbildung der Bindetasche im B-Lactoglobulin sind folgende Aminosduren beteiligt: 136
(Phe), 139 bis 143 (Ala-Leu-Lys-Ala-Leu), 3 bis 5 (Val-Thr-Gln), 105 bis 106 (Phe-Cys),
117 bis 119 (Leu-Val-Cys) und Leu 95 . Diese Aminosduren sind, mit Ausnahme von Lys
141, iiberwiegend hydrophober Natur.

Neuere Untersuchungen (Kontopidis et al., 2002) des B-Lactoglobulin-Retinol-Komplexes
(pH 7.5) mittels Rontgenstrukturanalyse bestitigen die von Papiz et al., (1986) gemachten

Annahmen, dass Retinol in der zentral liegenden Proteintasche bindet.

Es wird angenommen, dass auch freie Fettsduren bzw. deren Derivate in der zentralen
hydrophoben Bindetasche des [-Lactoglobulins einen Komplex bilden (Fettsdure-
Bindungsseite, cf. Abb. 10). Mittels Rontgenstrukturanalysen und NMR-Untersuchungen
konnte diese Bindungsposition von mehreren Autoren unabhdngig bestitigt werden (Wu et

al., 1999; Ragona et al., 2000; Kontopidis et al., 2002).
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Kompetetive Bindungsversuche (Kontopidis et al., 2002) mittels Rontgenstrukturanalyse
zeigten, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von Retinol und Palmitinsdure nur die
Palmitinsdure in der zentralen Proteintasche des B-Lactoglobulins gebunden wird (cf.

Abb.10).

Zentrale Bindetasche:
Fettsdure-Bindungsseite

Polare aromatische
Bindungsseite ?

Furche zwischen B-Faltblatt und
a-Helix: Retinol-Bindungsseite

Abb. 10: Schematische Darstellung der postulierten Bindungsstellen von Retinol an
-Lactoglobulin (Furche an der Proteinoberfliche, van der Waals -Darstellung: gelb) und
Palmitinsdure bzw. Retinol (zentrale hydrophobe Bindetasche, van der Waals-Darstellung:

griin).

Ein Vergleich der Bindungsaffinitdten von Retinol und Palmitinsdure (Puyol et al., 1991;
Methode Gleichgewichtsdialyse, pH 7.2: Retinol: 1.5 x 10* Mol'; Palmitat: 5.2 x 10° Mol ™)
zeigt fir Palmitinsdure eine um den Faktor 35 hohere Bindungskonstante und steht somit in

Einklang mit den Befunden von Kontopidis et al., (2002).

Fiir polare aromatische Verbindungen (Hdmin und Protoporphyrin) wurde von Dufour et al.,
(1990) eine weitere Bindungsseite gefunden. Die Autoren konnten zeigen, dass diese

Bindungsseite 25 A von der Retinol-Bindungsseite entfernt ist. Sawyer et al., (1998)
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vermuten, dass diese Bindungsseite (polar aromatische Bindungsseite) an der

Proteinoberflache entlang den Aminosduren Trp 19 und Arg 124 lokalisiert ist.

Wie im Abschnitt 1.1 der vorliegenden Arbeit dargestellt, sind zwar zahlreiche
Bindungsstudien von Geruchsstoffen mit B-Lactoglobulin durchgefiihrt worden, allerdings
werden in den meisten Studien keine oder widerspriichliche oder nur unzureichende
Aussagen liber die Bindungspositionen der Aromastoffe am Protein vorgenommen. Pelletier
et al., (1998) vermuteten auf Basis von kompetetiven Hemmversuchen (Untersuchungen
durchgefiihrt bei pH 3), dass z.B. das 2-Nonanon und das Ethylhexanoat in der zentralen
hydrophoben Bindetasche von B-Lactoglobulin binden. Fiir den Geruchsstoff iso-Amylacetat
wurde eine unterschiedliche, jedoch nicht néher charakterisierte Bindungsposition am Protein
vermutet.

O’'Neill und Kinsella (1987) stellten durch kompetetive Hemmversuche (Untersuchungen
durchgefiihrt bei pH 7) fest, dass der Geruchsstoff 2-Nonanon eine andere Bindungsstelle als
Retinol einnehmen muss. Sostmann und Guichard (1998) beschreiben fiir die Verbindungen
des y- und 6-Octalactons (Untersuchungen durchgefiihrt bei pH 3) eine Bindungsseite, die der
Bindeposition des B-Ionons entspricht (hydrophobe zentrale Bindetasche) und fiir die anderen
untersuchten Verbindungen (z.B. 2-Nonanon, 2-Octanon und o-lonon) eine unzpezifische
hydrophobe Wechselwirkung mit B-Lactoglobulin. Demgegeniiber beschreiben Jouenne und
Crouzet (2000) fiir die beiden Verbindungen o-lonon und B-Ionon die gleiche
Bindungsposition und vermuten die zentrale hydrophobe Bindetasche die von Retinol besetzt
wird (bei pH 3). Diese Beobachtung ist im Widerspruch zu den Arbeiten von Dofour und
Haertle (1990), die aufgrund von Fluoreszenzspektroskopie- Messungen eine
unterschiedliche Bindungsposition der beiden Geruchsstoffe vorschlagen. Jouenne und
Crouzet (2000) stellten auch eine deutliche pH-Abhéngigkeit der Bindungsaffinititen fest
(Untersuchungen durchgefiihrt pH 3.0, 6.0, 9.0 und 11.0). Fiir die meisten der untersuchten
Substanzen wurde eine Zunahme der Bindungsaffinitit von pH 3-9 festgestellt.

Die hier nur auszugsweise vorgestellten Arbeiten aus der Literatur machen deutlich, dass die
molekularen Grundlagen der B-Lactoglobulin Wechselwirkungen mit Geruchsstoffen nicht
oder nur unzureichend bekannt sind. Weiterhin werden die grundlegenden Arbeiten von Qin
et al., (1998) iiber die pH-Werte abhingige Zuginglichkeiten der zentralen Bindetasche (cf.

Abb.9) nicht in die Diskussion mit einbezogen.
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Rinderserumalbumin (RSA)

Rinderserumalbumin ist durch die freie SH-Gruppe in Position 34 der Aminosduresequenz
fahig kovalente Bindungen auszubilden (Brown, 1975). Ein interessantes Beispiel von
kovalenten Bindungen an das Serumalbumin ist die Reaktion von D-Glucose (Day et al.,
1979; Dolhofer, 1979; Guthrow et al., 1979) mit der Aminofunktion einer Lysin-
Aminoséure. Eine in vitro Inkubation von Albumin mit Glucose im millimolaren Bereich,

ergab nach Stunden oder Tagen, ein glycosyliertes Protein.

Aufgrund von Disulfidbriicken und der vorliegenden Aminosiuresequenz lédsst sich RSA in
drei dhnliche rdumliche Regionen aufteilen. (cf. Abb.11). Die Region eins reicht von
Aminosédure 1-190, Region zwei von Aminosiure 191-382 und Region drei von Aminosiure
383-582. Jede Region oder Doméne besitzt zwei Subdoménen (AB und C). Ein Subdoméne
ist in drei Spiralen (Helices) (X, Y und Z) aufgeteilt. Innerhalb der drei Doménen sind die

Aminoséuren praktisch identisch.

Um spezifische Bindungsseiten an Serumalbumin zu bestimmen, wurden Versuchsreihen auf
Basis von kompetitiven Hemmversuchen von Liganden an Serumalbumin durchgefiihrt.
Aufgrund von Ergebnissen aus zahlreichen Publikationen wird vermutet, dass sechs
unterschiedliche Bindungsregionen am RSA vorliegen (Review von Kragh-Hansen, 1981). In
den Untersuchungen konnten eine bzw. zwei Bindungsstellen mit hoher Bindungsaffinitat

festgestellt werden. Die {ibrigen besitzen deutlich niedrigere Affinitdten.

Bindungsregion 1

Verschiedenen Autoren stellten fest, dass in der Bindungsregion 1 hauptsédchlich Fettsduren
mit langen Kohlenstoffketten binden (cf. Abb.11 und 12). Wie bereits erwidhnt, ist eine der
wichtigsten Funktionen des Plasmaalbumins der Transport von freien Fettsduren im Blut.
Ashbrook et al., (1975) bestimmten mittels Gleichgewichtsdialyse (pH 7) Bindungs-
konstanten fiir verschiedene Fettsduren. Die Bindungsaffinititen nahmen mit der Kettenlénge
von Laurinsdure iiber Myristin-, Palmitin- und Stearinsdure hin zu. Fiir Stearinsdure wurde
z.B. eine Bindungskonstante von 9.14x10® Mol und fiir Laurinsdure von 2.44x10° Mol

ermittelt.

Zahlreiche Studien (Goodman, 1958; Spector et al., 1973 und 1975; Cunningham et al.1975;
Soltys et al. 1978; Koh et al. 1979; Kragh-Hansen, 1981) lassen vermuten, dass die

Seite 38



Kapitel 2: Protein Ligand-Wechselwirkungen

kurzkettigen Fettsduren eine andere Bindungsstelle belegen. Kragh-Hansen (1981) beschreibt
in seinem Review Artikel, dass die Fettsduren mit einer Kettenldnge von Ci6-Cig in der
Region 1 und die Fettsduren von Cs-Cjp in der Region 2 binden. Neben der primiren
Bindungsregion 1 werden auch sekundidre Bindungsseiten fiir die Fettsduren (n=2) mit

niedrigerer Affinitdt beschrieben (cf. Abb.12).
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Abb.11: Strukturelle Darstellung von RSA. @) Tryptophan,
(1) Disulfid-briicken., ( § Freie SH-Gruppe. (Kragh-Hansen, 1981).

Bindungsregion 2

Cunningham et al., (1975) untersuchte die Bindung von L-Tryptophan an Serumalbumin in
Abhéngigkeit von Fettsduren. Er beobachtete, dass die Tryptophanbindung in Anwesenheit
von geringen Laurinsdurekonzentrationen stark abnahm, dagegen wurde kein Effekt bei
dquimolaren Mengen an Palmitat und Oleat beobachtet. Die Autoren schlossen daraus, dass
L-Tryptophan in der Region 2 bindet. Koh und Means (1979) konnten zeigen, dass in der
Bindungsstelle 2 eine Kapazitit von neun Methylengruppen vorhanden ist (cf. Abb.12).
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Kompetitive Experimente mit L-Tryptophan und L-Thyroxin, die beide eine hohe
Bindungsaffinitit besitzen (L-Thyroxin: 1.6x10° Mol und L-Tryptophan: 1.6x10* Mol™)
zeigten fiir beide Substanzen bei neutralen pH-Wert die gleiche Bindungsregion 2 (Tritsch et
al., 1963). Eine kompetitive Bindung wird angenommen, wenn mehr als zwei
Fettsdurenmolekiile an Albumin gebunden sind. So konnte Cunningham et al., (1975)
feststellen, dass eine Inhibierung der Tryptophanbindung stattfindet, wenn langkettige
Fettsduren in der Region 2 binden. Tabachnik (1964) stellte fest, dass Salicylsdure an der

Thyroxin-Seite der Region 2 mit einer Bindungskonstanten von 4-16 x 10° Mol ™ bindet.

Bindungsregion 3

Die Verbindung Bilirubin bindet in Region 3 des Serumalbumins mit einer
Bindungsstelle/Mol Protein (K=1.4x10® Mol™; n=1). Fiir die Verbindung existieren zwei
weitere Bindungsstellen/Mol Protein mit niedrigerer Affinitit (K=5x10°; n=2). Kragh-
Hansen, et al., (1972 und 1974) zeigten mittels Ultrazentrifugations-Technik, dass Bilirubin
und Bromphenol/blau durch kompetitive Bindung, die Verbindung des Phenolrot (Region 3)
verdrangen. Somit nehmen alle drei erwédhnten Verbindungen die Region 3 als primire

Bindeposition ein (cf. Abb.12).

Bindungsregion 4

Die Albumine sind befdhigt positiv geladene anorganische Ionen in reversibler Form zu
binden. Insbesondere mit Cu'~ und Zn™" Jonen wurden starke Komplexe mit
Bindungskonstanten von 9x10° Mol (Cu™; Peters, 1975) und 5.7x10° Mol (Zn™;
Osterberg, 1971) beobachtet. Auch mit anderen Metallen gibt es gute Bindungswerte. Die
Bindung der Ionen findet in der Nédhe der ersten drei Aminosduren der Aminosduresequenz

statt (cf. Abb.12).

Bindungsregion 5

Himin bindet an Serumalbumin mit einer hohen Bindungskonstante von 5,0x10” M
(Beaven et al., 1974) bzw. 1,1x10° M"' (Adams und Berman, 1980). Beaven stellte fest, dass
Himin kompetitiv nicht beeinflusst wird durch Oleat. Dies steht in Ubereinstimmung mit
Beobachtungen von Adams und Berman (1980), welche herausfanden, dass die Zugabe von
10 Mol Oleat/Mol Serumalbumin, die Haeminbindung nicht beeinflusst. Beaven et al., (1974)
erkannten, dass die Bindungsregion von Bilirubin (3) nicht mit der Bindungsregion von

Hémin identisch ist. Liem und Miiller-Eberhard (1971) und Beaven et al., (1974) vermuten,
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dass die Himin-Bindungsstelle nicht in den Regionen 1 bis 4 vorliegt. Es wird angenommen,

dass die Bindungsstelle der sekundiren Bindungsseite des Bilirubins identisch ist.

freie SH-Gruppe Bindungsregion 2 langkettige Fettsdure Bindungsregion 1
(Cys) z.B. Tryptophan (zweite Bindungs-Scit‘c)/ langkettige Fettsdure
. " S | R ~
144 HE FE R
34 150 ™
347 j
R 351 7 el
9 b D v b
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N ' 1
B R 1 1
| T T |
3 | - ; || ;
L_/ } - ‘\‘1("?‘ s ‘I\ F_ e I
9 ?u ..... U
Bindurggs&:gion 4 Bindungsregion 6 Bindungsregion 5 Bindungsregion 3
u z.B. Salicylat omi >STeg
Ni Y Haemin z.B. Bilirubin

Abb.12: Modell von Rinderserumalbumin und die Darstellung verschiedener

Bindungsstelle und -regionen. (Kragh-Hansen, 1981)
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2.1 Problemstellung und Zielsetzung

In der Literaturiibersicht wurden systematische Untersuchungen des Bindungsverhaltens von
Geruchsstoffen an Proteine mit den Verbindungsklassen der Methylketone und Ester
vorgestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass z.B. die Anzahl der Methyleneinheiten einer
Verbindung von Bedeutung fiir die Stirke eines Ligand-Protein-Komplexes ist. Allerdings
lasst sich das Ausmal3 der Bindung eines Liganden an ein Makromolekiil nicht in allen Fallen
nur mittels dieses einfachen Kriteriums erkldren. Weitere wichtige Einflussgrofen auf die
Assoziations- bzw. Dissoziationskonstante eines Komplexes scheinen sterische, entropische
und thermodynamische Beitrdge zu liefern. Aus den Darstellungen in der Einleitung wird die
Bedeutung der rdumlichen Struktur fiir eine Protein-Ligand-Wechselwirkung deutlich. Von
wenigen Ausnahmen abgesehen wurde in den bisher publizierten Arbeiten der Einfluss der
rdumlichen Struktur und damit konformative Aspekte eines Geruchsstoffes auf die

Bindungsaffinitit nicht in Betracht gezogen.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen ist zum einen die systematische Untersuchung von
Bindungskonstanten von Verbindungen aus der Klasse der Lactone mittels Gleichgewichts-
dialyse und Ultrazentrifugationstechnik an unterschiedlichen Proteinen (3-Lactoglobulin und
Rinderserumalbumin) und zum anderen die Entwicklung einer Headspacemethode zur

Bestimmung von Verteilungsgleichgewichten Proteinlosung/Luft.

Der Einsatz von Molecular Modelling Methoden soll bei der Untersuchung von Aromastoff-
Protein-Komplexen einen wesentlichen Beitrag zum Verstindnis {iber die Art der beteiligten
Wechselwirkungen leisten. Da die rdumliche Struktur von B-Lactoglobulin aus
Rontgenstrukturdaten bekannt ist, sollen in der vorliegenden Arbeit Docking-Versuche mit
Lactonen an B-Lactoglobulin durchgefiihrt werden. Dazu miissen fiir die Molecular Modelling
Simulationen der Lactone neue Kraftfeldparameter entwickelt werden. Eine Gegeniiber-
stellung der experimentell bestimmten Bindungskonstanten und der iiber Molecular Modelling
erhaltenen Bindungsenergien soll dazu beitragen, Bindungsstellen zu erkennen und ein
vorgeschlagenes Bindungsmodell zu stiitzen. Dariiber hinaus soll ein QSAR-Modell zur

Vorhersage von Bindungskonstanten bei Lactonen entwickelt werden.

Die Hydrophobitit bzw. im vorliegenden Fall die Lipophilie einer Verbindung ist eine
weitere Kenngrofle. Um den Einfluss der Lipophilie auf das Bindungsverhalten zu bewerten,

sollen die Log P-Werte der Verbindungen experimentell ermittelt werden.
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3. Bestimmung von Bindungskonstanten.

3.1  Ultrazentrifugation (UCF)

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurde eine Methode fiir Geruchsstoffe entwickelt,
die zur Ermittlung von Protein-gebundenem Aromastoff und freier Aromastoffkonzentration
geeignet ist. Aufgrund der hohen Fliichtigkeit und Instabilitdt von Geruchsstoffen wurde eine
Methode gewihlt, die eine moglichst schnelle Durchfithrung der Experimente erlaubt. Als
Methode der Wahl wurde eine Ultrafiltrationstechnik, die sogenannte Ultrazentrifugation
eingesetzt (cf. Abb.13). Die Methode wurde erstmalig von Whitlam und Brown (1981) fiir
die Bestimmung von Bindungskonstanten von pharmakologisch wirksamen Substanzen an
Serumalbumin eingesetzt. Die Durchfiihrung der Methode ist im Kapitel 4 im Methodenteil

der vorliegenden Arbeit beschrieben.

Membranfilter

2 ml, Proben Reservoir G
Retentat '

Filtrat

Abb.13: Ultrazentrifugationseinheiten ( Millipore®)

Bewertung der Methode

Zur Bewertung, der erstmalig bei Geruchsstoffen eingesetzten Ultrazentrifugationstechnik,
wurden Untersuchungen zu Adsorptionseffekten der Geruchsstoffe an der Filtrationseinheit
bzw. an deren Membran, sowie Wiederfindungsversuche von Protein-gebundenem
Aromastoff in Abhédngigkeit vom eingesetzten Losungsmittel durchgefiihrt. Die erhaltenen

Daten sind in der Tab. 2 zusammengestellt.

Seite 43



Kapitel 3: Ergebnisse und Diskussion

Verluste bei der Ultrazentrifugation infolge der Fliichtigkeit der Substanzen bzw. durch
adsorptive Effekte, lagen z.B. fiir y-Nonalacton bei 20%, fiir y-Undecalacton bei 36% (Tab.
2).

Die Wiederfindungen lagen bei der Isolierung von Protein-gebundenem Aromastoff mit
Diethylether-Extraktion niedriger (78 - 91%), als bei einer Extraktion mittels Pentan (100%).
Somit wurden fiir die Bindungsversuche (cf. Tab. 2) der Substanzen an den unterschiedlichen
Proteinen, eine Isolierung des gebunden vorliegenden Aromastoffes mittels Pentan

durchgefiihrt.

In der Methode von Whitlam und Brown (1981) wurde zur Berechnung der Bindungs-
konstanten die eingesetzte Gesamtkonzentration des Geruchsstoffs herangezogen. Infolge der
in der vorliegenden Arbeit festgestellten Aromastoffverluste wiirden sich hier falsche Werte
ergeben. Um diesen Einfluss der adsorptiven Effekte auf die Berechnung der Bindungs-
konstanten zu vermeiden, wurden daher in der vorliegenden Arbeit die Geruchsstoff-
konzentrationen sowohl im Eluat (nicht-gebundener bzw. freier Anteil der Substanz) als auch
im Retentat (freier und gebundener Anteil der Substanz) bestimmt. Dariiberhinaus war es
notig den ersten Anteil des Ultrafiltrates (~0.2 — 0.3 ml) zu verwerfen, da dieser Anteil durch
Geruchsstoff-Adsorptionen an der Membran niedrigere Konzentration aufwies, als das
folgende FEluat. Zur Berechnung der freien bzw. am Protein gebundenen Aromastoff-
konzentration wurde die Ultrazentrifugationseinheit nach Zentrifugation zuriickgewogen und
daraus die filtrierte Menge Eluat und Retentat errechnet. Die Aromastoff-
Gesamtkonzentration im Ansatz (2 ml) ergab sich aus der Summe von Geruchsstoff
(ng)/Filtrat und Geruchsstoff (pg)/Retentat unter Beriicksichtung der vorliegenden
Volumenverhéltnisse von Eluat und Retentat. Die Kalkulation von Protein-gebundenem

Aromastoff erfolgte aus Differenzrechnung der beiden Fraktionen nach folgender Gleichung:

Aromastoff gebunden (ug/Ansatz) = [Aromastoff Retentat (ug/ml) x Vol. Retentat
(ml)] - [Aromastoff Filtrat (ug/ml) x Vol. Retentat (ml)]
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Modellversuche zur Ermittlung von adsorptiven Effekten von Geruchsstoffen an Filtrationseinheiten, sowie
Wiederfindungen von Protein-gebundenem Aromastoff.

Eingesetzte Rinderserumalbumin . .
. . . Extraktionsmittel . 2)
Verbindung Aromastoffkonzentration Konzentration >ml Wiederfindung pg (%)
(ng)/Ansatz (2 ml) (mg) Ansatz
Diethylether.
y-Undecalacton 90 ohne bzw. Pentan 58 (64%)
Diethylether.
v-Nonalacton 112 ohne bzw. Pentan 88 (80 %)
y-Undecalacton 90 59 Diethylether 75 (83%)
y-Undecalacton 111 5.9 Diethylether 96 (86%)
y-Undecalacton 11 5.9 Diethylether 10.2 (91%)
y-Undecalacton 1.1 5.9 Diethylether 0.87 (78%)
y-Undecalacton 1.1 5.9 Pentan 1.1 (100%)
y-Undecalacton 0.11 5.9 Pentan 0.11 (100%)

a) Mittelwert aus drei Bestimmungen.
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Zur Erfassung der Wiederfindung von Protein-gebundenem Aromastoff wurden
Extraktionsversuche mit unterschiedlichen Losungsmitteln durchgefiihrt. Die Ausbeuten
lagen bei der Isolierung von Protein-gebundenem Aromastoff (cf. Tab. 2) mit Diethylether-
Extraktion niedriger (78 - 91%), als bei einer Extraktion mittels Pentan (100%). Somit
wurden fiir die weiteren Bindungsversuche der Substanzen an den unterschiedlichen
Proteinen eine Isolierung des gebunden vorliegenden Aromastoffes mittels Pentan

durchgefiihrt.

3.2  Mikrodialyse (MDA)

Als Standardmethode zur Bestimmung der Bindungsparameter von Geruchsstoffen an
Rinderserumalbumin und B-Lactoglobulin wurde die Gleichgewichtsdialyse (Fares et al.,
1998; O'Neill und Kinsella, 1987) eingesetzt. In Abb.14 ist die verwendete Apparatur und
das Prinzip dargestellt. Die Dialysedauer der Proben betrug 24 Stunden. Entsprechend den
Versuchen der Ultrazentrifugation (cf. 3.1) wurden zur Beriicksichtigung des Einflusses der
adsorptiven Effekte der Geruchsstoffe an der Membran bzw. Gefilwandungen, die
Geruchsstoffkonzentrationen sowohl in der Aromaphase (nicht-gebundener bzw. freier Anteil
der Substanz) als auch in der Proteinphase (freier und gebundener Anteil der Substanz)

bestimmt.

Start Gleichgewicht
el el
s ole SR
st | i3
0"5’ . ‘E‘
‘ ] ‘ [ 1

Aromaphase Proteinphase

Schematisches Diagramm von der Gleichgewichtdialyse.
Die Acrylzelle ist durch eine Dialysemembrane getrennt
(gestrichelte Linie). Aromastoffmolekiile (8) und die
Proteinmolekiile (o) der andere Seite dargestellt.

Abb.14: Gleichgewichtdialysezelle mit vier unabhdngigen Mikrodialysezellen (Thomaphor®)
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Die Durchfiihrung der Methode ist im Kapitel 4 im Methodenteil der vorliegenden Arbeit

beschrieben.

33 Statische Headspace Analyse (SHA)

Weiterhin wurde eine statische Headspacemethode zur Bestimmung des Einflusses wéssriger
Proteinlosungen auf die Headspacekonzentrationen der Lactone und des Verteilungs-
gleichgewichtes von wissrigen Geruchsstoff/Luft und Protein-Geruchsstoff-Mischungen/Luft
entwickelt. Das Prinzip und die Durchfiithrung der Methode ist im Kapitel 4 beschrieben. Die
verwendete Apparatur ist in Abb.15 dargestellt. Die Reduktion der Geruchsstoffe im
Gasraum in Anwesenheit von Protein wurde aus der Differenz der Gasraumkonzentrationen

der beiden Modellosungen ermittelt:
% Aromastoff Reduktion = [Aromastoff o. Protein (ng/ml Luft) - Aromastoff m.

Protein (ng/ml Luft)] / 100

Um Adsorptionseffekte von Lactonen an Glaswandungen der gasdichten Spritze festzustellen,
wurde in der Abb.15 die Vorgehensweise schematisch dargestellt. Die ermittelten

Adsorptionen ausgewdhlter Lactone sind in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3 Adsorption der Lactone an Glaswandungen

Verbindung  Adsorption (%)
v-Octalacton 80.9
v-Nonalacton 87.2
v-Decalacton 91.7
0-Octalacton 87.7
0-Nonalacton 92.4
d-Decalacton 94.8

Seite 47



Kapitel 3: Ergebnisse und Diskussion

=
Injektion Injektion
b Gasdichte ¢ Gasdichte
Spritze 1 Spritze 2

(RN

Gasdichte
Spritze 1
—
| “__._|!!|‘|*
T
B Gasdichte Gasdichte
Spritze 1 Spritze 2

Abb.15: Schematische Darstellung zur Bestimmung von Wasser/Luft-Verteilungs-
koeffizienten, sowie von Aromastoff-Adsorptionen an der gasdichten Spritze mittels
statischer Headspaceanalyse. A: Headspace-Probennahme (10 ml gasdichte Spritze), B:
Gasdichte Kopplung von Spritze 1 (SGE, Spritzenvolumen 10 ml) und Spritze 2 (SGE,
Spritzenvolumen 10 ml). Uberfiihrung eines definierten Gasvolumens aus Spritze 1 in
Spritze 2, C: Headspace-Injektion mit Spritze 2, D: direkte Headspace-Injektion aus
Probengefd3 mit Spritze 1. Berechnung der absoluten Adsorption (%) aus 5
Bestimmungen:

Adsorption (%) = (100 x Aromastoffkonzentration (ng/ml) Spritze 2 )/
Aromastoffkonzentration (ng/ml) Spritzel.

Die Adsorptionen liegen in einem Bereich von 81 — 95%, abhingig von der Hydrophobitét
bzw. Lipophilitidt der Verbindung. So wurde z.B. fiir das 5-Decalacton eine Adsorption von

94,8% und fiir y-Decalacton eine Adsorption von 91,7% an der gasdichten Spritze festgestellt.
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Die ermittelten Adsorptionen wurden bei der Berechnungen der Headspacekonzentrationen
beriicksichtigt.

In weiteren Untersuchungen (Rusu und Guth, personliche Mitteilung) zeigte sich, dass das
Ausmall der Adsorptionseffekte stark von der verwendeten Spritze (Hersteller und
Spritzenvolumen) abhédngig ist. Die Durchfiihrung der Methode ist im Kapitel 4 im

Methodenteil der vorliegenden Arbeit beschrieben.

3.4 Modelle zur Ermittlung von Bindungskonstanten aus den experimentellen Daten

(Bindungsisotherme)

Die Bindungsisothermen der Geruchstoffe wurden mittels nicht-linearer-Regression
(Statistiksoftware ORIGIN 6.0) durch ein FEinseiten- bzw. durch ein Zweiseiten-

Bindungsmodell beschrieben (Klotz und Hunston, 1979):

n; x F n x F n, x F
Vi=—— Vip= — + — Ky = I/KD
Kp; +F Kp; +F Kp; + F

(V: Aromastoff gebundenen/Mol Protein; F: Konzentration Aromastoff frei,
n;: Bindungsseite)

Das oben beschriebene Zweiseiten-Bindungsmodell besitzt nur Giiltigkeit, wenn die beiden
Bindungsseiten unabhingig von einander sind, d.h. eine Ligandbindung an einer
Bindungsseite verursacht keine Verdnderung an der zweiten Bindungsseite (nicht-kooperative
Bindung). In Fillen bei denen eine Ligandbindung an einer Bindungsstelle zu einer
Verdnderung der Bindungseigenschaften einer nicht-dquivalenten bzw. abhédngingen
Bindungsstelle verursacht, kann z.B. nach der von Hill (1910) beschriebenen Methode
ausgewertet bzw. erkannt werden. Der sogenannte Hill-Koeffizient (h) zeigt solche
Wechselwirkungen von Bindungsseiten am Protein an (h>1). In der vorliegenden Arbeit
wurden keine kooperativen Effekte bei den Bindungsversuchen an B-Lactoglobulin und
Rinderserumalbumin festgestellt. Kritisch bei der Auswertung von Bindungskurven ist die
Bestimmung der Anzahl der Bindungseiten eines Proteins. In diesem Zusammenhang muss
auf eine Publikation von Klotz (1982) hingewiesen werden, die die Unzuldnglichkeiten der

Auswertung iiber den Scatchard Plot (Scatchard, 1949) beschreibt. Aus diesem Grunde wurde
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in Anlehnung an Klotz (1982) die Auswertung, nach graphischer Auftragung des Logarithmus
der freien Konzentration des Aromastoffes (log Frei, X-Achse) gegeniiber der gebundenen
Aromastoftkonzentration/Protein (V, Y-Achse), gewéhlt. Exemplarisch wurden 3 Bindungs-
kurven in Abb.16 dargestellt. Fiir die Verbindungen des Undecalactons konnte, auf Grund
seiner schlechten Wasserloslichkeit (cf. Tab.6) im Gegensatz zum Heptalacton, die
Absittigung der Bindungsseiten nicht erreicht werden. Die Berechnung der Bindungsseiten
erfolgte hier durch Extrapolation der Kurve mittels Software (ORIGIN 6.0) und
anschliefender nicht-linearer Kurvenanpassung. Auf einen Zusatz von organischen
Losungsmitteln zur Erhohung der Loslichkeit der Lactone wurde verzichtet, da dies zu

Verianderungen des Bindungsverhaltens fiihren kann.
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Abb. 16: Bindungskurven von ausgewahlten Geruchsstoffen an B-Lactoglobulin
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3.5 Bindungskonstanten von Lactonen an Rinderserumalbumin (RSA) und

B-Lactoglobulin (BLG)

Die Ergebnisse der Bindungsstudien sind in der Tab. 4 fiir das Rinderserumalbumin (RSA)
und in der Tab. 5 fiir das B-Lactoglobulin (BLG) zusammengefasst. Die in dieser Studie
erhaltenen Bindungskonstanten an BLG wurden mit Literaturdaten verglichen und in die

Tab. 5 mit aufgenommen.

Bei den untersuchten Lactonen wurden die hochsten Assoziationskonstanten (Ka) an
Rinderserumalbumin (Tab. 4) fiir y-Undecalacton (1,6 x 10* Mol”, n=2) und §-Undecalacton
(6,25 x 10° Mol ™, n = 0,9) gefunden.

Fiir die Assoziationskonstanten von y- und J&-Undecalacton an BLG (Tab. 5) wurden Werte
von 5.88 x 10° Mol' (n=1.1) fiir y-Undecalacton und 1.64 x 10° Mol (n=1) fiir
d-Undecalacton bestimmt. Somit liegen die globalen Assoziationskonstanten (n x Ka, Tab.4

und 5) fiir die Bindung an RSA deutlich hoher als fiir die Bindung an BLG.

In der homologen Reihe der y- und &-Lactone nehmen die Bindungsaffinitdten an RSA bzw.
BLG mit abnehmender Kohlenstoffzahl des Lactons ab. So wird z.B. fir die
Assoziationskonstante von y-Nonalacton an BLG im Vergleich zu y-Undecalacton an BLG

eine um den Faktor 27 niedrigere Bindungskonstante ermittelt (Tab. 5).

Auch bei den entsprechenden o-Lactonen zeigt das hohere Homologe, die hohere
Assoziationskonstante; die Konstanten unterscheiden sich hier um den Faktor 8 (Tab. 4) bei

der Bindung an RSA, um einen Faktor 11 bei der Bindung an BLG.

Die berechneten Bindungsenergien (AG) der Verbindungen an RSA (Tab. 4) betragen fiir
die Bindungsstudien im untersuchten Konzentrationsbereich von 0 — 100 mg/L: -6,16
kcal/Mol (y-Undecalacton), -5,11 kcal/Mol (8-Undecalacton), -4,86 kcal/Mol (y-Nonalacton)
und —4,07 kcal/Mol (56-Nonalacton). Fiir den Anstieg der Bindungsenergie (AG) von 6-
Nonalacton zu 8-Undecalacton ergibt sich fiir zwei Methyleneinheiten ein Betrag von 1,04
kcal/Mol und somit ein gemittelter Betrag fiir eine Methyleneinheit zur Bindungsenergie

(AG) von ca. —0,52 kcal/Mol; fiir y-Nonalacton zu y-Undecalacton von ca. —0,65 kcal/Mol.
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Bindungsseiten n, Freie

Bindungsenergie (AG) von y- und 6-Lactonen an Rinderserumalbumin (RSA)

Verbindung Ka M) n Globale K5 | AG (kcal/mol | AG (kcal/mol)
(n xKj) (n x Ky) (Ko)”
y-Heptalacton (9b)
0-100 mg/L | 5263 +1052 | 0.1£0.0 526 -3.71 -
100 — 1000 mg/L 230 £20 1.3+0.1 299 -3.37
v-Octalacton (9¢)
0-100 mg/L 950 £ 100 1.0 £0.1 950 -4.05 -4.05
100 — 1000 mg/L | 277 +50 2.7+0.3 748 -3.91
v-Nonalacton (9d)
0-100 mg/L | 2080 %300 | 1.8+0.3 3744 -4.86 -4.52
100 — 1000 mg/L | 606300 | 5.6+1.8 3394 -4.81
y-Decalacton (9¢)
0-100 mg/L | 6290+700° | 1.8+0.3 11322 -5.52 -5.17
y-Undecalacton (9f)
0-50 mg/L [16700% 17009 | 2.0+ 0.2 33400 -6.16 -5.75
6-Heptalacton (10b)
0-100 mg/L 650 £ 300 0.3+0.1 195 -3.12 -
6-Nonalacton (10d)
0-100 mg/L 813 + 300 1.2+£04 976 -4.07 -3.96
100 — 2000 mg/L 30 +6 25.0+3.0 750 -3.91
6-Decalacton (10e)
0-100 mg/L | 2000500 | 1.4+0.4 2800 -4.69 -4.49
100 — 1000 mg/L 83+10 31.0£1.0 2573 -4.64
6-Undecalacton (10f)
0-50 mg/L | 6250+2000 | 0.9£0.3 5625 -5.11 -5.17

a) Bindungskonstanten bestimmt mittels Ultrazentrifugation (8.9 x 10~ mol/L RSA, Phosphatpuffer
pH 7, 0.08 mol/L, KH,PO,/ Na,HPOy,). Die Bindungs-konstanten (Assoziationskonstante K, und
Bindungsseiten n) wurden iiber die Bindungsisothermen (Sattigungskurven) mittels des
Statistikprogramms ORIGIN® 6.0 nach einem einseitigem bzw. zweiseitigem Bindungsmodel (v =
nxF/(Kp+F)bzw. v= [n; xF/(Kp; + F)] + [n, x F/ (Kp; + F)], Ky=1/Kp);
Aromastoff gebunden/Mol Protein (v), Aromastoff frei (F), Bindungsseite (n),
Assoziationskonstante (Ka;,2) ermittelt.

b) Freie Bindungsenthalpie der Bindungsseite mit der hdchsten Assoziationskonstante.

¢) Das Zweiseitige Bindungsmodell zeigt, dass Ka; =K ;5> (n; = 1 und n, = 1).
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Tabelle S: Bindungskonstanten (Assoziationskonstante K4, Bindungsseiten n, Freie

Bindungsenergie AG) von y-/3-Lactonen und Methyl-/Ethylestern an B-Lactoglobulin
(BLG)

Verbindung Methode” PH- Ka (M1 n AG (kcal/mol)
Wert
v-Heptalacton (9b) UCF 7 <50 - <23
y-Octalacton (9¢) UCF 7 77 £ 35 3.0+1.0 -2.57
y-Octalacton (9c) AC 3 450" - -
v-Nonalacton (9d) UCF 7 215+40 1.9+£0.2 -3.18
y-Decalacton (9e) UCF 7 910 + 200 0.9+£0.3 -4.03
y-Decalacton (9e) MDA 7 1020 =200 1.0+0.3 -4.09
y-Decalacton (9e) MDA 6.5 2050 £ 100 1.1£0.1 -4.51
y-Decalacton (9e) AC 3 3230 - -
v-Undecalacton (9f) UCF 7 5880 + 150 1.1£0.3 -5.13
v-Undecalacton (9f) AC 3 9924 - -
8-Heptalacton (10b) UCF 7 <50 - <23
6-Octalacton (10c¢) UCF 7 <50 - <23
8-Octalacton (10c) AC 3 231" - -
6-Nonalacton (10d) UCF 7 145+ 10 1.0+ 0.1 -2.94
8-Decalacton (10e) UCF 7 625 £ 120 1.3+0.1 -3.81
6-Undecalacton (10f) UCF 7 1640 £ 370 1.0£0.2 -4.38
Buttersidureethylester UCF 7 1400 + 250 1.1+£0.1 -4.28
Buttersiureethylester AC 3 559 - -
Hexansiduremethylester UCF 7 1770 +150 | 2.4+0.1 -4.42
Hexansiuremethylester AC 3 2449 - -

a) UCF: Ultrazentrifugation (4.45 x 10 mol/L BLG, Phosphatpuffer pH 7, 0.08 mol/L, KH,PO,/
Na,HPO,); MDA: Mikrodialyse (4.45 x 10° mol/L BLG, Phosphatpuffer pH 7 und pH 6.5, 0.08
mol/L, KH,PO,/ Na,HPO,); AC: Affinitdtschromatographie (Immomibilisiertes BLG (1.69 —
5.20x 10~ mol/L) auf einer HPLC Siule); Angegeben ist die globale Bindungskonstante (n x
Ka).

b) Werte von: Sostmann, K., Guichard, E. (1998) Immobilized B-lactoglobulin on a HPLC-column:
a rapid way to determine protein-flavour interactions. Food Chem. 62: 509-513.

¢) Werte von: Pelletier, E., Sostmann, K., Guichard, E. (1998) Measurement of interactions between
B-lactoglobulin and flavor compounds (esters, acids and pyrazines) by affinity and exclusion size

chromatography. J. Agric. Food Chem. 46: 1506-15009.
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Untersuchungen zur Enantioselektivitit der Lacton-Bindung an BLG und RSA zeigten, dass
die einzelnen Enantiomere der Lactone (R und S) mit gleicher Affinitdt an BLG bzw. RSA
binden. Mittels enantioselektiver Gaschromatographie (Sdule: BGB 174; Phase: 2,3-
Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-B-cyclodextrin) wurde die Enantiomerenverteilung von R-
v- und S-y-Decalacton bzw. R-8- und S-8-Decalacton sowie der Enatiomeren von v- und 6-
Undecalacton nach einer Bindung an BLG bzw. RSA aus dem Komplex isoliert und mittels
chiraler Gaschromatographie untersucht. In allen untersuchten Proben  wurde eine
Enantiomerenverteilung von 1:1 gefunden. In Abb.17 sind die Ergebnisse der
gaschromatographischen Untersuchungen am Beispiel der Bindung von R-y- bzw. S-y-

Decalacton an RSA bzw. BLG dargestellt.

=

—

T e ——

| |

o DE ol 1

} } 4 } + F—min.
15 1% 1w

I
W 1

W : 15 i

y- und 8-Decalacton v- und 8-Decalacton y- und &-Decalacton  y- und &-Decalacton
(Filtrat) (Retentat) (Retentat) (Filtrat)
Protein f-Lactoglobulin Protein: Rinderserumalbumin
4 1 4 - ¢ ¥ + + = - + + + min.
16 m % i % . 17
(Standard) (Retentat) (Filtrat)

v-Undecalacton mit Protein B-Lactoglobulin

Abb.17:  Gaschromatographische Untersuchungen zur Enantioselektivitit der Lacton-
Bindung an BLG und RSA (Ligand: R-y- bzw. S-y-Decalacton) nach Ultrazentrifugation

(Retentat und Filtrat).
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Ein Vergleich der hier gefundenen Bindungsdaten von y-Nonalacton und d-Decalacton (AG=
-4.86 kcal/Mol und —4.69 kcal/Mol) mit denen von Damodaran und Kinsella (1980) fiir 2-
Nonanon an Rinderserumalbumin (AG= -4.4 kcal/Mol) zeigt fiir die beiden oben erwéihnten
Verbindungen in dieser Studie dhnliche Bindungsenergien.

Die Autoren stellten einen Anstieg der Bindungsenergie (AG) von 2-Heptanon zu 2-Nonanon
von -1,1 kcal/Mol fest. Dies entspricht bei Annahme eines linearen Anstiegs der
Bindungsenergie von 2-Heptanon zu 2-Nonanon einem Beitrag von -0.55 kcal/Mol fiir eine
Methyleneinheit zur Bindungsenergie (AG). Dieser Wert steht im Einklang mit den in dieser
Studie gefundenen Unterschiede von —0.65 und —0.52 kcal/Mol pro Methyleneinheit.

Seite 56



Kapitel 3: Ergebnisse und Diskussion

3.6 Gegeniiberstellung von Protein-Bindungskonstanten und  physiko-chemischen
Eigenschaften der y- und d-Lactone - Verteilungskoeffizient (Log P-Wert) und
Loslichkeit

Die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstanten eines Liganden und eines Makromolekiils
konnen unter anderem abhéngig sein von diversen chemischen und physikalischen Faktoren,
unter denen die Hydrophobitidt bzw. im vorliegendem Fall die Lipophilitdt als physikalische
Grofle einer Verbindung herangezogen werden kann. Damodaran und Kinsella (1980) fiihrten

z.B. die Steigerung der Bindungsaffinitit auf die Lipophilitdt einer Verbindung zurtick.

Die Lipophiliteten von Substanzen lédsst sich durch Bestimmung der Verteilungskoeffizienten
(LogK bzw. LogP) von Substanzen in unterschiedlichen, mit Wasser nicht mischbaren
Zweiphasen-Losungsmittelsystemen abschétzen. In der vorliegenden Arbeit wurde als Methode
zur Bestimmung von Verteilungskoeffizienten die Scheidetrichter-Methode (Leo et al. 1971),
mit den Phasen-Systemen Octanol/Wasser und Cyclohexan/Wasser, angewendet. Der LogP

Wert wurde nach folgender Gleichung berechnet:

Ca (Org. Phase)
Ca (Wasser. Phase)

LogP = log

C4 = Konzentration des Stoffes A

In der Tab. 6 sind die ermittelten LogP Werte der untersuchten Verbindungen in den
Losungsmittelsystemen Octanol/Wasser (LogPocym20 ) und Cyclohexan/Wasser (LogPcye/20 )
aufgefiihrt.

Die Verteilungskoeffizienten LogPocyi20 der untersuchten Verbindungen lagen im Bereich von
0.27 (d-Heptalacton) und 3.30 (y-Undecalacton) und die Verteilungskoeffizienten LogPcycm20
der Lactone im Bereich von -0.51 (8-Heptalacton) und 2.37 (y-Undecalacton). Aus den Daten
in Tab. 6 wird deutlich, dass bei gleicher Kohlenstoffzahl im Molekiil, y-Lactone deutlich
lipophiler als 6-Lactone sind. Daraus ldsst sich ableiten, dass eine Methyleneinheit im
Lactonringsystem einen geringeren Beitrag zur Lipophilitét leistet als, eine Methyleneinheit in
der Alkylseitenkette des Lactons. Diese Differenzen sind auf die unterschiedlichen apolaren,

fiir Losungsmittel zugénglichen Oberfldchen der einzelnen Verbindungen zuriickzufiihren. Die
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Daten zur Loslichkeit der Verbindungen in Wasser bzw. Phosphatpuffer (Tab. 6) bestitigen die
Vermutung: y-Lactone haben im Vergleich zu 6-Lactonen mit gleicher Kohlenstoffzahl einen

hoheren Log P-Wert und eine geringere Loslichkeit in Wasser bzw. Phosphatpuffer.

In den Verbindungsklassen der y- und o8-Lactone fiihrt eine Verldngerung der Alkylseitenkette
am Lactonring um eine Methyleneinheit zu einem Anstieg des Log Po- und Log Py -Wertes.
Im Mittel betrdgt dieser Anstieg fiir die beiden Verbindungsklassen im Zweiphasensystem

Octanol/Wasser, 0.66 Log P-Einheiten, im System Cyclohexan/Wasser, 0.63 Log P-Einheiten.

Die Differenz des Log P-Wertes einer Verbindung berechnet aus den Zweiphasensystemen
Octanol/Wasser und Cyclohexan/Wasser ist nach Seiler (1974) ein MalBl fiir die
Wasserstoftfbriicken-Bindungsstirke einer Verbindung. Substanzen mit groBen Differenzen
(ALogP = Log P, - Log Pcyc) sind in der Lage stirkere Wasserstoffbriicken auszubilden, als
solche mit kleinen Differenzen.

Auch ein Ligand eines Proteins (im vorliegenden Fall ein Lacton) muss seine Hydrathiille
abstreifen, bevor die Verbindung an die Bindestelle anlagern kann, um dann neue Bindungen
mit dem Protein eingehen zu konnen. Die Stirke der anschlieBenden Wechselwirkung des
Liganden mit dem Makromolekiil ist dann abhidngig von z.B. dem Enthalpiebeitrag sich
ausbildender Wasserstoftbriickenbindung. Ausgehend von der Tatsache, dass zum einen die
Hydrathiille abgestreift werden muss und zum anderen moglichst feste Wasserstoftbriicken-
Bindungen zum Protein wieder aufgebaut werden miissen, ist zu vermuten, dass es ein
Optimum des A LogP-Wertes gibt.

Aus diesen Darstellungen wird die Bedeutung des A LogP-Wertes fiir eine Protein-Ligand-
Wechselwirkung deutlich. Aus diesem Grunde wurden die A LogP-Werte berechnet und in die
Tab. 6 mit aufgenommen. Fiir das y-Undecalacton resultiert ein A LogP von 0.93 gefolgt von
0-Decalacton mit 0.87. Basierend auf den Vorstellungen von Seiler (1974) bilden die beiden
Substanzen in der Klasse der untersuchten Verbindungen die stirksten Wasserstoftbriicken zu
Wasserstoffdonator-Gruppen aus. Als Wasserstoffakzeptor-Gruppen der Lactone kommen der
Carbonylsauerstoff und die Etherfunktion des Lactonringes in Betracht. Ein Vergleich der
Wasserstoftbriicken-Bindungsstirke einer Esterfunktion am Beispiel von Buttersdureethylester
(A LogP = 0.23; cf. Tab. 6) mit den von Lactonen zeigt, dass die funktionelle Estergruppe

deutlich schwichere Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden vermag.
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Die beobachteten Differenzen der LogP Werte (A LogP) in den einzelnen Verbindungsklassen
der Lactone (A LogP Bereich: 0.66 — 0.93) sind allerdings zu gering um die in der vorliegenden
Arbeit gefundenen Unterschiede in der Protein-Bindungsaffinitdt zu erkldren. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass der enthalpische Energiebeitrag zur Protein-Ligand-Bindung bei den

untersuchten Lactonen dhnlich zu bewerten ist.

Innerhalb einer Verbindungsklasse ist der Anstieg der Bindungsaffinitidt abhingig von der
Lipophilitdt, d.h. bei Lipophilititszunahme, z.B. von y-Nonalacton, (Log P=1.95) zu 7v-
Undecalacton (Log P=3.30) nimmt die Bindungsenergie an RSA mit steigendem Log P-Wert
um -1.3 kcal/Mol zu. Fiir die beiden um zwei Methyleneinheiten unterschiedlichen y-Lactone
ergab sich in den vorliegenden Untersuchungen ein ALog P-Wert von 1.35 (cf. Tab. 6), dies
entspricht einem AG von —1.8 kcal/Mol. Eine Korrelation des LogPoctanol/wasser mit den
Bindungsaffinititen der Lactone an BLG (Abb.18) und RSA (Abb.19) bestitigt den

gefundenen Zusammenhang zwischen Lipophilitit einer Verbindung und der Bindungsaffinitit.

Aus den linearen Regressionsanalysen (Abb.18 und Abb.19) lassen sich die gezeigten
Zusammenhdnge in Form einer Regressionsgleichung ausdriicken. Diese ermoglichen die
Berechnung von Bindungsenergien von Lactonen an BLG und RSA. Allerdings bleiben
strukturelle Einfliisse der Verbindungen unberiicksichtigt, so dass die Bindungsenergie anderer
Verbindungsklassen (z.B. Ethyl- und Methylester, siche Tab.5) damit nicht beschrieben
werden konnen. Unterstiitzt wird diese Aussage durch einen Vergleich der hier gefundenen
Bindungsdaten von y-Nonalacton (AG=-4.52 kcal/Mol) mit denen von Damodaran und Kinsella
(1980) fiir 2-Nonanon an Rinderserumalbumin (AG=-4.4 kcal/Mol). Beide Verbindungen
zeigen anndhernd iibereinstimmende freie Bindungsenthalpien an Rinderserumalbumin. Ein
Vergleich des LogPo.s Wertes von y-Nonalacton (log P=1.95, cf. Tab.6) mit dem des 2-
Nonanons (Exp. LogP o« = 3.14; Hansch et al., 1995) zeigt jedoch einen deutlichen
Unterschied der Lipophilitdt beider Verbindungen. Dies ldsst vermuten, dass neben der
Lipophilitdit einer Verbindung weitere FEinflussgroen bei einer Protein-Ligand-

Wechselwirkung wirksam sind.

Damodaran und Kinsella (1980) stellten einen Anstieg der freien Bindungsenthalpie (AG) von
2-Heptanon zu 2-Nonanon von -1,1 kcal/Mol fest und fiithrten diese Steigerung der Bindungs-

affinitit auf die Lipophilitit einer Verbindung zuriick.
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KA (M-l) C)

Ky, (M9

Verbindung Log Poamzo” | Log Peyezo® | A 108 Poseese” (?rln{;ﬁ:) (mfll;lfj;d)
RSA BLG
y-Heptalacton 0.65 -0.10 0.75 2,3 x 10 <50 32x10" 2.1x10"
y-Octalacton 1.22 0.56 0.66 2,7x 107 77 59x 107 3.9x 107
y-Nonalacton 1.95 1.22 0.73 6,1 x 107 2,15 x 10 1.5x 107 12x107
y-Decalacton 2.72 1.87 0.85 6,3 x 10° 9,10 x 10 50x 107 2.8x107°
y-Undecalacton 3.30 2.37 0.93 1,6x 10 58x 10° 1.0x 107 59x 10"
5-Heptalacton 0.27 -0.51 0.78 6,5 x 107 <50 n.b. n.b.
8-Octalacton 0.97 0.13 0.84 - <50 8.1x 107 50x 107
5-Nonalacton 1.54 0.76 0.78 30 1,4 x 10 5.6x 107 3.6x 107
8-Decalacton 2.34 1.47 0.87 2,0x 10° 6,2x 10° 1.4x107 8.5x 107
5-Undecalacton 2.93 2.10 0.83 6,2 x 10’ 1,6 x 10° 3.8x 107 2.8x 107
Buttesiureethylester 2.00 1.76 0.24 n.b 1.4x 10° n.b n.b
Hexansiuremethylester 2.53 n.b -- n.b 1.7x 10° n.b n.b

n.b. nicht bestimmt

a) Verteilungskoeffizienten (P) von Geruchstoffen, berechnet als LogP, in Octanol/Wasser und Cyclohexan/Wasser (Methode: Scheidetrichter).

b) A Log P oci.cyc = Log P oct (Octanol/Wasser) -Log P ¢y (Cyclohexan/Wasser).

¢) Bindungskonstanten bestimmt mittels Ultrazentrifugation (Phosphatpuffer pH 7.0, 0.08 mol/L, KH,PO4/ Na,HPOy,).
d) Loslichkeiten der Lactone in reinem Wasser (Sy20) und Phosphatpuffer pH7 (Sppos, KH2PO4 0.066 mol/L, Na,HPO4 0.083 mol/L).
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Wie die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, ist innerhalb einer Verbindungsklasse der
Anstieg der Bindungsaffinitdt abhingig von der Lipophilitdt, d.h. bei Lipophilititszunahme,
z.B. von y-Nonalacton, (Log P=1.95) zu y-Undecalacton (Log P=3.30) nimmt die freie
Bindungsenthalpie mit steigendem Log P-Wert um -1.23 kcal/Mol zu.

Fiir die beiden um zwei Methyleneinheiten unterschiedlichen y-Lactone ergab sich in unseren
Untersuchungen ein  ALog P-Wert von 1.35 Einheiten (cf. Tab. 6) sowie ein Unterschied in
der freien Bindungsenthalpie von -1.23 kcal/Mol. Ubertriigt man diese Resultate, nach denen
ein AG von -1.0 kcal/Mol einem ALog P-Wert von 1.1 Einheiten entspricht, auf die beiden
Verbindungen 2-Nonanon und 2-Heptanon, fiir die Damodaran und Kinsella (1980) ein AG von
-1.1 kcal/Mol publizierten, so errechnet sich fiir diese beiden Ketone ein ALog P-Wert von 1.21
Einheiten. Der tatsdchliche, experimentell ermittelte ALog P-Wert, fiir die beiden homologen
Ketone wurde aus der Literatur (Hansch et al., 1995) entnommen und ein A LogP Wert von
1.16 ermittelt. Damit decken sich der tatsdchliche und errechnete Wert und bestitigt somit den

gefundenen Zusammenhang zwischen Bindungsaffinitidt und LogP Wert.

Ein linearer Zusammenhang zwischen dem Anstieg der freien Bindungsenthalpie und der
Loslichkeit der Lactone in Wasser bzw. Phosphatpuffer (cf. Tab. 6) wurde nicht gefunden. Die
Loslichkeiten der entsprechenden Lactone im Phosphatpuffer sind im Vergleich zu reinem
Wasser niedriger (Tab. 6). Dieses Verhalten ldsst sich mit dem sogenannten ,Aussalzeffekt’
erkliren. Die hochste Loslichkeit in reinem Wasser wurde fiir das y-Heptalacton mit 3.2 x 10™
Mol/L gefunden. Demgegeniiber zeigte die Loslichkeit von y-Undecalacton in Wasser einen

Wert von 1.0 x 10~ Mol/L .
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Abbildung 19: Korrelation von LogPocunowasser Und — experimentell bestimmten Bindungs-
Energien von Lactonen an Rinderserumalbumin (RSA) mittels Linearer Regressionsanalyse (LR)
(ry8: R-y-Octalacton ry9: R-y-Nonalacton, ryl0: R-y-Decalacton, ryll/syll: R-y-/S-y-
Undecalacton, rd9: R-8-Nonalacton rd10: R-3-Decalacton, rd11/sd11: R-8-/S-6-Undecalacton)
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3.7 Einfluss von Rinderserumalbumin (RSA) und B-Lactoglobulin (BLG) auf die

Headspacekonzentrationen ausgewiihlter Lactone

In weiteren Arbeiten wurde der Einfluss waissriger Proteinlésungen auf  die
Headspacekonzentrationen der Lactone untersucht. Hierzu wurde eine statische Headspace
Methode entwickelt. Das Prinzip und die Durchfiithrung der Methode ist bereits unter 3.3 bzw.
5.3.3, Statische Headspace Analyse (SHA), beschrieben. Die Ergebnisse sind in der Abb. 20a
dargestellt.

100+

90- L _ — 1 1 OBLG
80 ERSA

60+

Abb. 20a: Reduzierung der Lactone im Gasraum (%) in Anwesenheit von RSA und BLG. Die
Konzentration der entsprechenden Lactone im Gasraum ohne Protein wurde 100% gesetzt
(Bedingungen: 4.45 x 10~ mol/L BLG bzw. RSA, 20 mg/L Lacton, Phosphatpuffer pH 7, 0.08 mol/L,
KH2P04/ NazHPO4).

In der Reihe der 6- und y-Lactone in Gegenwart von RSA nimmt mit steigender
Kohlenstoffzahl die Headspacekonzentration der Lactone iiber der Puffer-Protein-Losung ab.
Fiir 5-Decalacton wurde eine Reduzierung der Gasraumkonzentration um 60 % im Vergleich
zu einer reinen Puffer-Losung festgestellt. Die Reduzierung ist in der Serie der 5-Lactone

deutlicher ausgeprégt als bei den entsprechenden y-Lactonen. Dies steht im Widerspruch zu
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den Bindungsaffinititen in der Tab. 4, die in der Verbindungsklasse der y-Lactone hoher
liegen, und somit einer besseren Bindung entsprechen. Die stirkere Reduktion der d-Lactone
im Vergleich zu der y-Lactone im Gasraum ldsst sich auf das Vorhandensein weiterer
Bindungsseiten, die mit der Ultrazentrifugationsmethode nicht erkannt worden sind, die aber
gleichzeitig mit hoheren  globalen Assoziationskonstanten (cf.Tab.4) verkniipft sind,

zuruckfihren.

In Abb. 20b sind die absoluten Gasraumkonzentrationen (ng/L) ausgewéhlter Lactone iiber
Wasser, Pufferlosung, RSA-Pufferlosung und BLG-Pufferlésungen dargestellt. Die

eingesetzten Aromastoffkonzentrationen fiir alle untersuchten Lactone betrugen ca. 20 mg/L.

OPuffer
35 OBLG

B RSA
OWasser

Abbildung 20b: Absolute Gasraumkonzentrationen (ng/L Luft) von verschiedenen Lactonen
(20 mg/L) gelost in Wasser, in Pufferlosung, in RSA-Pufferlosung und in BLG-Puffer-
16sungen. Die Adsorptionen an der Spritzenwandung (cf. Abb.15) wurden bei der
Konzentrationsberechnung beriicksichtigt. (Bedingungen: 4.45 x 10° mol/L BLG bzw. RSA,
Phosphatpufter pH 7, 0.08 mol/L, KH,PO4/ Na,HPO,)

y-Decalacton zeigte mit 44 ng/L Luft tiber der Phosphatpufferlosung die hochste Konzentration
im Gasraum. Im Vergleich zu reinem Wasser (27 ng/L Luft) wird durch die Anwesenheit von

Puffersalzen ein deutlicher ,,Aussalzeffekt beobachtet. Dieser Aussalzeffekt in der Losung
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wird bei gleichzeitiger Anwesenheit von RSA (29 ng/L Luft) bzw. BLG (33 ng/L Luft) durch
Bindung von y-Decalacton an die Makromolekiile reduziert.

Die anderen untersuchten Lactone zeigen ein dhnliches Verhalten fiir das Luft/Lésung-
Verteilungsgleichgewicht wie y-Decalacton. Die ermittelten Konzentrationen im Gasraum sind
jedoch unterschiedlich zu y-Decalacton. So wurde z.B. fiir das d-Decalacton im Gasraum tiber
der Pufferlosung 15 ng/L Luft bzw. im Gasraum iiber Wasser 10 ng/L Luft bestimmt. -
Decalacton Pufferlosungen die die Proteine RSA bzw. BLG enthielten zeigten

Gasraumkonzentrationen von 6 ng/L bzw. 10 ng/L Luft.
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4. Molecular Modelling Experimente
4.1 Strukturelle Merkmale von 3-Lactoglobulin (BLG)

B-Lactoglobulin liegt in Abhéngigkeit vom pH-Wert in unterschiedlichen Konformationen
und Polymerisationsgraden vor (Tandford et al., 1959; Townend und Timascheff 1957 und
1964; Zimmerman et al., 1970; Qin et al., 1998). Unter physiologischen Bedingungen (pH
6.5 — 7.0, niedrige Proteinkonzentrationen) liegt 3-Lactoglobulin als Dimer vor. Bei sauren
(pH < 3.5) und alkalischen pH-Werten (pH>7.5) wird eine Dissoziation des
B-Lactoglobulin-Dimer-Komplexes (MW: ~36000 Da) in die beiden Monomereinheiten
(MW: 18350 Da) beobachtet (McKenzie und Sawyer, 1967). Abhéngig vom pH-Wert und
der Proteinkonzentration wurden weitere Oligomere von [-Lactoglobulin beschrieben
(octamere Form). Bei pH-Werten von > 8.5 erfolgt eine irreversible Denaturierung des

Proteins.

Fiir die Molekular Modelling Untersuchungen wurde die Kristallstruktur von BLG aus der
Brookhaven Proteindatenbank (http://www.resb.org) entnommen. Um einen Vergleich der
experimentellen Daten (cf. 3.5) mit den hier vorgestellten Molekular Modelling
Experimenten zu ermoglichen wurde die Kristallstruktur der gemischten genetischen
Varianten AB des BLG’s aus der Proteindatenbank (Brownlow et al., 1997) entnommen
und modelliert. Die dimere Struktur (gemischtes Dimer aus der genetischen Variante A

und B) des BLG’s ist in Abb. 21 dargestellt.

Die Kontaktstellen des B-Lactoglobulin-Dimers (Variante A und B) sind die beiden AB-
Loop’s (Schleifen) und die beiden B-Faltblattstrukturen I (cf. Abb.21). An den
Beriihrungspunkten fanden Brownlow et al. (1997) Wasserstoffbriickenbindungen (Anzahl
12) zwischen folgenden Aminosduren: His 146 (Variante B)—Ser 150 (Variante A), His
146 (Variante A)—Ser 150 (Variante B), Asp 33 (Variante B) —Arg 40 (Variante A), Asp
33 (Variante A) —Arg 40 (Variante B), Arg 148 (Variante A) — Arg 148 (Variante B),
Asp 33 (Variante B) —Ala 34 (Variante A) und Asp 33 (Variante A) —Ala 34 (Variante
B).
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Loop EF Variante A

B-Faltblatt A

Variante B

Abb.21: Dimere Struktur von B-Lactoglobulin (Brookhaven Proteindatenbank: /beb;
Rontgenstrukturanalyse: Variante A und B, Auflésung 1.8 A, pH 6.5; Brownlow et
al.,1997; 1 Stabmodell-Darstellung und 2 schematische Darstellung).

Weitere Kontaktstellen die fiir eine Oligomerisierung von B-Lactoglobulin verantwortlich
sind wurden von Qin et al. (1998) beschrieben. Die Autoren fanden eine nach dem
Schliissel-Schloss-Prinzip aufgebaute Verknilipfungsstelle. Der Schliissel stellte dabei die
Aminosdure Lys 8 des einen Monomers dar und das Schloss wurde aus den Aminosduren
Tyr 20, Ser 21 (Aminosduren der B-Faltblattstruktur A, cf. Abb. 22), Val 41, Tyr 42, Val
43, Leu 156, Glu 157 und Glu 158 des zweiten Monomers gebildet. Die Autoren machten
diese Dimerisierungsstelle fiir das Gelbildungsvermogen von B-Lactoglobulin

verantwortlich.

Neben den oben beschriebenen Oligomerisierungsreaktionen werden bei B-Lactoglobulin
pH-Werts abhédngige Konformationsverdnderungen beschrieben. Qin et al. (1998)
untersuchten mittels Rontgenstrukturanalyse die strukturellen Verdnderungen von B-
Lactoglobulin (Variante A) bei drei verschiedenen pH-Werten (6.2, 7.1 und 8.2). Die
Autoren beobachteten, in Abhingigkeit vom pH-Wert, Konformationsdnderungen der Loop
EF (Aminosiurereste 85-90; cf. Abb. 21). Die in der Proteindatenbank publizierten
Strukturen, wurden in der vorliegenden Arbeit mittels Molekular Modelling untersucht. Bei
einem pH-Wert von 6.2 legt sich die Loop EF iiber die zentrale Bindetasche, so dass die
Bindestelle des B-Lactoglobulins nicht mehr zugénglich ist (cf. Abb. 22). Mit steigendem
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pH-Wert (7.1 und 8.2) findet eine Verschiebung der Loop EF statt, so dass der Zugang zur
zentralen Bindetasche wieder frei gegeben wird ist (cf. Abb. 22). Diese beschriebenen
Beobachtungen konnen entscheidenden Einfluss auf die Protein-Ligand-Wechselwirkungen
haben. Der pH Wert bei der Bestimmung der Bindungsaffinititen der Lactone an BLG lag
in der vorliegenden Arbeit (cf. 3.5) bei pH 7.0 und pH 3.0. Aus den durchgefiihrten
Modelling Studien zeigte sich, dass bei einem pH Wert von 7.0, die zentrale Bindetasche
zuginglich ist, dagegen bei einem pH Wert von 3.0, fiir Liganden nicht zugénglich ist.

(

Abb.22: Schematische Struktur der zentralen Bindetasche von B-Lactoglobulin bei
unterschiedlichen pH-Werten (Brookhaven Proteindatenbank: 3blg (A), 1bs y (B), und 2blg
(C); Réntgenstrukturanalyse: Variante A, Aufldsung 2.56 A, A: pH 6.2, B: pH 7.1, C: pH
8.2; Aminosidurereste 85-90 als Molekiilstrukturen dargestellt; Qin et al., 1998).

4.2 Ermittlung der Bindungsposition der Lactone an B-Lactoglobulin (BLG)

In weiteren Arbeiten wurde der EinfluB der Protein- und Ligandstruktur auf das
Bindungsverhalten von 8- und y-Lactonen untersucht. Zur Kldrung des unterschiedlichen
Bindungsverhaltens der einzelnen Lactone an BLG, wurden die Ligand-Protein-Komplexe
mittels Molecular Modelling untersucht. Die Vorgehensweise und die verwendeten
Programme sind in der Abb. 23 gezeigt. Fiir die Verbindungsklasse der Lactone, bei denen
keine experimentellen Daten zur rdumlichen Ausrichtung des Molekiils vorlagen, erfolgte
die Berechnung der energetisch gilinstigen Molekiilgeometrien mittels der empirischen
Kraftfeldmethode MM+ in HYPERCHEM V.5.0. Die Konformationsanalysen der
Verbindungen wurden mittels des Monte-Carlo-Verfahrens und mittels Molekiildynamik-
Simulationen durchgefiihrt. Fiir die sich anschlieBenden Docking Studien wurde das

energetisch stabilste Konformer des jeweiligen Lactons als Ausgangsstruktur eingesetzt.
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HyperChem 5.0
Ligandkonstruktion
und geometrische
Optimierung (MM+)

Proteindatenbank
(pdb File)

GRAMM 1.03
(Screening auf
Ligand-Protein

Bindungsstellen)

Ligand-Protein-
Komplexe
(100unter-

schiedliche

Orientierungen)

Optimierung der
Ligandbindungs-
position mit

AUTODOCK 3.0

Minimierung der
Ligand-Protein-
Komplexe mit
TINKER 3.9
(AMBER 94)

Statistische Analyse
(PLS; MLR) zur
Vorhersage der freien
Bindungsenthalpie
UNSCRAMBLER 7.5

Protein-Ligand-
Wechselwirkungsenergie

(Eletrost.-, Van der Waals-,
Intramolekulare Energie)

Abb. 23: Schematische Darstellung und Verkniipfung von Molecular Modelling und
statistischen Programmen zur Identifizierung von Protein-Ligand Bindungsstellen und
Bestimmung von Bindungsenergien bei Lactonen an B-Lactoglobulin (BLG).

Zur Erkennung von mdglichen Bindungspositionen der Lactone an BLG wurde als erste

Screening Methode das Softwarepaket GRAMM (siche Abb.23) eingesetzt.

GRAMM (Global Range Molecular Matching) ist ein Programm, das in der Literatur fiir
Protein-Docking-Simulationen beschrieben wurde (Katchalski-Katzir et al., 1992 und
Vakser et al.,, 1994). Das Programm kann zum Auffinden von Protein-Ligand-
Bindungsstellen eingesetzt werden. GRAMM fiihrt eine 6-dimensionale Suche iiber die
entsprechenden Translations- und Rotationsfreiheitsgrade der Molekiile durch. Als
Molekiilpaare konnen zwei Proteine oder ein Protein und ein kleineres Molekiil
eingegeben werden. Das Programm erlaubt keine intramolekulare bzw.
konformationsabhingige Anderung von Ligand- und Proteinstruktur. Gramm eignet sich
somit fiir die Lokalisierung von moglichen Bindungsstellen am Protein (Screening-
Methode), jedoch nicht zur exakten Bestimmung der Wechselwirkungsenergie von Ligand
und Protein. Katchalski-Katzir et al. (1992) und Vakser et al. (1994) wendeten das
Programm auf bekannte Protein-Protein Komplexe von z.B. Deoxyhemoglobin und
Methemoglobin mit Asparagin- und Trypsin-Trypsin Proteinasen an. Zum Docking von
Proteinen mit kleinen Molekiilen liegen bisher keine Erfahrungen vor. Das Programm

wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig fiir das Docking von kleinen Molekiilen mit

Makromolekiilen eingesetzt.
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Am Beispiel von 0-Decalacton sind die mittels GRAMM erhaltenen moglichen

Bindungspositionen am BLG in der Abb. 24 dargestellt.

Im weiteren wurden die 100 stabilsten Komplexe aus GRAMM mit dem Software Packet
AUTODOCK weiter verarbeitet. Hier erfolgte eine Optimierung der Bindungspositionen

und eine Berechnung der freien Bindungsenergie (AG) des Protein-Ligand-Komplexes.

Das Programm AUTODOCK 3.0 berechnet die freie Bindungsenergie nach folgender
empirischen Gleichung (4-1):

A(;=A(;de + A(;Hbind. + AGElekt. + A(;Konform. + A(;Tor. + AGLiisung (4'1)

Die ersten vier Terme der Gleichung beriicksichtigen die Dispersion-Repulsion-,
Wasserstoftbindungs-, elektrostatische- und intramolekulare Bindungsenergie. AGro;
bestimmt die Translations- und Rotations-Energie (positiver (ungilinstiger) Beitrag zur
freien Bindungsenergie). AGressung 1St die freie Solvatisierungs- bzw. Desolvatisierungs-
energie, die negativ (giinstig) zur Bindungsenergie durch Entropieerhohung beitragt. Die

Berechnung erfolgt auf Basis von Molekiiloberfldchen.
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Abb. 24: Darstellung der 100 giinstigsten Bindungspositionen von R-8-Decalacton an §3-
Lactoglobulin ermittelt durch das Modelierungsprogramm GRAMM (Docking-
Parameter: Proteinstruktur fixiert; Ligand minimiert (HyperChem 5.0, MM+) und
flexibel (Translation und Rotation, keine Torsionsdnderung) Docking-Modus: generic,
Grid Step Size: 1.7 A, Repulsion: 30, Inkrement fiir Rotationswinkel: 10, Cumulative
Projektion, Potential range typ: Van der Waals Radius (high resolution docking).

Die Parameter von AUTODOCK (Morris et al., 1998) zur Berechnung der freien
Bindungsenergie sind nachfolgend dargestellt (4-2):

~ ~
A2 By (4-2)
AG = AGVdW Zij T
r 12ij r 6lJ
— ~/
— ~
Cij Dij
+ A(}H Bond. le E(t) 12 - 10
T ij T ij
— _J
di qj
+ A(}elec Zij [
e(ryj) ry
+ AGTor‘ NTor.
(-rzij / 2p2)

+AGLcssung Zij (S; Vi + Sj Vi) e
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Die einzelnen AG Terme sind empirisch oder semi-empirisch durch Vergleich mit
experimentellen Ergebnisse von Protein-Lingand Komplexen bzgl. der Bindungsenergie
optimiert worden. AGygw beschreibt die van der Waals Wechselwirkungen und wird
mittels des Lennard-Jones 12-6 Potential berechnet (cf. 1.4.1). AGy pong beriicksichtigt die
Wasserstoftbriickenbindungsenergie und wird durch das Lennard-Jones 12-10 Potential
berechnet. E(t) ist eine Energie-Funktion und vom Bindungswinkel t zwischen Donator-H
und Akzeptor-Heteroatom abhédngig. AGe. beschreibt die elektrostatische Wechsel-
wirkungen mittels Coulomb Potential (cf. 1.4.1). Das elektrostatisches Potential, wird
mittels des AUTOGRID-Modules berechnet. Die hydrophoben Protein-Ligand-
Wechselwirkungen sind in wesentlichen entropischer Natur. Wassermolekiile werden aus
der Bindetasche verdridngt und in das Losungsmittel entlassen. Je mehr Wassermolekiile
aus der hydrophoben Umgebung freigesetzt werden, um so grofer ist der Beitrag zur
Bindungsaffinitit. Die Zahl der freigesetzten Wassermolekiile ist proportional zur Grof3e
der hydrophoben Oberfliche des Liganden. In der von AUTODOCK verwendeten
Gleichung (AGpgsung ) ist S; ist die hydrophobe Oberflidche des Liganden, S; die Oberfldche
des Proteins, V; und V; sind die beriicksichtigen Anderungen des Volumens der
Kohlenstoffatome von Protein und Ligand. Der Term (-rzij / 2p*) beschreibt das
elektrostatische Feld des Komplexes und die Ladungsdichte der Losung.

Neben der Freisetzung von Wassermolekiilen tragen noch die Translations- und Rotations-
Freiheitsgrade (AGro) von Ligand und Protein an der Entropiednderung und damit zu der
Bindungsenergie bei. Durch Bindung des Liganden am Protein werden Translations- und
Rotations-Freiheitsgrade eingefroren und es kommt zu einem Entropieverlust. Der
gebundene Ligand kann dann nur noch die Konformation einnehmen, die der Form der
Proteinbindetasche entspricht. AUTODOCK beriicksichtigt die Anderung der
Translations- und Rotations-Freiheitsgrade (AGr,) des Liganden in Bezug auf die Anzahl

der frei drehbaren sp® Bindungen im Molekiil (N= Anzahl frei drehbarer C-C Bindungen).

Die mittels AUTODOCK erhaltenen 10 stabilsten Komplexe sind am Beispiel von 6-
Decalacton und BLG in der Abb.25 graphisch dargestellt. Der stabilste Protein-Ligand-
Komplex hatte hier eine freie Bindungsenergie von —7.4 kcal/Mol (Komplex 1). Nach den
Ergebnissen des Molecular Modellings wird somit fiir die Verbindungsklasse der
monocyclischen Lactone die in der vorliegenden Arbeit erkannte Lacton-Bindestelle

(Komplex 1) vorgeschlagen.
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Komplex 5 Komplex 9 Komplex 7
(AG = -5.2 keal/mol) Komplex 3 (AG =-4.9 kcal/moD) (AG = -5.1 keal/mol)
(AG = -6.1 kcal/mol) Komplex 4

(AG =-5.3 kcal/mol)

Komplex 2
(AG = -6.8 kcal/mol)

Komplex 8
(AG =-5.0 kcal/mol)
Komplex 10

(AG = -4.7 kcal/mol) ¢
Komplex 6 Komplex 1%
(AG = -5.1 kcal/mol) (AG = -7.4 kecal/mol)

Abb. 25: Bindungspositionen von R-3-Decalacton an B-Lactoglobulin (Dimer) aus
GRAMM (Siehe. Abb.24) weiterverarbeitet durch das Modelierungsprogramm
AUTODOCK (Docking-Parameter: Proteinstruktur fixiert; Ligand flexibel, Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA); Affinity Maps berechnet fiir die Atome C und O, sowie fiir
das elektrostatische Potential: Grid Points 60x60x60 um Ligandzentrum, Point Size 0.375
A; flexible Alkylseitenkette im Ligand.

Die ermittelte Bindungsposition entspricht keiner der in der Literatur bekannten
Bindungsstellen. In der Literatur wurden fiir BLG bzw. in der Proteinklasse der Lipocaline
im wesentlichen 4 Bindungspositionen fiir die unterschiedlichen Liganden diskutiert
(Monaco und Zanotti, 1992). Papiz et al. (1986) ermittelten mittels Rontgenstrukturanalyse
die dreidimensionale rdumliche Struktur von B-Lactoglobulin und modellierten einen
Protein-Ligand-Komplex mit Retinol. Die Autoren vermuteten, dass Retinol in einer zentral
liegenden tiefen hydrophoben Tasche des aus acht Faltblattstrukturen aufgebauten
Proteinknéduels bindet. Diese Vorstellung ist allerdings durch =zahlreiche weitere
Untersuchung anderer Arbeitsgruppen in Frage gestellt worden.  Nach heutigen

Vorstellungen geht man davon aus, dass Retinol in einer an der Proteinoberfliche
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liegenden Vertiefung, die aus dem helicalen Proteinanteil und dem B-Faltblatt gebildet
wird, bindet.

Die Bindungsenergie fiir einen solchen d-Decalacton—BLG-Komplex betrdgt —5.1 kcal/Mol
(Komplex 7 in Abb. 25).

Unter den in dieser Arbeit gegebenen Bedingungen (pH 7.0 und kleine Protein-
Konzentrationen) liegt BLG als Dimer vor. Hier kommt die zwischen den beiden
Monomeren gebildete Tasche als weitere Koordinationsstelle in Frage. Die mittels
Autodock ermittelte Energie flir diesen Protein-Ligand-Komplex betrigt —6.1 kcal/Mol
(Komplex 3 in Abb. 25).

4.3 Kompetitive Bindungsstudien

Zur Bestitigung bzw. Absicherung der hier vorgeschlagenen Bindungsposition der
Lactone, wurden kompetetive Hemmungsversuche durchgefiihrt. Dabei wurden Liganden,
von denen die Bindeposition am BLG bekannt sind, als Kompetitoren eingesetzt. Als
Liganden wurden Palmitat und Retinol verwendet. Die Ergebnisse der Bindungsstudien
sind in der Tab.7 zusammengefasst. Die Daten in der Tab.7 zeigen, dass fiir Retinol und
Palmitat keine oder nur eine geringfiigige Hemmung fiir die Bindung von y- bzw. §-
Decalacton an BLG festgestellt werden konnte. Aufgrund der publizierten (Puyol et al.,
1991) Assoziationskonstanten der beiden Verbindungen (Methode Gleichgewichtsdialyse;
Retinol: 1.5 x 10* Mol'l; Palmitat: 5.2 x 10 Mol'l), die im Vergleich zu den beiden
Decalactonen deutlich hoher liegen, ist bei einer Konkurrenz um die jeweilige
Bindeposition eine vollstindige Hemmung der Lactone zu erwarten. Somit lassen sich die

beiden Bindestellen fur die untersuchten Lactone ausschlief3en.

Weiterhin ausschlief3en ldsst sich die Bindestelle, die sich zwischen den beiden Monomeren
(A und B-Einheit von BLG in Abb. 31) als Tasche ausbildet (Komplex 3 in Abb. 25), da
die Assoziationskonstante und damit die freie Bindungsenergie der Lactone, mit fallendem
pH-Wert (cf. Tab.5 Kap.3: y-Decalacton K, pH 3.0 = 3230, y-Decalacton K, pH 7.0 =
1020) zunimmt. Bei stark sauren pH-Werten (pH 3) wird eine Dissoziation des BLG-
Dimer-Komplexes in die beiden Monomereinheiten beobachtet (McKenzie und Sawyer,

1967) und somit liegt diese mogliche Bindestelle nicht mehr vor.
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Die hier beschriebenen Untersuchungen geben weitere Anhaltspunkte dafiir, dass die
vorgeschlagene BLG-Lacton-Bindestelle (Abb.25, Komplex 1) zutreffend ist. Interessant
anzumerken ist, dass Qin et al. (1998) u.a. genau die hier vorgeschlagene Bindungsposition
fiir das Bindungsvermdgen (Assoziation weiterer BLG Monomerunterheiten an diese
Bindestelle) von BLG mitverantwortlich macht. Unabhingig davon wurde in der
vorliegenden Studie diese Bindestelle mittels Molecular Modelling als mdgliche Docking

Position fiir ,hydrophobe’ Molekiile erkannt.

Die gefundenen Ergebnisse von Qin et al., (1998) sind im Einklang mit der hier postulierten
Bindestelle der Lactone an BLG. Die vorangegangenen Bindungsstudien mittels Molecular
Modelling und der experimentellen Bestimmung der Bindungskonstanten zeigten, dass pro
Mol BLG-Dimer nur ein Mol fy-Decalacton gebunden wird (cf. Tab.5 Kap.3). Betrachtet
man sich den Rontgenstrukturkomplex des dimeren BLG’s genauer, so féllt auf, dass in der
BLG-B-Einheit (cf. Abb. 31) die zur A-Einheit homologe Lacton-Bindestelle (Komplex 1
in Abb.25) nicht mehr zugénglich ist. Vermutlich ist diese Bindungsposition durch die

Anlagerung einer weiteren BLG-Einheit blockiert.

Somit stehen die Molecular Modelling- und experimentellen Ergebnisse in dieser Studie im
Einklang mit den Beobachtungen von Qin et al., (1998) und bestétigen ein weiteres mal die

Ergebnisse der Molecular Modelling Studien.
In diesem Zusammenhang wiren Rontgenstruktur- und/oder NMR-Untersuchungen des

BLG-Lacton-Komplexes und Molecular Modelling Bindungsstudien an BLG mit weiteren

Verbindungsklassen (z.B. Ester und Ketone) interessant.
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Tabelle 7: Einfluss eines Palmitat- bzw. Retinol-Zusatzes auf die Bindungsaffinitét
von 0- und y-Decalacton an 3-Lactoglobulin (Kompetetive Hemmung)

Zusatz  Konzentration pH Konzentration y- Gebunden y-
(mmol) Decalacton (mmol) Decalacton (%)

ohne - 7.0 0.10 29
Palmitat 0.22 7.0 0.10 24
Retinol 0.21 7.0 0.10 25

ohne - 6.5 0.12 27
Palmitat 0.22 6.5 0.12 28
Retinol 0.21 6.5 0.12 24

ohne - 7.0 0.87 23
Palmitat 0.22 7.0 0.87 20
Retinol 0.21 7.0 0.95 16

ohne - 7.0 1.30 18
Palmitat 0.44 7.0 1.30 17

ohne - 6.5 0.92 21
Palmitat 0.44 6.5 0.92 16
Zusatz  Konzentration pH Konzentration o- Gebunden 6-

(mmol) Decalacton (mmol) Decalacton (%)

ohne - 7.0 1.1 20
Palmitat 0.22 7.0 1.1 14
Retinol 0.21 7.0 1.1 23

4.4 Quantitative Struktur-Aktivititsbeziehungen (QSAR) von y- und
O-Lactonen an B-Lactoglobulin (BLG)

Vergleicht man die mittels AUTODOCK gefundene Bindungsenergie (cf. Abb. 25) von z.B.
0-Decalacton (-7.4 kcal/Mol) mit dem experimentell ermittelten Wert von —3.8 kcal/Mol (cf.
Tab.5 Kap.3), so wird mit AUTODOCK eine um -3.6 kcal/Mol niedrigere freie
Bindungsenergie vorhergesagt. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir die anderen Lactone
gemacht. Aus diesem Grunde wurde ein thermodynamischer Cyclus, in Anlehnung an den
thermodynamischen Cyclus, der in AUTODOCK eingebunden ist, entwickelt, welcher in der

Lage ist, die freie Bindungsenergie von Lactonen an BLG vorherzusagen.

Zur Bestimmung der intermolekularen Wechselwirkungsenergie von BLG und Lacton wurde
die Software TINKER mit dem Kraftfeld AMBER eingesetzt. Zur Modellierung der Protein-
Ligand-Komplexe mussten fiir das verwendete AMBER Kraftfeld die Parameter (cf. 1.4.3)

fir die Verbindungsklasse der Lactone entwickelt werden. So wurden z.B. die

Seite 76



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion

Torsionsinkremente (20-30°) fiir ausgewihlte Strukturelemente, die den Lactonen bzw. der
Esterstruktur entsprechen, mittels Gaussian98 (Basissatz: 6-31G*) erzeugt und die relative
Energie berechnet. Die so erhaltenen Potentialkurven der Strukturelemente wurden dann in
Fourierserien iiberfiihrt (Beispiele ausgewdhlter Torsionen in Abb.26). Die entwickelten
Parameter (Torsionen, Bindungswinkel, Bindungslinge und Partialladungen) fiir die

Verbindungsklasse der Lactone sind in der Tab.8 zusammengestellt.
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Abb. 26: Entwicklung von Torsionsparametern fiir das AMBER 94 Kraftfeld. Ausgewihlte
Torsions-Potentialkurven (A und C, relative Energien, kcal/mol) ermittelt durch Gaussian98
(Basissatz: 6-31G*). Die Potentialkurven von A und C wurden mittels TABLE CURVE 2D
[implementierte Funktionen (F,, n = 1-9, X-Variable: Torsionswinkel,

Y-Variable: Energie, kcal/mol):

F1=DTOR(X), F2=DTOR(A2), F3=(A0)*(1+COS((F1)*A1-F2)),
F4=(A3)*(1+COS((F5)*A4-F6)), F5=DTOR(X), F6=DTOR(AS),
F7=(A6)*(1+COS((F8)*A7-F9)), F8&=DTOR(X), F9=DTOR(AS), Fit: Y=F3+F4+F7]

in die jeweiligen Fourierserien iiberfiihrt (B und D).
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Tabelle 8: Ladungs-, Bond-Stretching-, Angle-, Torsions-, Improper Torsions-Parameter und Atomladungen von Lactonen zur Implementierung in das
AMBER 94 Kraftfeld”

Atomtyp Bond- Angle Parameter Dihedral Angle Improper Torsion
(Tinker Stretching IDIVF, PK, Phase, PN
Nummerierung) Parameter
0 (24) C(2)-0S(23) 0(24)-C(2)-0S (23) CT(1)-C(2)-0S(23)-CT (1) CT(1)-0(24)-C(2)-0S (23)
450, 1.333 80, 119.7 1,0.52,0,-3 10.500, 180.0, 2
1, 4.14, 180, -2
1,3.96, 0,1
0OS (23) 0S(23)-C(2)-CT (1) 0S (23)-C(2)-CT (1)-HC (34) HC (34)-CT (1)-CT (1) - OS (23)
80, 118.1 1,0.26,0,3 10.500, 180.0, 3 (United Atom FF)
C@®) C(2)-0S(23)-CT (1) 0S(23)-C(2)-CT (1)-CT (1)
80, 124.3 1, 0.33,0,-3
1, 0.14, 180, -2
1, 0.50, 0,1
CT (1) 0S (23)-CT (1) - HC (34) C(2)-0S(23)-CT()-CT (1)
50, 106.8 1,1.21,0, 1
HC (34) C(2)-0S(23)-CT(1)-HC (34)
1,0.68,0,3
0(24)-C(2)-0S(23)-CT (1)
1, 4.05, 180, -2
1,4.62, 180, 1

a) Die Parameter Entwicklung fiir die Verbindungsklasse der Lactone erfolgte nach Vorgaben der AMBER Homepage (s. Parameter Development). Die
Torsionsenergien wurden mittels Gaussian98W berechnet (HF/6-31G*, opt=modredundant, scan, 20 - 30° Inkremente) und die erhaltene Potentialkurve
mittels TABLE CURVE 2D in Fourier Serien iiberfiihrt (cf. Abb. 26). Die Bindungslinge C (2)-OS (23) in Lactonen wurde mittels Gaussian98 (HF/6-
31G*) ermittelt. Die Atomladungen wurden mittels Gaussian98 nach geometrischer Optimierung unter Vakuumbedingungen aus dem elektrostatischen
Potential ermittelt®, 4008 0032

HC (34) [

0 (24

HC (34)

b) Atomtyp c) Atomladungen z.B. fiir R-y-Nonalacton und R-3-Decalacton (Gaussian98, Parameter: HF/6-31G*, Prop=fitcharge, opt)
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Die Parameter van der Waals- (AGvygw) und elektrostatische Wechselwirkungsenergie
(AGgiekt), intramolekulare Ligandenergie, Anzahl frei drehbarer Ligandbindungen
(AGkonform) und Hydrophobitatsindex (AGrogp), die zur Berechnung der freien Bindungs-

energie verwendet wurden, sind in der Tab.9 aufgefiihrt.

Die quantitative Struktur-Aktivititsbeziechung der freien Bindungsenthalpie der Lacton-
komplexierung an BLG wurde nach folgender Gleichung (4-3) mittels statistischer

Methoden entwickelt:

AC;=A(}de + AC;Elekt. + A(;Konform. + A(;Logl’ (4'3)

Die ersten vier Terme der Gleichung beriicksichtigen die Dispersion-Repulsion-,
Wasserstoftbindungs-, elektrostatische- und intramolekulare Bindungsenergie. AGro;
bestimmt die Translations- und Rotations-Energie (positiver Beitrag (ungiinstiger) zur
freien Bindungsenergie). AGrssune ist die freie Solvatisierungs- bzw. Desolvatisierungs-
energie, die negativ (giinstig) zur Bindungsenergie durch Entropieerhhung beitragt. Die
Berechnung erfolgte auf Basis von Molekiiloberflachen.

Der aus AUTODOCK erhaltene Ligand-Proteinkomplex mit der niedrigsten freien
Bindungsenergie (Abb. 25, Komplex 1) wurde in TINKER mittels Molekular Dynamik-
Simulationen weiter untersucht. Der minimierte R-y-Decalacton- BLG-Komplex ist in der
Abb. 30 und der minimierte R-6-Decalacton- BLG-Komplex in der Abb. 31 dargestellt.
Die oben beschriebenen Untersuchungen wurden fiir alle in der Tab.9 aufgefiihrten

Verbindungen durchgefiihrt.

Eine Detaildarstellung der Bindungsposition von monocyclischen y- und 4-Lactonen an
BLG nach Molecular-Dynamic und Minimierung der Komplexe mittels AMBER ist am
Beispiel von 8-Decalacton in der Abb. 27 dargestellt. Eine schematische Darstellung
(Abb. 28) zeigt die an der Bindung der Lactone beteiligten Aminosiuren im Uberblick

(max. Lacton-Aminosiure-Abstand 4A).

Die mittels AMBER ermittelten Wechselwirkungsenergien der untersuchten Lacton-BLG-

Komplexe sind in der Tab. 9 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Energiebeitrige (Evaw , Eick 5 Eintra 5 ETors » ELogp ) zur Freien Bindungsenthalphie (AG, kcal/mol) von Lactonen an 3-Lactoglobulin

(Dimer)
Intermolekulare Intermolekulare Intramolekulare Anzahl (n) frei Verteilungs- Freie Bindungs-
Van der Waals elektrostatische Energie Ligand © | rotierbarer Ligand Koeffizient enthalphie Protein-
Ligand Wechsel- Wechselwirkungs- (Entras kcal/mol) Bindungen 9 Ligand Ligand D
wirkungsenergie Energie Protein- (Erors) Octanol/Wasser * (AG, kcal/mol)
Protein-Ligand Ligand ” (E Logp, keal/mol)
(Evaw, keal/mol) (Eg1ek, kcal/mol)
R-y-Undecalacton 136,68 [18.76 2.20 6 -4.50 -5.13
S-y-Undecalacton 3719 -18.62 2.33 6 -4.50 -5.13
R-y-Decalacton 134.86 -18.99 2.56 5 371 -4.10
LEFENOIEL -32.53 -19.39 238 4 -2.66 -3.18
R-y-Heptalacton 22930 -19.47 170 2 -0.88 [1.43£0.199
Ricginc st -35.93 -18.91 2.57 5 -3.99 438
S-8-Undecalacton 34.65 2136 4.12 5 -3.99 -4.38
LIS -34.98 -18.15 2.40 4 3.19 -3.81

a)- Molecular Modeling Programm TINKER (Linux): Lennard-Jones Potential Funktion, AMBER 94 Parameter fiir Protein, Lacton Parameter siche Tab. 8.
b)- Molecular Modeling Programm TINKER (Linux): Coulomb’s Ladungs-Potential Funktion, AMBER-94 Parameter fiir Protein, Lacton Parameter:
Atomladung kalkuliert mit Gaussian98W (Basissatz HF/6- 31G*, Prop=fitcharge, Opt) aus dem elektrostatischen Potential an der Van der Waals Oberfléche.
¢)- Molecular Modeling Programm TINKER (Linux): Ejy, (kcal/mol) = AE | Intramolekulare Energie (Ligandp,) — Intramolekulare Energie (Ligandkempiex) | ;
intramolekulare Van der Waals 1-4- (Scaling-Faktor: 2.0) und intramolekulare Ladungs- 1-4- (Scaling-Faktor: 1.2) Wechselwirkungen wurden miteinbezogen.
d)- Erors: Anzahl (n) frei rotierbarer C-C Bindungen (nicht C-CH;) im Ligand, die bei einer Protein-Ligand-Wechselwirkung eingefroren werden.

e)- Experimentell bestimmter Ligand-Hydrophobitétsparameter (LogPoctanolwasser ): Erogp (kcal/mol) = AG (kcal/mol) = - RT In K (T =298.1 SOK, K:

Gleichgewichts-Verteilungskonstante Octanol/Wasser, siche Tab. 6)

f)- Experimentell bestimmte Bindungsenergie (AG, kcal/mol) = - RT In K (T = 298K, K= Assoziationskonstante Ligand-Protein, siche Tab.5 Kap.3)
Bindungsenergie berechnet. AG = -1.43 kcal/mol entspricht einer Bindungskonstante von 11 M + 1.5 (Exp.: <50 M
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Phe 151 Leu 22

GlIn 159 P

Abb. 27: Detaildarstellung der Bindungsposition von monocyclischen y- und d-Lactonen

an 3-Lactoglobulin (Dimer, A-Unit) am Beispiel von 3-Decalacton.

A: VdW-Oberfliche und Hydrophobitit der Lacton-Bindetasche (Farbkodierung: blau =
hydrophob, rot = hydrophil, Ligand: R-3-Decalacton).

B: R-8-Decalacton in der Lacton-Bindetasche des B-Lactoglobulin-Dimers (an der
Bindung beteiligte Aminosiduren mit einem maximalen Abstand von 6 A zu R-§-
Decalacton (Farbkodierung: griin) sind dargestellt; Wasserstoffbriickenbindung  (-----)
zwischen Ser 21 (B-Lactoglobulin, A-Unit, N-H) und R-8-Decalacton (CO, -O-).

Thr18 Trp19 Tyr20 Ser21 Met24 Tyr42 Val43

OO
Phe 151 U/\/\/\

GIn 59 GIn155 Leu 156 Glu 157 Glu 158 GIn 159 Cys 160

Abb. 28: Schematische Darstellung der Aminoséduren in der Lacton-Bindetasche

von B-Lactoglobulin (Dimer, A-Unit).

Es wurden starke van der Waals Wechselwirkungen festgestellt, die mit steigender
Kohlenstoffzahl des Lactons zunehmen. Die Ergebnisse der Korrelation der freien
Bindungsenergie gegeniiber den in der Tab. 9 aufgefiihrten Variablen (Van der Waals-,
elektrostatische Wechselwirkungsenergie, Differenz der intramolekularen Ligandenergie
vor und nach der Bindung an BLG, frei rotierbare Bindungen im Ligand und

Verteilungskoeffizient in Octanol/Wasser) ist in Abb. 29 gezeigt.
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3.0 Korrelationskoeffizient (r) = 0.992
Kreuzvalidierung r = 0.980

-3.54

4.0
X-Variable
(Regressionskoeffizient)

4.5-

ETors (0 1 99)
EOctanol/Wasser (0 165 )
. Evaw (0.297)
Ekgiek (0.078)

EIntramolekular (0 . 045)

5.5

55 5.0 45 40 35 3.0

Freie Bindungsenthalpie (AG, kcal/mol): Molecular Modeling

Freie Bindungsenthalpie (AG, kcal/mol): Experimentell

Abb. 29: Korrelation von Molecular Modelling Bindungsstudien und experimentell
bestimmten Bindungsenergien von Lactonen an B-Lactoglobulin (Dimer) mittels Partial
Least Squares (PLS) Regressionsanalyse (ry9: R-y-Nonalacton, ryl10: R-y-Decalacton,
ryll/syll: R-y-/S-y-Undecalacton, rd10: R-8-Decalacton, rdl11/sd11: R-8-/S-8-
Undecalacton).
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A-Unit

Abb. 30: Bindungsposition von R-y-Decalacton an B-Lactoglobulin (Dimer, A-Unit)
ermittelt durch AUTODOCK. Energieminimierte Struktur des stabilsten Protein-
Ligand-Komplexes ermittelt durch TINKER (Parameter: AMBER 94 und Tab.;
Molecular Dynamic- (Simulationsdauer: 10 ps, Zeitschritte: 1fs, statistisches
mechanisches Ensemble:NPT [T = 300°K, 1 atm], Velocity Verlet Algorithmus,
Schnappschuss jeweils nach 1 ps) und Minimize- (10 Strukturen aus MD-Simulation,
L-BFGS, RMSD: 0.01kcal/mol) Modul; Allg. Bedingungen: flexibler Ligand und
Aminosduren-Seitenketten in der Lacton-Bindetasche von B-Lg: Thr 18. Trp 19, Tyr
20, Ser 21, Leu 22, Met 24, Tyr 42, Val 43, Glu 44, GIn 59, Phe 151, Gln 155, Leu 156,
Glu 157, GIn 159 und Cys 160).

B-Unit

Abb. 31: Bindungsposition von R-3-Decalacton an B-Lactoglobulin (Dimer, A-Unit)
aus AUTODOCK. Energieminimierte Struktur des stabilsten Protein-Ligand-
Komplexes ermittelt durch TINKER (Bedingungen siche Abb.30).
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Die experimentell ermittelten freien Bindungsenergien wurden gegeniiber den {iber
Molecular Modelling ermittelten Daten aufgetragen. Die Regressionsanalyse wurde mittels
PLS (Partial-Least-Square Regression) durchgefiihrt. PLS ist ein Regressionsverfahren der
multivariaten Datenanalyse zur Interpretation einer oder mehrerer abhédngiger Aktivitéts-
variablen durch unabhéngige Strukturvariablen und eine verbreitete Rechenmethode, die
mit solchen in der Dreidimensionalen QSAR-Analitik gebrduchlichen X-Matrizen (gesamte
Deskriptorbetrdge pro Verbindung) umgehen kann (Wold et al., 1993). So wird eine
sogenannte Faktoranalyse bzw. Zusammenhang versucht zu finden, um den vielen
gemessenen Daten wenige gemeinsame Faktoren zuzuordnen. Der erhaltene
Korrelationskoeftizient von 0.992 (Kalibrierung) und der Koeffizient der Kreuzvalidierung
von 0.98 zeigt die Giite des Models. Bemerkenswert ist auch die richtige Vorhersage der
S/R-Enantiomeren der Lactone, die gleiche bzw. eine dhnliche Bindungsenergie aufweisen.
Die eigenen Untersuchungen zur Enantioselektivitdt der Lacton-Bindung an BLG und RSA
haben gezeigt, dass die einzelnen Enantiomere mit gleicher Affinitit an BLG bzw. RSA
binden (mittels enantioselektiver Gaschromatographie wurde die Enantiomerenverteilung
von R-y- und S-y-Decalacton bzw. R-6- und S-8-Decalacton nach einer Bindung an BLG
und Isolierung aus dem Komplex untersucht; Enantiomerenverteilung in beiden Fillen

50:50 (ctf. Abb. 17).

In Abb. 32 ist der Einfluss ausgewihlter Parameter (van der Waals- und elektrostatische
Wechselwirkung; Log P und intramolekulare Energie) auf die freie Bindungsenergie von
Lactonen an BLG dargestellt. So tragen fallende van der Waals- und elektrostatische

Energien (stark negative Werte) zu einer hoheren Bindungsaffinitét bei.

Eine Regressionsanalyse mit der MLR Methode unter Einbeziehung von nur zwei
Variablen, wie der van der Waals- und der elektrostatischen Wechselwirkungsenergie
(Abb. 33), zeigt einen schlechteren, aber immer noch akzeptablen Korrelationskoeffizient
von 0.976, allerdings ist die Kreuzvalidierung mit einem Wert von r = 0.893 deutlich

schlechter als das PLS-Model.

Somit scheinen nicht nur die van der Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen fiir
die Bindungsaffinitit von Bedeutung zu sein, sondern weitere Faktoren wie
Rotationsfreiheitsgrade und Lipophilitdt (kodiert im LogP Wert). Die Bedeutung der

Lipophilitdt wurde bereits im vorangegangenen Abschnitt erkannt.
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AG (kcal/mol)

-5.393 -3.528 -1.663 0.203 -6.683
—

A

AG (kcal/mol)

-5.680 -4.678 -3.675 -2.673 -1.670
—

Abb. 32: Einfluss ausgewéhlter Variablen (kcal/mol, A: Evan der Waals » EElektrostatisch ; B
ELogp (Octanol/Wasser)s Elntramolekular ) @uf die Bindungsenergie AG (kcal/mol) von Lactonen an -
Lactoglobulin (Kontur Darstellung, Partial Least Square Regression).

Freie Bindungsenthalpie (AG, kcal/mol): Molecular Modeling

-3.04

-3.54

4.0+

4.5

5.04

-5.5

r =0.976 (Kalibrierung)
r = 0.893 (Kreuzvalidierung)

ry9

AG (kcal/mol) = 16.02 + 0.193 Egjex + 0.471 Evaw

-5.5

T
-5.0 -4.5

40 35 30

Freie Bindungsenthalpie (AG, kcal/mol):

Abb. 33: Korrelation von Molecular Modeling Bindungsstudien (Software Tinker) und
experimentell bestimmten Bindungsenergien von Lactonen an B-Lactoglobulin (Dimer)
mittels Multipler Linearer Regressionsanalyse (MLR, Variablen: Egjex und Evaw ) (ry9: R-
y-Nonalacton, ry10: R-y-Decalacton, ryl1/sy11: R-y-/S-y-Undecalacton, rd10: R-5-
Decalacton, rd11/sd11: R-6-/S-6-Undecalacton).
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4.5 Quantitative Struktur-Aktivitit-Beziehungen (QSAR): Vergleich von Literatur-

daten und mit eigenen Studien.

Bindungskonstanten verschiedener Liganden an BLG und RSA wurden aus der Literatur in
der Tab.10 bzw. Tab. 11 zusammengefasst.

Ein Vergleich der Bindungskonstanten der Lactone an BLG (cf. Tab. 5) aus eigenen Studien
mit den in Tab. 10 aufgefiihrten Verbindungen zeigt, dass Liganden mit gleicher Kohlenstoff-
zahl dhnliche Bindungskonstanten besitzen: y-Heptalacton mit 7 Kohlenstoffatomen besitzt
eine Assoziationskonstante von Kx= 5.1 x 10" M, Ethylfuraneol mit gleicher Kohlenstoff-
zahl eine Assoziationskonstante von K= 4 x 10' M. Propylacetat, Ethylpropionat und
Methylbutyrat mit jeweils 5 Kohlenstoffatomen zeigen Assoziationskonstanten von Ka= 1.3
x 10' M bzw. Kx =1.4 x 10' M"". Fiir y-Decalacton mit 10 Kohlenstoffatomen ergab sich
aus eigenen Studien eine Ko von 1.0 bzw. 2.0 x 10> M (cf. Tab.5). Ahnliche
Bindungskonstanten wurden auch fiir Eugenol (K= 1.4 x 10°M™"), Limonen (Kx= 2.1 x
10°M™) und a-Menthon (K= 1.1 x 10’ M™), die gleiche Kohlenstoffzahlen wie y-Decalacton

besitzen, beschrieben.

Die Bindungskonstanten unterschiedlicher Liganden an RSA (Tab.11) zeigen deutlich, dass
die Fettsiuren Olsdure (Ka=2.5 x 10°M™) und Stearinsiure (Kx= 1.5 x 10*M™) die hichsten
Assoziationskonstanten besitzen. Die Bindungskonstanten in der Verbindungsklasse der
Fettsduren steigen mit zunehmender Kohlenstoffzahl an. Dies macht ein weiteres mal
deutlich, dass die Bindungsstéirke abhédngig von der Hydrophobitit einer Verbindung ist. Die
Stearinsdure zeigt eine um ca. den Faktor 10000 hohere Bindungsaffinitit als z.B. das
§-Undecalacton (Ka= 1.6 x 10%).

Ein Vergleich der Bindungskonstanten von Verbindungen an RSA mit &hnlicher
Kohlenstoffzahl (z.B. 2-Heptanon mit einer K,= 2.7 x 10*> M, y-Heptalacton mit einer
Kx=2.3x 10> M und O-Heptalacton mit einer Kx= 6.5 x 10? M'l) zeigt auch flir RSA die fiir
BLG beobachtete Abhéngigkeit von der Hydrophobitit.

Allerdings lassen sich die oben beschriebenen Zusammenhinge zwischen Bindungskonstante
und Hydrophobitit nicht fiir alle Verbindungen beobachten. L-Tryptophan
(Ka= 0.9 x 10° M ) und D-Tryptophan (Ka= 0.9 x 10° M ) besitzen die gleiche
Hydrophobitdt jedoch deutlich unterschiedliche Bindungskonstanten. Im Vergleich mit
eigenen Studien zeigen z.B. 8-Nonalacton und y-Octalacton (Kx= 0.81 x 10° bzw. 0.95 x 10°
M™) dhnliche Bindungskonstanten wie L- und D-Tryptophan.
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Zur Erkennung von quantitativen Zusammenhangen zwischen Struktur und Bindungsaffinitit
wurden QSAR Studien durchgefiihrt. Hierzu wurden die strukturellen Eigenschaften
verschiedener Liganden (90 Liganden) mit DRAGON-3.0 (Todeschini und Consonni, 2000)
berechnet und anschlieend mittels statistischer Methoden (PLS- und PCA-Analyse) mit ihren
Bindungsaffinititen an BLG (cf. Tab. 10) korreliert. Die Liganden, die zur statistischen
Analyse eingesetzt wurden, sind in der Tab 10 (Verbindung Nr.: 1-5; 7-24; 26-55; 57; 59-76
und 78-89) und Tab. 5 aufgefiihrt.

Die molekularen FEigenschaften von Verbindungen sind chemische Information, die
verschliisselt innerhalb einer molekularen (symbolischen) Darstellung vorliegen. Fiir die
Bestimmung der QSAR Eigenschaften, der in der Tab. 10 und Tab. 5 aufgefiihrten
Verbindungen wurde das Softwarepaket DRAGON eingesetzt. Die Berechnung der
Deskriptoren (Anzahl: 1497), erfolgte aus den generierten dreidimensionalen Raumstrukturen
der Molekiile. Die zur Berechnung herangezogenen Molekiilparameter lassen sich in folgende

18 Hauptgruppen einteilen:

e Konstitutions- Deskriptoren (47 Deskriptoren)

e Topologie Deskriptoren (266 Deskriptoren)

e Molekular Walk Counts (21 Deskriptoren)

e BCUT (B=Frank Burden C= Chemical Abstracts Service UT=University of Texas
(Bob Pearlman)) ist eine Art topologischer Index, basierend auf dreidimensionalen
Strukturen der Molekiile (64 Deskriptoren)

e Galvez topologischer Ladungsindex (21 Deskriptoren)

e 2D Autokorrelation (96 Deskriptoren)

e Ladungs-Deskriptoren (14 Deskriptoren)

e Aromatizitit Index (4 Deskriptoren)

e Random Molekular Profil, welche die Londonkrifte in Ligand Fragmenten in Bezug
auf die molekulare Refraktivitit sowie der strukturellen Eigenschaften der Molekiile
berechnet (41 Deskriptoren)

e Geometrische Deskriptoren (70 Deskriptoren)

e RDF radiale Verteilungsfunktion - Radial Distribution Funktion (150 Deskriptoren)

e 3D-MoRSE - 3D-Molecule Representation of Structures based on Electron diffraction
(160 Deskriptoren)
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e WHIM - Weighted Holistic Invariant Molecular, ein geometrischer Deskriptor wie der
Gravitationsindex, welcher die Molekularfliche und das Volumen darstellt (99
Deskriptoren)

e GETAWAY-Geometry, Topology and Atoms-Weighted Assembly (197 Deskriptoren)

e Funktionelle Gruppe (121 Deskriptoren)

e Atom-Centered (120 Deskriptoren)

e Empirische (3 Deskriptoren)

e Molekular Eigenschaften (3 Deskriptoren)

Mittels PCA-Analyse wurden diejenigen Deskriptoren erkannt, die den Datensatz am besten
beschreiben.  AnschlieBend wurden die verbleibenden Deskriptoren und die
Bindungsaffinititen der Liganden mittels PLS-Analyse weiter verarbeitet. Die Berechnungen
zeigten, dass der Datensatz mit den folgenden 4 molekularen Eigenschaften am besten

beschrieben werden kann:

e Topologischer Deskriptor: HyDp (hyper-distance-path index; Diudea, 1996)

e Deskriptor aus der Hauptruppe RDF (radiale Verteilungsfunktion): RDF115e
(Hemmer et al., 1999) (weighted by atomic Sanderson electronegativities)

e Deskriptor aus der Hauptgruppe der molekularen Eigenschaften: MR (molare
Refraktivitit; Viswanadhan et al., 1998)

e Wiener Index: W3D

Die molar Refraktivitit MR ist ein Deskriptor der nach Gleichung (4-4) berechnet wird.

MR = M/p [(n*-1)/(n?*+2)] (4-4)

M ist die Molekiilmasse, p ist die Dichte und n ist der Brechungsindex. Aus der Gleichung
geht hervor, dass die molare Refraktivitéit sich aus der GroBe des Molvolumens MV = M/p
und des Brechungsindex n zusammensetzt und somit eine Aussage iiber rdumliche
Dimensionen des Molekiils (Ausdehnung) zuldsst.

Der Radiale Verteilungsfunktion Deskriptor (RDF) ist eine statistische Funktion, die die
Atomverteilung um die Lage eines Atoms in einer Struktur berechnet (oft verwendet in

Molekularsimulationen zur Bestimmung von Atomabstinden benachbarter Molekiile). Die

Seite 89



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion

RDF gibt somit an, in welcher Position sich ein bestimmtes Atom befindet und wie viele

Atome man mit dem Radius r um das betrachtete Atom findet (siche Abb. 34)

Abb. 34: Schematische Darstellung des Radius der Atome
bezogen auf das Referenzatom (schwarze Kugel)
Die radiale Verteilungsfunktion erlaubt Aussagen iiber Translationen und berechnet mit einer
Integralgleichung (gemittelte Struktur) die thermodynamischen Eigenschaften wie Druck und
Energie.

Die Gleichung fiir die Radiale Verteilungsfunktion ist nachfolgend dargestellt:

N N-1

g(r)= 2 2 a; aj exp [— b (r —r1jj )2] 4-5)
j i

Dabei ist a; eine bestimmte Eigenschaft von Atom 1 (z.B. Elektronegativitdt); r; ; ist der
Abstand zwischen Atom i und j; b ist der Glittungsparameter oder Smoothing Parameter und

N die Atomzahl des Molekiils.

Mittels zwei PC’s (principle components) konnten mit den oben beschriebenen 4 molekularen
Eigenschaften 84% der Bindungsdaten nach Kalibrierung und 67% nach Kreuzvalidierung
erklart werden.

Fiir die 90 Liganden ergab die Kalibrierung und Validierung aus vorhergesagten (predicted)
gegeniiber den gemessenen Bindungskonstanten eine Korrelation (Kalibrierung) von r° =
0.848 und die Kreuzvalidierung von r* = 0.656. Diese Werte zeigen, dass das statistische
Modell nur eine maiBige Vorhersage von Bindungsdaten anhand von molekularen
Deskriptoren zuldsst. Allerdings ldsst sich mittels der oben beschriebenen PLS-Analyse eine
Abschitzung der Bindungsdaten unbekannter Verbindungen sehr einfach und schnell
durchfithren. Zur exakten Vorhersage von Bindungskonstanten unbekannter Verbindungen

muss die in dieser Arbeit entwickelte und beschriebene Methode (cf. Abschnitt 4.4) eingesetzt

werden.
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Tabelle 10: Bindungskonstanten (Assoziationskonstante K,) und Bindungsseiten n ausgewéhlter Verbindungen an B-Lactoglobulin (BLG)

Nr. Verbindung Ka MY Globale K, n pH-Wert Methode Autor
(nx Ka)
01 Abhexon 8.2x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
02 Benzaldehyd (Bittermandelol) 3.4x10° 3.0 Affinitatschromatographie | Sostmann und Guichard (1998)
6.2 x 10° 1 6.0 Spectrofluorimetrie Marin und Relkin (2000)
03 Butylacetat (Essigsiurebutylester) 8.1x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
04 | Butylbutyrat 4.7 x 10 0.78 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
05 Butylformiat 53x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
06 | Butylpentanoat 53x 107 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
07 Butylpropionat 1.9x 10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
08 (-)-Carveol 5.4x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
09 (-)-Carvon 7.5x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
10 p-Cresol 44x10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
11 v-Decalacton 3.2x10° 3.0 Affinitatschromatographie | Sostmann und Guichard (1998)
12 B-Damascenon 6.1x10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Sostmann und Guichard (1998)
13 Ethylbenzoat 6.7x 10° 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
1.3x10° 1.1x 10° 0.9 3.0 Hummel und Dreyer Pelletier et al., (1998)
Methode
14 | Ethylbutyrat 55x10' 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
1.4x 10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
15 Ethylfuraneol 3.9x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
16 | 4-Ethylguajakol 8.3 x 107 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
17 Ethylheptanoat 14x10° 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
18 | Ethylhexanoat 5.4x 10 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
19 Ethylisobutyrat 1.3 x 107 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
20 Ethylpentanoat 1.9 x 10° 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
3.7x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
21 4-Ethylphenol 8.9 x 10 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
22 Ethylpropionat 1.4x 10" 1.1 3.0 Affinitdtschromatographie | Pelletier et al., (1998)
23 Ethyl-2-Methylbutyrat 2.9x 10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
24 | Ethyl-3-Methylbutyrat 2.8 x 107 3.0 Affinitédtschromatographie | Reiners et al., (2000)
25 | 3-Ethyl-2-methoxypyrazin 1.7x10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
26 Ethylvanillin 4.7x 10° 3.0 Affinitdtschromatographie | Reiners et al., (2000)
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27
28
29
30
31
32
33

34
35
36
37
38
39
40
41

42

43
44
45
46
47
48
49
50

2-Methoxypyrazin
3-Methyl-2-Methoxypyrazin
Eugenol

Furaneol

Guajakol

2-Heptenal

2-Heptanon

1-Hepten-3-O1
2-Hexenal
2-Hexanon
1-Hexen-3-0Ol
Hexylacetat
Hexylpropionat
Iodobutan
ao-Ionon

B-Ionon

Isobutylacetat
3-Isobutyl-2-Methoxypyrazin
Isopentylacetat
Isopropylacetat
3-Isopropyl-2-Methoxypyrazin
3-sec-Butyl-2-Methoxypyrazin
Limonen

Linalool

5.8 x 10
4.6x 107

2.5x 10
2.2x 10°
1.6 x 10°
7.0x 10

2.8x 10°
1.3 x 10*
Keine Bindung
1.7 x 10°
1.9x 10°
1.9x 10°
1.7x 10°
1.5x 10*
1.9x 10*
5.1x 10°

2.1x10°

4.7x 10"
6.2x 10
1.4x10°
1.6 x 10"
2.4x10°

3.3x 107

5.7x 107
1.1x10°

6.3x 10
7.9x10°
1.5x 10?
1.7x 10°
4.5x 10
9.1 x 10?

5.6 x 10°

0.8

0.8

1.1
0.85

3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0

3.0
6.7
3.0
7.0
7.0
7.0
7.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0

Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Statische-Headspace
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Mikrodialyse
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie

Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)

Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Andriot et al., (2000)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Wishnia und Pinder (1966)
Sostmann und Guichard (1998)
Dufour und Haertlé (1990)
Dufour et al., (1994)

Muresan et al., (2001)

Cogan et al., (1976)

Dufour und Haertlé (1990)
Muresan et al., (2001)
Sostmann und Guichard (1998)
Jouene und Crouzet (2000)
Pelletier et al., (1998)

Reiners et al., (2000)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)

Jouene und Crouzet (2000)
Reiners et al., (2000)
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51
52

53
54
55
56

57
58
59

60

61
62
63
64
65

66
67
68

a-Menthon
Methylbenzoat

Methylbutyrat
Methylheptanoat
Methylhexanoat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nerol (Bergamotte-Ol)
p-Nitrophenylphosphat (PNP)
Nonanal

2-Nonanon

1-Nonen-3-ol
Norfuraneol
8-Octalacton
2-Octenal
2-Octanon

v-Octalacton
1-Octen-3-Ol

Palmitinsidure

1.0x 10°
1.0x 10°

2.8x 107

3.1x10°
1.25x ¢
2.5x10°

3.2x 10
Keine Bindung
44%x10°
24x10°
1.2 x 10°

2.0x 10°

2.3x 10°
1.5x 10°
1.3x10°
5.0x 10°

4.5 x 10
6.9x 107
1.0x 10’
6.7x 10°
1.7 x 10°
52x10°
1.0x 10°
2.6x 10°

1.1x10°

2.9x 10?
2.5x10°
1.4x 10"

6.7 x 10?
2.4x10%

1.1x10°

2.4x10°

4.0

9.5x 10?

13.6

1.17

3.0
3.0
6.7
3.0
3.0

3.0
3.0
3.0
5.4
7.0
7.0
3.0
6.0
7.0
3.0
6.7
7.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
6.7
3.0
3.0
3.0
0.9
7.4
7.0
7.2
7.5
7.5

Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Affinitidtschromatographie
Hummel und Dreyer
Methode
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie

Elektronen-Spin-Resonanz
Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz

Mikrodialyse
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Statische-Headspace
Affinitdtschromatographie
Affinitétschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Statische-Headspace
Affinitédtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz

Mikrodialyse

Fluoreszenz

Mikrodialyse
Ultrafiltration
Fluoreszenz

Reiners et al., (2000)
Sostmann und Guichard (1998)
O’Neill und Kinsella (1987)
Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Ray und Chatterjee (1967)
Narayan und Berliner (1997)
Narayan und Berliner (1997)
Reiners et al., (2000)

Farrel et al., (1987)

Jasinski und Kilara (1985)
Sostmann und Guichard (1998)
O’Neill und Kinsella (1987)
Jasinski und Kilara (1985)
Andriot et al., (2000)
Sostmann und Guichard (1998)
Reiners et al., (2000)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
O’Neill und Kinsella (1987)
Andriot et al., (2000)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Frapin et al., (1993)

Fletcher und Spector (1970)
Narayan und Berliner (1998)
Puyol et al., (1991)

Wang et al., (1998)

Wang et al., (1998)
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69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83
84

85
86
87

88
89

Pentanon
2-Pentenal
1-Penten-3-Ol
Pentylacetat
2-Phenylethanol
Propylacetat
Propylbutyrat
Propylhexanoat
Propylpentanoat
Propylpropionat
Protoporphyrin
Pulegon

Retinol

Retinolsiure (Triger-Protein)

Sotolon
Stearinsaure (Octadecansiure)

a-Terpineol
Toluen (Toluol)
v-Undecalacton

Vanillin
4-Vinylguajakol

42 x 10
6.1x 10
2.3x 10

2.5x10°

6.7 x 10°
1.7 x 10°
5.0x 10°
2.8x 10’
1.5x 10*
2.6x 10°
2.1x107
2.2x 107
1.0x 10°
1.5x 10’
2.1x107
5.0x 10°
2.6x 10’

8.3x 10°
3.6 x 10°

4.5x 10°
9.9x10°
8.9x 10°
8.9x 10°
8.8x 10°
1.0x 10*

2.1x 10?
1.3 x 10?
1.3x 10"
1.8 x 10?
1.2x10°
4.5x 107
7.0 x 10

8.5 x 10?

3.1x10"

48x10°

3.2x 10%
1.2x10°

1.09
0.8

0.85
0.63

—

0.99

3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
7.0
3.0
7.5
7.4
7.5
7.5
7.2
8.0
7.0
7.0

7.0
7.0
7.0
8.0
3.0
1.0
3.0
3.0

3.0
7.0
7.0
7.0
7.0
3.0
3.0

Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Affinitétschromatographie
Affinitétschromatographie
Affinitidtschromatographie
Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Mikrodialyse

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz

Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie
Mikrodialyse
Affinitdtschromatographie
Fluoreszenz

Fluoreszenz

Mikrodialyse
Mikrodialyse
Affinitdtschromatographie
Affinitdtschromatographie

Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Sostmann und Guichard (1998)
Pelletier et al., (1998)

Reiners et al., (2000)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Pelletier et al., (1998)

Dufour et al., (1990)

Reiners et al., (2000)

Laligent et al., (1991)
Futterman and Heller (1974)
Fugate and Song (1980)

Jang und Swaisgood (1990)
Puyol et al., (1991)

Cho et al., (1994)

Cogan et al., (1976)

Dufour und Haertlé (1990)
Muresan et al., (2001)

Narayan und Berliner (1998)
Cho et al., (1994)

Macleod et al., (1996)

Cho et al., (1994)

Reiners et al., (2000)

Frapin et al., (1992)

Sostmann und Guichard (1998)
Reiners et al., (2000)

Robillard und Wishnia (1972)
Sostmann und Guichard (1998)
Muresan et al., (2001)

Farrel et al., (1987)

Muresan et al., (2001)
Sostmann und Guichard (1998)
Reiners et al., (2000)

Reiners et al., (2000)
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Tabelle 11: Bindungskonstanten (Assoziationskonstante K,) und Bindungsseiten n ausgewéhlter Verbindungen an Rinderserumalbumin (RSA)
und Humanserumalbumin (HSA)

Verbindung Ka (M) Globale K, n PH- | Methode Autor
(nx K,) Wert

Acenocoumarin HSA | 1.9x 10’ 1 7.4 | Mikrodialyse + Ultrafiltration

(Antikoagulanz)

Anilin RSA 0.5 x 10* 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1 x 10* 4.5 [Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1 x 10* 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Benoxaprofen HSA | 1.5x 10° 1 7.4 | Fluoreszenz Wanwimolruk et al., (1983)

(Propionsiurederivate)

Benzaldehyd RSA 1.4x 107 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1x 10’ 4.5 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1x 10° 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Benzoesiure RSA 0.7 x 10° 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 1.1x10° 4.5 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.3x10° 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Bilirubin HSA | 4.4x10° 1 7.4 | Mikrodialyse Brodersen, R. (1979)
HSA | 5.0x 10’ 2 7.4 | Ultrafiltration Kragh-Hansen, et al., (1972)

1-Butanol RSA 0.3x 10’ 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.4 x 10° 4.5 |Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.4 x 10° 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

2-Butanon RSA 0.2x 10’ 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.2x 10’ 4.5 |Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 02x10° 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Buttersiure RSA Keine Bindung 3.0 [Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA Keine Bindung 4.5 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA Keine Bindung 7.0 [Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Butyraldehyde RSA 0.1x 10’ 3.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1x 10’ 4.5 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)
RSA 0.1x 10° 7.0 | Mikrodialyse Beyeler und Solms (1974)

Cadmium (Cd™) RSA | 1.3x10° 17 5.9 | Zone-Elektrophorese Waldmann-Weyer (1960)

5
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Camptothecin-Alkaloide
Chlorophenoxyisobutyrat
Chlorothiazide

Cicloprofen
Clofibrate (Cholesterin-
Senkung)

y-Decalacton

v-Decalacton (mit 10% Ethanol)

Decanal

Decanoat
1,10-Decandiol

1-Decanol

Decansiure (Caprinsiure)
Diazepam (Tranquilizer)
2,5-Dimethylpirazine

Dicoumarol (Antikoagulans)

Digitoxin
Dodecanal
Dodecanoat/ Laurat

Dodecanol
Farbstoff Coomassie Blau

HSA
RSA
RSA

RSA
HSA

RSA
RSA
RSA

RSA
RSA

RSA
HSA

HSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA

RSA
HSA

RSA
RSA

8.0x 10°
1.3x10°
3.1x10*

1.9x 10*
2.5x10*

8.6 x 10°

~1.6x10°
2.0x 10

6.0 x 10*
7.3 x 10

7.0x 10*
1.0x 10*

0.2x10°
49x10°
Keine Bindung

2.0x 10°

Keine Bindung
22x10°
7.7 x 10°
29x10°
43x 10*
6.9 x 10*
2.0x 10*

23x10°
®K)2.4x10°— K, 3.5x 10°

1.5x10°
9.2x 10*

[N

1.1

6-7
9-10

6-7

4-5

7.4
7.4
7.4

7.4
7.4

53
53
8.0

6.8
8.0

5.6
8.0

7.4
7.4
3.0
4.5
7.0
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
8.0

6.8
7.4

6.8

Fluoreszenz
Mikrodialyse
Mikrodialyse

Fluoreszenz
Mikrodialyse

Mikrodialyse
Mikrodialyse

Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Fluoreszenz

Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Fluoreszenz

Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Fluoreszenz

Gelfiltration
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Circulardichroismus
Mikrodialyse
Mikrodialyse

Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Fluoreszenz
Schrittweisen-Gleichgewichts
Methode

Fluoreszenz
Spektrophotometrie

Chignell, C., (1969)
Spector, A.A. et al., (1973)
Breckenridge und Rosen
(1971)

Wanwimolruk et al., (1983)
Nazareth, R.I. et al., (1974)

Druaux, C. et al., (1995)
Druaux, C. et al., (1995)
Schopp und Aurich (1974)

Reynolds et al., (1968)
Schopp und Aurich (1974)

Reynolds et al., (1968)
Schopp und Aurich (1974)

Wanwimolruk et al., (1983)
Miiller und Wollert, (1973)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Garten und Wosilait (1972)
Chignell (1970)

Perrin et al., (1973)

Brock (1975)

Lukas und Martino (1969)
Schopp und Aurich (1974)

Reynolds et al., (1968)
Ashbrook et al., (1974)

Reynolds et al., (1968)
Sohl, J.L. und Splittgerber
(1991)
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Flurbiprofen RSA | 3.3x 10° 0.9 7.4 |Fluoreszenz Wanwimolruk et al., (1983)
Glibenclamide HSA | 7.7x 10° 2 7.4 | Mikrodialyse Crooks und Brown (1974)
Halofenat RSA | 1.6x10° 3 7.4 | Mikrodialyse Spector, A.A. et al., (1973)
(p-Chlorphenylessigsiure)
2-Heptanon RSA | 2.7x 10 7.0 | Mikrodialyse Damodaran und Kinsella (1980)
Ibuprofen RSA | 2.7x 10° 1 7.4 | Mikrodialyse Whitlam, J.B. et al., (1979)

RSA | 8.6x 10* 1.1 7.4 | Fluoreszenz Wanwimolruk et al., (1983)
Indomethacin RSA | 1.0x 10° 1 7.4 |Mikrodialyse Hultmark, D., (1975)
Iopanoat RSA | 6.7x 10° 1 7.4 | Ultrafiltration Mudge et al., (1978)

RSA | 7.0x 10° 3 7.4 | Mikrodialyse Lang und Lasser (1967)
Ketoprofen HSA | 1.3x10° 0.9 7.4 | Fluoreszenz Wanwimolruk et al., (1983)
Kupfer (Cu™) HSA | 9.0x 10° 1 7.0
Lidocaine RSA | 1.3x10° 2 7.4 | Mikrodialyse Sawinski und Rapp (1963)
Linoleat RSA | ®)7.9x10" - (k,)6.8x 10" 7.4 | Schrittweisen-Gleichgewichts | Ashbrook et al., (1974)

Methode
Mepivacaine (lokales RSA
Betidubungsmittel) 2.5x10° 2 7.4 | Mikrodialyse Sawinski und Rapp (1963)
Myristat RSA ; . Schrittweisen-Gleichgewichts
®K)2.11 x 10" — K471 x 10 7.4 |Methode Ashbrook et al., (1974)

Naproxen RSA | 2.5x 10° 1 7.4 |Fluoreszenz Wanwimolruk et al., (1983)
Natrium-Decylsulfat RSA | 1.4x10° 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Natrium-Decylsulfonat RSA | 9.0x 10’ 5 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Natriumdodecylsulfat RSA | 1.2x10° 8-9 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)

RSA | 2.8x 10° 3.9 7.5 | Fluoreszenz Halfman und Nishida (1972)

RSA | 45x10° 4.0 6.0 |Fluoreszenz Halfman und Nishida (1972)
Natriumdodecylsulfonate RSA | 3.0x10° 6 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Natriumoctanoat RSA | 5.0x 10* 4-5 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Natrium-OctylSulfat RSA | 6.0x 10’ 4-5 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Natrium-QOctylSulfonat RSA | 1.0x 10’ 3 6.8 | Fluoreszenz Reynolds et al., (1968)
Nonanal RSA 6.7x 10° 21.5 7.0 | Mikrodialyse Jasinski und Kilara (1985)
2-Nonanon RSA 1.4 x 10 15.0 7.0 | Mikrodialyse Jasinski und Kilara (1985)

RSA | 1.9x 10° 7.0 | Mikrodialyse Damodaran und Kinsella (1980)
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Novobiocin
1,8-Octandiol

1-Octanol

2-Octanol

Oleat
Palmitinsiiure
Pamaquine
Phenol
Phenylbutazone
Phenylalanin
Procaine
(Betiubungsmittel)
Chinidin
Salicylat

Stearinsdure (Octadecansiure)

Sulfaethidol
Sulfamethizol

Sulfamethoxazol

HSA
RSA

RSA
RSA
HSA

RSA

RSA

RSA

RSA
RSA
RSA
HSA
HSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA

RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA

55x10°
3.8x 10°

3.0x 10°
2.5%x10°
3.5x 10°

52x10°

®)2.5%x 10°— (k) 3.8x 10°

®)6.1x 107 — (K2) 2.5 x 10*

6.4x 10’

1.0x10°
2.5x10°

3.1x 10°

1.4x10°
1.3x10°

22x10°

®n 1.5 x 10° — (k) 2.

1.5x 10°
1.1x 10!
8.5

2.1x107°
3.3x 107
43x10°

Keine Bindung
Keine Bindung
Keine Bindung

4x10*

4-5
10
10

[\

7.4
8.0

6.8
8.0
8.0

8.0

7.4

7.4

7.4
3.0
4.5
7.0
7.4
7.4
3.0
4.5
7.0
7.7

7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4
7.4

Mikrodialyse

Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Fluoreszenz

Gelfiltration (Sephadex G 50)
Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Kinestische Messungen
(Doppelstrahlphotometer)
Schrittweisen-Gleichgewichts
Methode
Schrittweisen-Gleichgewichts
Methode

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Dynamische Dialyse
Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse

Mikrodialyse
Mikrodialyse

Dynamische Dialyse
Schrittweisen-Gleichgewichts
Methode

Mikrodialyse

Mikrodialyse
Mikrodialyse

Brand und Toribara (1975)
Schopp und Aurich (1974)

Reynolds et al., (1968)
Schopp und Aurich (1974)
Schopp und Aurich (1974)

Schopp und Aurich (1974)
Ashbrook et al., (1974)
Ashbrook et al., (1974)

Naik, D.V. et al., (1975)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Ghignell (1969)

Brown und Crooks (1976)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Sawinski und Rapp (1963)

Nilsen und Jacobsen (1976)
Hultmark (1975)

Brown und Crooks (1976)
Ashbrook et al., (1974)
Janssen und Nelen (1979)
Macheras et al., (1986)
Macheras et al., (1986)
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Sulfisoxazol
Phenolrot

Tetradecylsulfat
D-Tryptophan
L-Tryptophan
Vanillin

Warfarin (Antikoagulans)

RSA

HSA
RSA
RSA
RSA
HSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
RSA
HSA

7.2
0.6x 10°
0.6x 10’
1.0x 10°
0.9x 10°
0.9 x 10*

2.5x 10°
89x10*
1.5x 10°
23x10°

0.7x 10°
0.4x10°
0.4x10°

10-11

—_— N DN =

7.4
7.0
7.0
6.8
~7
~7
3.0
4.5
7.0
7.4
7.4
7.4
7.4

Mikrodialyse
Dynamische Dialyse
Dynamische Dialyse
Fluoreszenz
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Mikrodialyse
Fluoreszenz
Mikrodialyse
Dynamische Dialyse
Mikrodialyse + Ultrafiltration

Macheras et al., (1986)
Sparrow et al., (1982)

Kanfer et al., (1976)
Reynolds et al., (1968)
Phuong-Nguyen et al., (1982)
Phuong-Nguyen et al., (1982)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Beyeler und Solms (1974)
Sudlow et al., (1975)

Garten und Wosilait (1972)
Brown und Krooks (1976)
Tillement et al., (1974)
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Abb. 35: Darstellung ausgewdhlter Ligandenstrukturen (Tab. 11) fiir Rinderserumalbumin.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Referenzsubstanzen, Materialien und Software

Referenzsubstanzen

Die Aromastoffe y-Heptalacton, y-Octalacton, y-Nonalacton, y-Decalacton, y-Undecalacton,
0-Nonalacton, 6-Decalacton, d-Undecalacton, Buttersdureethylester, Hexansduremethylester
sowie die Proteine B-Lactoglobulin (Kuhmilch, genetische Variante A + B) Bestellnummer L-
3908 und Rinderserumalbumin (frei von Lipiden) Bestellnummer A-7511 wurden von der
Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), d-Heptalacton und 6-Octalacton von der
Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Fiir die Ultrazentrifugation wurden Ultrazentrifugationsrohrchen Centricon-10 (MW cut off:

10000) von Millipore (Eschborn, Deutschland) bezogen.
Fiir die Gleichgewichtsdialyse wurde eine Gleichgewichtdialysezelle fiir Mikroproben aus
Acrylglas (4 Mikro-Kammer, Kammer-Volumen 1,0 ml) von Thomaphor® Reichelt

Chemietechnik (Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Die Gleichgewichts-Dialysemembran ((RC), Regenerierte Cellulose, MW cut off: 10000)

wurde von Diachema Dianorm GmbH (Miinchen, Deutschland) bezogen.

Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)

Die Konzentrationsbestimmung der Geruchsstoffe bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Bindungsversuche, erfolgte mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)
durch ElektronenstoBionisation (GC/MS(EI)).

Gaschromatographie

Gaschromatograph: Hewlett-Packard HP 5890 Serie II.

Massenspektrometrie

Massenspektrometer Detektor (MDS): Hewlett-Packard HP 5971 A EI, 70 eV; Temperatur
der Ionenquelle 220°C und der Transferline 280°C.

Sdule: 30 m x 0,32 mm, 0,25 um df DB-FFAP (Free Fatty Acid Phase) Phase: Nitro-

terephtalic acid modified polyethylen glycol, von J&W-Scientific (Agilent. Bdblingen,
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Deutschland). Injektion: on-column  (Vorsdule: 3m x 0.53 mm Innendurchmesser,
Methyldesaktiviert). Tragergas: Helium, Sdulenvordruck: 0,88 bar, Fluss: 1,0 ml/min = 24.1
cm/s.

Temperaturprogramm: 250°C

O O

o . 15 min.
60°C o
® O &°C/min.

35°C ° i
O 40°C/min.

1 min.

Enantioselektive Gaschromatographie

Fiir die Untersuchungen zur Enantioselektivitit der Lacton-Bindung an BLG und RSA wurde
die chirale Sédule BGB-174 (2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-pB-cyclodextrin) eingesetzt
(BGB-Analytik SchloBbdckelheim, Deutschland).

220°C
Temperaturprogramm: O O

o 5 min.
O 170°C O 2°C/min.

120°C °C/min
35°C C 40°C/min.

1 min.

Software

Molecular Modelling Berechnungen wurde mit den Softwareprogrammen Hyperchem 5.01
(Hypercube, Ganesville, Florida, USA), WinMopac 97, Fujitsu, Chiba, Japan) und WebLab
Viewer 2.0 (Molecular Simulations, San Diego, USA) durchgefiihrt.

Fir die Entwicklung der Torsionsparameter wurde das Software Packet Gaussian98
(Gaussian, Inc. Carnegie, USA) angewendet. Als Kraftfeld-Programm fiir die
Molekiildynamik wurde AMBER 94 (Department of Pharmaceutical Chemistry Univ.

California, San Francisco, USA) eingesetzt.
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Zur Erkennung von moglichen Bindungspositionen wurde das Softwarepaket GRAMM
(Bioinformatics Lab. Dep. of Applied Mathematics and Statistics , SUNY at Stony Brook.
NY) eingesetzt. Fiir die Optimierung der Bindungspositionen wurde das Modellierungs-
programm AUTODOCK (The Scripps Research Ins. MB-5 Dep. of Molecular Biology. La
Jolla, CA. USA) angewendet und zur exakten Bestimmung der intermolekularen
Wechselwirkungen wurde TINKER (Dep. of Biochemistry and Molecular Biophysics,
Washington Univ. School of Medicine, Saint Louis, Missouri. U.S.A.) eingesetzt.

Die Bindungskonstanten wurden mittels des Statistikprogrammes Origin® 6.0 (Microcal

Software Inc.) und TableCurve 2D 4.0 von SPSS Science (Erkrath, Deutschland) berechnet.

Fiir die Vorhersage von Bindungskonstanten verschiedener Liganden an Proteine aus der
Literatur und eigenen Studien, wurde das Programm DRAGON-3.0 (Milano Chemometrics
and QSAR Research Group, Milano. Italien) eingesetzt.

5.2  Bestimmung der physiko-chemischen Eigenschaften von ausgewéhlten Lactonen.
5.2.1 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten (LogP-Werte) Octanol/Wasser und

Cyclohexan /Wasser.

Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten (LogP-Werte) erfolgte in den
Losungsmittelmischungen Octanol/Wasser (Log Poc) und Cyclohexan/Wasser (Log Pcyc)
mittels der Scheidetrichter-Methode (Leo et al. 1971). Eine bekannte Konzentration des
Aromastoffes (5 - 10 pug) wird in einem Sovirelglas (Volumen 10 ml) in Octanol bzw.
Cyclohexan (4 ml) gel6st, mit Wasser (4 ml) {iberschichtet und 30 min bei Raumtemperatur
(20°C) kriftig geriihrt. Danach 15 min stehen lassen und 5 min in einer Ultrazentrifuge zur
vollstindigen Trennung der beiden Phasen bei 4700 U/min (g= 2270 Rel.
Zentrifugalbeschleunigung, Zentrifuge Hermle Z200A, Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen, Deutschland) zentrifugieren. Von der Wasserphase und der organischen Phase,
Aliquote (2 ml) abnehmen und mit einer bekannten Konzentration an internem Standard
versetzen. Die Wasserphase mit Pentan/Diethylether (50 + 50m v/v, 2 x 2 ml) extrahieren und
iiber Natriumsulfat trocknen. Die Konzentrationsbestimmung der Verbindung in der
wassrigen und organischen Phase erfolgt mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie

durch ElektronenstoBionisation (GC/MS(EI), cf. 5.1).
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Sdule: 30 m x 0,32 mm, 0,25 pm df DB-FFAP (Free Fatty Acid Phase) Phase: Nitro-
terephtalic acid modified polyethylen glycol, von J&W-Scientific (Agilent. Bdblingen,
Deutschland). Injektion: on-column  (Vorsdule: 3m x 0.53 mm Innendurchmesser,
Methyldesaktiviert). Tragergas: Helium, Sdulenvordruck: 0,88 bar, Fluss: 1,0 ml/min = 24.1
cm/s.

Temperaturprogramm:
250°C
O O

o . 15 min.
60°C o
O O 8 C/mln.
35°C ° i
O 40°C/min.

1 min.

Die Bestimmung der y-Lactone (C;-C;;) bzw. der - Lactone (C;-Cy;) erfolgte unter
Verwendung der entsprechenden - bzw. y-Lactone als internem Standard. Die
Auswertung erfolgte tiber die Peakflichenverhiltnisse der Massen m/z 85 (y-Lactone)
und m/z 99 (6- Lactone) unter Beriicksichtigung des MS(EI)-Korrekturfaktors (cf.
Tab.12).

Tab. 12 Korrekturfaktoren

Verbindung Korrekturfaktor
v-Heptalacton 0.33
v-Octalacton 0.32
v-Nonalacton 0.44
y-Decalacton 0.44
v-Undecalacton 0.48
d-Heptalacton 2.96
0-Octalacton 2.19
d-Nonalacton 2.28
d-Decalacton 2.26
d-Undecalacton 2.12
Hexansduremethylester 0.98
Buttersduremethylester 1.01

Seite 104



Kapitel 5: Experimenteller Teil

5.2.2 Bestimmung der Loslichkeit in Wasser und in Phosphatpuffer.

Die Bestimmung der Loslichkeit der ausgewéhlten Lactone erfolgte durch Sittigung der
Pufferlosung (Phosphatpuffer pH 7.0, KH,PO4 0,066 mol/L ; Na,HPO4 0,083 mol/L) bzw.
durch Séttigung des bidestillierten Wassers bei Raumtemperatur (20°C) mit dem jeweiligen
Aromastoff im Sovirelglas (Volumen 10 ml). Zur vollstindigen Trennung der beiden Phasen
wurde bei 4700 U/min (g= 2270 Rel. Zentrifugal Beschleunigung, Zentrifuge Hermle Z200A,
Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Deutschland) 10 Minuten zentrifugiert. Danach 100ul
der gesittigten Losung abnehmen und mit einer bekannten Konzentration an internem
Standard versetzen und mit Pentan/Diethylether (50 + 50, v/v) extrahieren und {iber

Natriumsulfat trocknen.

Die Bestimmung der y-Lactone bzw. der 8- Lactone erfolgte unter Verwendung der
entsprechenden o8- bzw. y-Lactone als internem Standard. Die Auswertung erfolgte iiber
die Peakflichenverhiltnisse der Massen m/z 85 (y-Lactone) und m/z 99 (5- Lactone)
unter Beriicksichtigung des MS(EI)-Korrekturfaktors (cf. Tab. 12). Die gaschromato-

graphischen Bedingungen und das Temperaturprogramm sind unter 5.2.1 beschrieben.

5.3 Bestimmung der Bindungskonstanten

5.3.1 Bestimmung der Bindungskonstanten mittels Ultrazentrifugation (UCF)

Die Bindung von Lactonen an Rinderserumalbumin und B-Lactoglobulin wurde mittels
einer Ultrafiltrationsmethode (Whitlam und Brown, 1981), der so genannten
Ultrazentrifugation, bei Raumtemperatur in konventionellen Ultrazentrifugations-
einheiten (cf. Abb.13) mit einem Proteinauschluss von 10000 untersucht.

Die Proteine Rinderserumalbumin und B-Lactoglobulin (0.45 mmol/L) wurden mit 2 ml
Aromastofflosung (0,24 pumol/l — 3 mmol/l) pH 7 bzw. pH 6,5 (KH,PO4 0,066 mol/l ;
Na,HPO4 0,083 mol/l) versetzt und fiir 30 min inkubiert. Danach wurden die Losungen
fiir 3 min ultrazentrifugiert (4700 U/min, g= 2270 Rel. Zentrifugal Beschleunigung), das
erhaltene Filtrat (ca. 0,2 ml) verworfen und anschlieBend fiir weitere 20 min zentrifugiert
(Zentrifuge Hermle Z200A, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Deutschland). Von
dem erhaltenen zweiten Eluat (ca. 0,6 ml) sowie von der Retentatlosung wurden jeweils
0,5 ml zur quantitativen Bestimmung der Geruchsstoffe eingesetzt. Retentatlosung, die an

Protein gebundenen und frei vorliegenden Geruchsstoff enthélt, sowie das Eluat, das
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ungebundenen Aromastoff enthilt, wurden nach Zugabe eines internen Standards (cf.
Bestimmung der LogP-Werte) mit Pentan (2 x 2 ml) extrahiert, die organische Phase tliber
Natriumsulfat getrocknet und mittels Destillation an einer Vigreux-Kolonne (50 x 1 cm)
und Mikrodestillation (Bemelmans, 1979) konzentriert und durch GC/MS(EI) unter
Berticksichtigung des Korrekturfaktors analysiert (¢f. Tab. 12). Die gaschromato-

graphischen Bedingungen und das Temperaturprogramm sind unter 5.2.1 beschrieben.

Zur Aufnahme der Bindungsisotherme einer Verbindung wurden unterschiedliche
Aromastoffkonzentrationen (Konzentrationsbereich 1 x 10* pug/L — 1 x 10° pg/L) bei
gleichbleibender Proteinkonzentration (8.9 x 10~ mol/L RSA ; 4.45 x 10 mol/L BLG)

untersucht.

5.3.2 Bestimmung der Bindungskonstanten mittels Mikrodialyse (MDA)

Als Standardmethode zur Bestimmung der Bindungsparameter von Lactonen an
Rinderserumalbumin und B-Lactoglobulin wurde die Gleichgewichtsdialyse (Fares et al.,
1998; O'Neill & Kinsella, 1987) eingesetzt. Es wurde eine Gleichgewichtdialysezelle (cf.
Abb.14), die aus Acrylglas mit 4 Mikrokammern besteht, (Volumen: 1 ml, zwei Teile fest
zusammengeschraubt, Zellkammern durch eine Dialysemembrane aus regenerierte Cellulose
getrennt mit einem Proteinauschluf3 von 10000) eingesetzt.

Die Proteine Rinderserumalbumin und B-Lactoglobulin (0.45 mmol/L) wurden in 0,5 ml
Pufferlosung (KH,PO4 0,066 mol/l ; Na,HPO4 0,083 mol/l) pH 7 bzw. pH 6,5 gelost und
in einer der Seiten der Zellkammer gegeben (Proteinphase). Die andere Seite der Zellkammer
(Aromaphase) wird mit Aromastoff (0,24 pumol/L — 3 mmol/L) in Pufferlosung pH 7.0 bzw.
pH 6.5 befiillt und fiir 12 Stunde inkubiert.

Danach werden jeweils 200 pl Aromaphase bzw. Proteinphase zur quantitativen
Bestimmung der Geruchsstoffe eingesetzt. Die Proteinphase, die gebundenen und frei
vorliegenden Geruchsstoff enthélt, sowie die Aromaphase, die den freien Geruchsstoff
enthdlt, wurden nach Zugabe eines internen Standards (cf. Bestimmung der LogP-Werte)

mit Pentan extrahiert, die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und je nach
Konzentrationsverhiltnissen mittels Destillation an einer Vigreux-Kolonne (50 x 1 cm)
und Mikrodestillation (Bemelmans, 1979) konzentriert und durch GC/MS(EI) unter
Berticksichtigung des Korrekturfaktors analysiert (¢f. Tab. 12). Die gaschromato-

graphischen Bedingungen und das Temperaturprogramm sind unter 5.2.1 beschrieben.
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5.3.3 Konzentrationsbestimmung der Lactone im Gasraum in Anwesenheit von

Proteine: Statische-Headspace-Analyse (SHA)

Die Analyse der y- und d-Lactone im Gasraum in An- und Abwesenheit von Protein
(Rinderserumalbumin (RSA) und B-Lactoglobulin (BLG), 4,5x10™ mol/L BLG bzw. RSA, 20
mg/L Geruchsstoff, Phosphatpuffer pH 7 0.08 mol/L,KH,PO4/Na,HPO,) erfolgte mittels einer

Headspacemethode mit statischer Probenahme Technik.

Die Statische-Headspace wurde mit einen Chrompack CP 9001 mit TCT /PTI 4001
Headspace-Injektor (cf. Abb.15) (Varian-Chrompack, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.
Die Proben (Lacton/Pufferflosung und Lacton/Protein/Pufferlésung, 10 ml) wurden in ein
gasdichtes Gefdll (200 ml) gegeben und temperiert (3 Stunden, 30°C). Die Probenahme
erfolgte mit einer gasdichten Spritze (SGE, Volumen: 10 ml). AnschlieBend wurde der
Gasraum in das TCT/PTI-Gerdtesystem injiziert (3-10 ml, Injektions-Geschwindigkeit 10
ml/min) und dann mittels GC/MS (Hewlett-Packard MSD 5971, Agilent, Waldbronn,
Deutschland) bzw. GC/FID analysiert (cf. schematische Darstellung Abb. 36). Die gas-
chromatographischen Bedingungen und das Temperaturprogramm sind unter 5.2.1

beschrieben.

Das TCT/PTI 4001 System wurde im Desorptions-Modus fiir 15 min bei 200°C mit einem
Fluss von 20 ml Helium betrieben. Die Kiihlfalle, eine Fused-Silica-Trap (40 cm x 0,53 mm,
mit CP-Sil8CP beschichtet, 5 um Filmdicke), wird mit fliissigem Stickstoff auf —110°C
gekiihlt und nach 15 min wird die Kiihlfalle (Trap) innerhalb weniger Sekunden auf 200°C
aufgeheizt und fiir 1 min gehalten. Dabei werden die auf der Fused-Silica-Trap kondensierten
Verbindungen auf die Kapillarsdule injiziert.

Die Quantifizierung des Aromastoffes erfolgte nach folgenden Methoden:

1. Durch Injektion eines Standards in Pentanldsung (1ul) direkt nach der Headspace-
Probeneinspritzung (interne Kalibrierung). Die quantitative Bestimmung der y-
Lactone bzw. der 8- Lactone im Gasraum erfolgte unter Verwendung der
entsprechenden &-  bzw. y-Lactone als internem Standard. Die Auswertung
erfolgte liber die Peakflichenverhéltnisse der Massen m/z 85 (y-Lactone) und m/z
99 (8-Lactone) unter Beriicksichtigung des MS(EI)-Korrekturfaktors (cf. Tab. 12)
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2. Durch Injektion des entsprechenden Standards in Pentan (I1pl) in einem getrennten

Lauf (externe Kalibrierung).

Gasdichte Spritze

Abb. 36: Schematische Darstellung der statischen Headspace-Methode (SHA)
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6 Zusammenfassung

Aromastoffe konnen mit Lebensmittelinhaltstoffen wie z.B. Proteinen in Wechselwirkungen
treten. Dies kann zum einen verbunden sein mit einer chemischen Reaktion zwischen
Aromastoffen und dem Makromolekiil oder zum anderen mit nicht kovalenten
Wechselwirkungen zwischen Aromastoff und Protein. Die freie Bindungsenthalpie eines lose
assoziierten Komplexes ist geprdgt von sterischen, entropischen und thermodynamischen
Beitrdgen. Die Bindungsstirke eines Ligand-Protein-Komplexes wird durch die experimentell
zugingliche Assoziationskonstante (K,) bzw. durch die Dissoziationskonstante (Kp)

charakterisiert.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die systematische Untersuchung von Bindungs-
konstanten ausgewaihlter Geruchstoffe (y- und 5-Lactone von C7-C;; sowie einige aliphatische
Ester) an  bedeutende  Nahrungsmittelproteine  (B-Lactoglobulin, BLG  und
Rinderserumalbumin, RSA). Hierzu wurde zum einen die Ultrazentrifugations- und
Mikrodialysetechnik eingesetzt und zum anderen wurde eine Headspace-Methode zur
Bestimmung der Verteilungsgleichgewichte von Geruchsstoffen zwischen einer wissrigen
Protein-Aromastoff- Losung und dem dariiber befindlichen Gasraum entwickelt. Mittels
Dialysetechnik wurde in den Verbindungsklassen der y- und o-Lactone fiir das vy-
Undecalacton an Rinderserumalbumin (RSA, Kx=1.6 x 10°  M") und an B-Lactoglobulin
(BLG, K»=5.9 x 10° M™") die héchsten Assoziationskonstanten ermittelt. In der Reihe der -
bzw. &-Lactone nahm die Assoziationskonstante mit kleiner werdenden Molekulargewichten
ab. Bei der Bestimmung der Verteilungsgleichgewichte zwischen Protein-Aromastoff-Losung
und Gasraum wurde eine Reduzierung des Geruchsstoffes im Gasraum von z.B. 60 % fiir 6-

Decalacton bei Anwesenheit von RSA im Vergleich zur Losung ohne Protein festgestellt.

Die Einflussgroen auf die Stirke der Protein-Ligand-Wechselwirkung wurden mittels
Molecular Modelling Untersuchungen (Molecular Dynamik- und Molecular Mechanik
Simulationen) sowie unter Einbeziehung der physiko-chemischen Eigenschaften (Lipophilitit,

Loslichkeit) der Verbindungen ermittelt.

Um den Einfluss der Lipophilitit auf das Bindungsverhalten zu bewerten, wurden die
Verteilungskoeffizienten (LogP-Werte) der Verbindungen in Octanol/Wasser und

Cyclohexan/Wasser untersucht. Der Einfluss dieser GroBe auf die Bindungsstirke in der
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Klasse der y- und d-Lactone an B-Lactoglobulin und Rinderserumalbumin zeigte, dass die
Lipophilitit einer Verbindung einen wesentlichen Beitrag zur Bindungsaffinitit leistet.
Liganden wie y-Undecalacton und 8-Undecalacton mit den hochsten Bindungsaffinititen an
den untersuchten Proteinen, zeigten auch die hochste Lipophiliteten bzw. LogPocvn,o Werte
von 3.30 bzw. 2.93. Bisher sind dies die ersten umfassenden physiko-chemischen Daten

(Loslichkeit und LogPocvi.0 Werte), die liber Lactone in der Literatur zur Verfligung stehen.

Der Einsatz von Molecular Modelling fiihrte zur Identifizierung einer bisher in der Literatur
nicht beschriebenen ,,Lacton-Bindungsstelle® am Protein B-Lactoglobulin (BLG). Gestiitzt
wurden diese Untersuchungen durch kompetitive Hemmungsversuche bei Liganden mit
bekannten Bindungspositionen an B-Lactoglobulin (BLG).

Bestehende Molecular Modelling Programme und statistische Methoden mussten
entscheidend weiterentwickelt und modifiziert werden, um sie fiir die Vorhersage von
Struktur-Wirkungsbeziehungen bei Lactonen nutzen zu kdnnen. Die experimentell ermittelten
Bindungsenergien wurden mit den durch Molecular Modelling berechneten Daten (van der
Waals- und elektrostatische = Wechselwirkungen des  Protein-Ligand-Komplexes;
intramolekulare Energie-, Rotationsfreiheitsgrade- und LogPocvm,o Werte des Liganden)
verglichen. Eine statistische Untersuchung mittels Partial Least Square (PLS) Analyse zeigte
einen Korrelationskoeffizienten fiir die Kalibrierung von 0.992 und fiir die Kreuzvalidierung
von 0.98. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Molecular Modelling Methode ist ein
geeignetes Verfahren zur Vorhersage von Bindungskonstanten unbekannter Verbindungen an

Makromolekiile.

Quantitative Struktur-Aktivitdtsbeziehungen (QSAR) mit nur zwei Variablen (van der Waals-
und elektrostatische Wechselwirkungen des Protein-Ligand-Komplexes) ergab einen
Korrelationskoeffizient von 0.976 und eine Kreuzvalidierung von 0.893. Diese
Untersuchungen zeigen, dass auch andere Faktoren wie Rotationsfreiheitsgrade und

Lipophilitit ein grofe Rolle bzgl. der Bindungsaffinitét spielen.

Weiterhin wurden QSAR Studien mit Bindungsdaten, die aus der Literatur entnommen
worden sind (90 Verbindungen), durchgefiihrt. Aus 1497 molekularen berechneten
Eigenschaften der Verbindungen konnten 4 Deskriptoren mittels PLS Analyse erkannt
werden, die eine Vorhersage der Bindungsaffinitit ermoglichen. Fiir die 90 Liganden ergab

die Kalibrierung und Validierung aus vorhergesagten gegeniiber den gemessenen
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Bindungskonstanten eine Korrelation (Kalibrierung) von r* = 0.848 und die Kreuzvalidierung
eine Korrelation von r* = 0.656. Diese Werte zeigen, dass das statistische Modell nur eine
mifBige Vorhersage von Bindungsdaten anhand von molekularen Deskriptoren zulésst.
Allerdings ldsst sich mittels der oben beschriebenen PLS-Analyse eine Abschitzung der

Bindungsdaten unbekannter Verbindungen sehr einfach und schnell durchfiihren.
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