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1 Einleitung

In den letzten Jahren haben die Aktivitidten im Bereich der Glycobiologie und der
Kohlenhydratchemie zugenommen. Durch Fortschritte in der Aufklarung natiir-
licher Kohlenhydratstrukturen, in der Synthese zunehmend komplexer Kohlen-
hydrate oder deren Mimetika, sowie wegen ersten therapeutischen Anwendun-
gen auf Kohlenhydratbasis werden zunehmend rascher Einblicke in die vielfalti-
gen Rollen der Kohlenhydrate in biologischen Systemen gewonnen?. Diese Ent-
wicklung stellt neue Anforderungen an die Entwicklung und Etablierung neuer

synthetischer, aber auch analytischer Methoden.

1.1 Kohlenhydrate

Kohlenhydrate, Saccharide, sind, bezogen auf die Masse, die am héaufigsten vor-
kommenden Biomolekiile. Sie werden in Mengen von einigen 100 Milliarden
Jahrestonnen durch Photosynthese produziert. Die photosynthetisch gewonne-
ne Energie wird in Form der Kohlenhydrate chemisch gespeichert und steht den

Organismen durch Glycolyse wieder zur Verfiigung?.

Die Bezeichnung ,Kohlenhydrat” stammt aus dem 18. Jahrhundert und ldsst
sich auf die allgemeine Summenformel C,(H,0), der meisten Saccharide zu-
riickfithren. Man schloss daraus, dass es sich um Wasseraddukte / Hydrate der

Kohle handele. Rasch zeigte sich jedoch, dass Kohlenhydrate Alkohol- und Car-

bonylfunktionalitdten enthalten. Daher werden heutzutage Monosaccharide als

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den personlichen Gebrauch.



1 Einleitung

Aldehyd- (vgl. [All, [AR, [AB) oder Keton-Derivate (vgl. [A#) von Polyhydroxyal-
koholen mit Kettenldngen von wenigstens drei Kohlenstoffatomen definiert, die
in der Regel in Form der cyclischen Halbacetale vorliegen (siehe Abbildung [LT)).
Ferner ziahlt man deren Derivate, die man durch Oxidation zu Zuckersauren,
durch Reduktion zu Polyalkoholen oder durch Derivatisierung der Hydroxy-
gruppen erhalten kann, zu den Kohlenhydraten; so erhdlt man Aminozucker
(vgl.[AB), Desoxyzucker (vgl. [Ab), phosphorylierte oder sulfatierte Zucker. Ver-
kniipft man zwei Monosaccharide unter Wasserabspaltung fiihrt dies zu Disac-
chariden (vgl.[Al7 oder[AB); wird dies fortgesetzt erhdlt man Oligo- oder Polysac-
charide3. Kohlenhydrate bilden neben den Lipiden, Peptiden und Nucleinsau-
ren eine weitere Klasse an bedeutenden Naturstoffen. Die Polysaccharide geho-

ren neben den Proteinen und Nucleinsduren zu den bedeutendsten natiirlichen

Makromolekiilen22.
CHO
—OH
Ho M OH OH
HO— o o
HO 0
—] )_OH
HO HO OH HO on %o oH
—OH OH OH
CH,OH [An AR AB
CH,OH D-Galactose D-Glucose D-Mannose
—O HOCH, CH,OH OH OH
O
HO— HO e}
HO 0
—OH OH HO OH HO OH
L OH OH HNAC HO
CH,OH Al A5 A
D-Fructose N-Acetyl-D-glucosamin L-Fucose
OH
OH_-OH OH OH
HOHO R @)
HO (@] Ho HO
OH HO OH 0)
OH OH OH
A7 A8
D-Lactose Saccharose

Abbildung 1.1: Einige einfache Kohlenhydrate.
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1.1 Kohlenhydrate

1.1.1 Vorkommen von Saccharidstrukturen

Das Vorkommen und die Strukturen der grofien Polysaccharide, wie zum Bei-
spiel Chitin, Cellulose, Stirke oder Glykogen, sind seit langem bekannt. Diese
aus mehreren hunderten oder tausenden einzelnen Saccharidbausteinen aufge-
bauten Polysaccharide haben ihre Bedeutung als Energiespeicher oder als Be-
standteil von Zellgeriisten. Ihre Struktur ist bestimmt durch die repetitive, ein-
heitliche Verkniipfung einzelner Monosaccharide oder kurzer Wiederholungsse-
quenzen zu langen, teils verzweigten Ketten. Neben der Erforschung von Che-
mie und Struktur dieser Makromolekiile, lag lange Zeit ein Schwerpunkt der
Kohlenhydratchemie in der Aufklarung der Stereochemie der Monosaccharide
und ihrer einfachen Oligomere. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die sys-
tematischen Arbeiten von E. FISCHER, die Ende des neunzehnten Jahrhunderts
die ersten Synthesen sowie die relativen Zuweisungen der Stereochemie von
Zuckern ermoglichten®?, sowie die im Jahre 1951 erfolgte Zuordnung der abso-

luten Konfiguration von Rubidiumtartrat durch J. M. BijvOeT1.

Der Erforschung der Strukturen komplexerer Oligosaccharide kam jedoch erst
deutlich spéter Interesse zu. Zwar sind vereinzelte Berichte iiber das Auffin-
den komplexerer Zuckerstrukturen aus den Dreifliger Jahren des letzten Jahr-
hunderts vorhanden; so zum Beispiel von A. NEUBERGER, der eine Substanz
beschreibt, die Asparaginsidure, D-Mannose und D-Glucosamin enthalt!!. Dies
ist eine der ersten Beschreibungen eines , Glycokonjugates” in der Fachliteratur.
Die Erkenntnis NEUBERGERS, dass Konjugate einer Oligosaccharidstruktur, ei-
nem Glycan, mit einem Aglycon in der Natur weit verbreitet vorkommen, setzte
sich jedoch erst in der Mitte des letzten Jahrhunderts durch. Zuvor hielt man
die bei der Isolierung von Proteinen anfallenden Zucker oftmals fiir Verunrei-
nigungen. Heute weiss man, dass solche Glycokonjugate in allen Organismen
vorkommen und dass sie eine Vielzahl an Aufgaben innerhalb der Zellen und

Organismen innehaben?.
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1 Einleitung

Am weitesten verbreitet sind die Konjugationen von Zuckern mit Lipiden zu
Glycolipiden und mit Proteinen zu Glycoproteinen. Glycoproteine sind Proteine,
die kovalent gebundene Kohlenhydratstrukturen tragen. Man geht heute davon
aus, dass mehr als die Halfte aller Proteine glycosyliert sind212. Die Glycanreste
tinden sich in allen biologischen Bereichen, in Proteinklassen unterschiedlichster
Arten, bei Enzymen, Transporter- und Rezeptorproteinen, bei Hormonen und
Strukturproteinen. Der Anteil des Glycans am Molekulargewicht kann von ver-
schwindend gering (< 1 % im Collagen) bis zu deutlich iiberwiegend (> 90 %
im Glykogen) reichen?. Die Verkniipfung der Glycane mit dem Proteinstrang
erfolgt in der Regel N-glycosidisch tiber die Aminofunktion der Seitenkette von
Asparagin oder O-glycosidisch iiber die Hydroxyfunktionen in den Seitenketten

von Threonin oder Serin!3. Seltener sind C-glycosidische Verkniipfungen#.

Glycane als Informationstrager

In den Doppellipidschichten der Zellmembran findet sich eine Vielzahl an Gly-
cokonjugaten, die ihre Glycanstrukturen in den interzelluldren Raum hinein pra-
sentieren; so zum Beispiel membranstiandige Glycoproteine, Glycolipide oder
Glycosylphosphatidylinositole. Diese Kohlenhydratstrukturen auf der Zellmem-
bran bilden die Glycocalix, eine Hiille aus Zuckermolekiilen, die die Zelle um-
gibt (vgl. Abbildung[[2)2. Eine Besonderheit der Glycanstrukturen ist ihre hohe

glycocalyx cytosol nucleus plasma‘membrane
| |

L |
200 nm

Abbildung 1.2: Schnitt durch eine Zelle, die Glycocalix ist am Zellrand zu erkennenl2.
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1.1 Kohlenhydrate

Tabelle 1.1: Anzahl der Konstitutionsisomeren bei Peptiden und Kohlenhydraten

Zahl der
monomeren Einheiten Konstitution Oligopeptide  Oligosaccharide
2 AA / AB 1/2 11/ 20
3 AAA / ABC 1/6 120 / 720
4 AAAA /ABCD 1/24 1424 / 34 560
5 AAAAA / ABCDE 1 /1290 17872 / 2 144 640

strukturelle Vielfalt, sowie die Komplexitdt der von ihnen ausgebildeten Struk-
turen. Vergleicht man die einzelnen Bausteine biologischer Makromolekiile, so
fallt auf, dass Nucleinsduren und Proteine aus bifunktionellen Monomereinhei-
ten bestehen. Nucleotide tragen an ihrer 3’-Position eine Hydroxygruppe und an
der 5’-Position einen Phosphorsdureester, wahrend Aminosauren eine Carboxyl-
gruppe und a-stindig hierzu eine Aminogruppe tragen; dies fiihrt zu linearen
Oligomeren. Kohlenhydrate hingegen haben mehrere chemisch nahezu dquiva-
lente Alkoholfunktionen, sowie eine Halbacetalfunktion; dies lasst eine Vielzahl
unterschiedlicher Verkniipfungsmoglichkeiten bei der Kettenverlangerung zu,
einschliefllich der Moglichkeit, Verzweigungen zu bilden. Zusammen mit der
hohen Zahl stereogener Zentren pro Monosaccharid fiithrt dies zu einer rasch
anwachsenden Zahl an Isomeren. Bereits beim Einsatz von fiinf verschiedenen
Monosacchariden sind iiber zwei Millionen Oligosaccharide moglich (vgl. Tabel-
leI)1618. Diese strukturelle Vielfalt wird in der Natur zur Ablage , bzw. Spei-
cherung von Informationen genutzt und erklédrt das ubiquitdre Erscheinen von

Glycokonjugaten, sowie die vielen, von ihnen wahrgenommenen Aufgaben®.

Das von F. CRICK postulierte Zentrale Dogma der Molekularbiologie, dass die Wei-
tergabe von Information ausgehend vom Erbgut zum Protein erfolgt und dass

diese Weitergabe templatbasiert ist2

, gilt nicht fiir die Glycanstrukturen einer
Zelle. Vielmehr wird das Glycom, die Gesamtheit der Glycanstrukturen einer
Zelle, dynamisch durch Enzyme aufgebaut, die Kohlenhydratbindungen kniip-
fen (Glycosyltransferasen), wandeln (Gylcosylisomerasen) oder spalten (Glyco-

sidasen). Somit bestimmt sich die Struktur eines Glycoproteins durch die im
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1 Einleitung

T
RN
Prozessiertes i

Glycoprotein

Abbildung 1.3: Schematischer Ablauf der Informationsweitergabe bei der Synthese eines Glyco-
proteins. Templatbasierte Schritte (grau hinterlegt) Replikation (a), Transcripti-
on (b) & Translation (c). Posttranslationale Modifikationen (d).

Erbgut fixierte Aminosdurensequenz des Peptidriickgrats (vgl. blau hinterlegter
Teil der Abbildung[[3), gefolgt von einer Vielzahl posttranslationaler Prozessie-
rungen des Polypeptids zum fertigen Protein. Solche posttranslationalen Ande-
rungen beinhalten proteolytische Spaltungen der Aminosdurensequenz, sowie
kovalente Modifikationen (z. B. die Glycosylierung). Der nichttemplatgesteuer-
te Auf- und Umbau ermoglicht eine Variation der Glycanstruktur, je nach Alter
oder Zustand der Zelle.

1.1.2 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

Kohlenhydrate in der molekularen Erkennung

Die in den Glycanen der Zelloberfldche gespeicherte und so der Umgebung pra-
sentierte Information bestimmt eine Reihe physiologischer und pathologischer
Prozesse. Diese, zur Wechselwirkung mit anderen Molekiilen zur Verfiigung ste-
henden Teile der Oberflichen einer Struktur, nennt man Epitope. Die Verwer-

tung, d.h. die Entzifferung der Information erfolgt durch nichtkovalente Wech-
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1.1 Kohlenhydrate

selwirkungen der Epitope der Glycanstrukturen mit anderen Strukturen im bio-
logischen System; so zum Beispiel durch Wechselwirkungen mit kohlenhydrat-
prozessierenden Enzymen, Antikorpern oder Lectinen. In Abbildung L 4list eine

Auswahl moglicher Wechselwirkungspartner fiir Glycokonjugate gezeigt.

Antikérper £
desialyliertes byt
Glycoprotein Lectin

Abbildung 1.4: Mogliche Wechselwirkungspartner fiir Glycokonjugate?!.

Zu den Prozessen, an denen solche Wechselwirkungen beteiligt sind, zdhlen un-
ter anderem der intrazelluldre Transport und die Lokalisation von Glycoprotei-
nen, sowie deren Abbau aus dem Blutkreislauf. Von speziellem Interesse fiir die-
se Arbeit sind die Wechselwirkungen der auf Zelloberflachen lokalisierten Gly-
cane mit der extrazelluldren Matrix. Hierzu gehoren Zellerkennungsvorgange
im Verlauf der Entwicklung, bei der Rekrutierung von Leukozyten zu Entziin-
dungsherden, das Erkennen von Wirtszellen bei viralen oder bakteriellen Infek-

tionen oder bei der Bildung von Tumor-Metastasen?2-2°.

Multivalente Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen von Kohlenhydratepitopen untereinander, aber auch mit
anderen Molekiilen, sind in aller Regel nicht-kovalenter Natur. Die Affinitdten

solcher Wechselwirkung sind im Vergleich zur Starke einer kovalenten Bindung
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1 Einleitung

gering (so liegen die Gleichgewichtskonstanten der Bindung von einzelnen Koh-
lenhydratepitopen an Proteine (K;) im milli- bis mikromolaren Bereich?/28). Den-
noch werden bei Experimenten zur Kohlenhydrat-Kohlenhydrat- oder Kohlen-
hydrat-Protein-Wechselwirkung selektive, stark ausgeprdgte Bindungen beob-
achtet!®. Bei Bindungsuntersuchungen in biologischen Systemen treten in der
Regel nicht vereinzelte Wechselwirkungen zwischen zwei einzelnen Molekii-
len auf, vielmehr weisen die beteiligten Einheiten (Zelle, Protein, Antikorper)
mehrere gleichartige Liganden, bzw. Rezeptoren auf. Solche Teilchen, die meh-
rere gleichgeartete Bindungsstellen besitzen, nennt man multivalent?230. Bei der
Interaktion multivalenter Teilchen werden die einzelnen schwachen, jedoch se-
lektiven Wechselwirkungen verstarkt; man erhélt starke Bindungen mit hoher
Selektivitdt. Solche Wechselwirkungen sind in Abbildung [[.3 schematisch dar-
gestellt.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Interaktion multivalenter Teilchen?2.
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Weiterhin ist in multivalenten Komplexen zusédtzlich zu den in Summe starken
Wechselwirkungen der Ligand-Rezeptor-Paare eine Unterstiitzung der Kom-
plexbildung durch Kooperativitdtseffekte moglich. Dieses Phanomen tritt bei
multivalenten Bindungen auf, wenn die Bindung eines ersten Liganden die Bin-
dung weiterer Liganden begitinstigt (positiver homotroper allosterischer Effekt).
Zuriickzufiihren ist dies entweder auf Anderungen der Konformation des Re-
zeptors nach dem ersten Bindeereignis, oder auf die Anwesenheit eines weiteren
Liganden eines polyvalenten Binders im richtigen Abstand zur nachsten Binde-

stelle. Ferner sind die folgenden Bindungsereignisse entropisch begiinstigt, da
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der wesentliche Entropieverlust (Zusammenlagern zweier Teilchen) bereits beim

ersten Binden erfolgte.

Lectine

Ein Protein, das Kohlenhydrate bindet, wurden erstmals vor 140 Jahren im Gift-
serum der Klapperschlange entdeckt und Agglutinin genannt, da es rote Blutkor-
perchen zum Zusammenklumpen bringtﬂ. Am Ende des neunzehnten Jahrhun-
derts isolierte man Proteine mit dhnlichen Eigenschaften aus Pflanzen32. Mitt-
lerweile hat man in vielen anderen Organismen, von Viren und Bakterien bis zu
Pflanzen und hoheren Tieren, Proteine mit kohlenhydrat-bindenden Eigenschaf-
ten nachgewiesen. In der Literatur hat sich fiir Proteine dieser Art der Sammel-
name Lectine eingebiirgert33. Seit der Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts ist ein
stetig steigendes Wachstum der Lectin-Forschung zu beobachten?*. Die aktuelle
Definition von Lectinen lautet: , Alle Proteine mit kohlenhydrat-bindenden Dominen,
die keine Enzyme oder Immunoglobuline sind, werden als Lectine bezeichnet.”> Auf-
grund dieser umfassenden Definition und ihrer weiten Verbreitung gehoren zu
den Lectinen viele verschiedene Proteine. Sie konnen je nach Bedarf unter ver-
schiedenen Gesichtspunkten sortiert werden; zum Beispiel nach Herkunft, Se-
quenzhomologie, Molekulargewicht oder Art des gebundenen Kohlenhydrates.
Bei Untersuchungen von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen hat sich eine
Lectinklassifizierung nach gebundenem Kohlenhydratepitop durchgesetzt. Auf-
grund dieser Spezifitit werde Lectine nach dem Monosaccharid, das sie mit der
hochsten Affinitdt binden, in fiinf Klassen eingeteilt: D-Mannose, D-Galactose /
N-Acetyl-D-galactosamin, N-Acetyl-D-glucosamin, L-Fucose und N-Acetylneu-
raminsdure. Dies sind zugleich die in Glycanstrukturen am hdufigsten auftre-
tenden Zucker. In dieser Arbeit kommen je ein Vertreter der ersten drei Klassen

zum Einsatz:
e Concanavalin A (ConA), ein mannosebindendes Lectin,

* Erdnuss Agglutinin (PNA), ein galactosebindendes Lectin,
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¢ und Weizenkeim Agglutinin (WGA), ein glucosaminbindendes Lectin.

Sie gehoren alle zu den sogenannten einfachen Lectinen, d.h. sie bestehen aus
mehreren kleinen Untereinheiten mit Molekulargewichten bis 40 kDa, die je-
weils Bindestellen (CRD) fiir das gleiche Kohlenhydratepitop aufweisen. In den
Abbildungen [[.8 - [[.8sind die Strukturen dieser drei Lectine gezeigt.

Abbildung 1.6: Rontgenstruktur von Concanavalin A. links) aus vier Untereinheiten bestehen-
des Tetramer, mit zwei sichtbaren Liganden (Methyl-a-D-mannosid); rechts)
einzelne Untereinheit mit Ligand in der Bindungstasche und Ca**- (hellgrau)
und Mn?*-lonen (dunkelgrau). PDB-Eintrag: 5CNA%.

Abbildung 1.7: Rontgenstruktur von Erdnuss Agglutinin. links) aus vier Untereinheiten be-
stehendes Tetramer, mit zwei sichtbaren Liganden (x-D-Lactose); rechts) einzel-
ne Untereinheit mit Ligand in der Bindungstasche und Ca®*- (hellgrau) und
Mn**-lonen (dunkelgrau). PDB-Eintrag: 2PEL32.
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Abbildung 1.8: Rontgenstruktur von Weizenkeim Agglutinin. links) aus zwei Untereinhei-
ten bestehendes Tetramer, mit zwei sichtbaren Liganden (D-GIcNAc-B-1,4-D-
GIcNAc); rechts) Bindungstasche mit gebundenem Kohlenhydrat (Beitrag der
anderen” Untereinheit in dunkelgrau eingefiirbt). PDB-Eintrag: 1K7U2C.

Man erkennt, dass Concanavalin A als Tetramer vier gleichwertiger Unterein-
heiten vorliegt und so auch vier Kohlenhydrat-Bindestellen (CRD) hat. Erdnuss
Agglutinin ist ebenfalls ein Tetramer, wahrend das Weizenkeim Agglutinin nur
zwei Untereinheiten hat. Im Fall des WGA wird das Bindeepitop fiir den Li-
ganden nicht ausschliefilich von einer Untereinheit aufgebaut, vielmehr liegt die
Bindetasche hier zwischen den beiden Untereinheiten. In den Strukturen von
ConA und PNA kann man die in der Ndhe der CRD gebundenen Metallionen
(Ca”", Mn®") erkennen. Diese sind nicht direkt an der Kohlenhydratbindung be-
teiligt, aber sie sind dennoch zur Stabilisierung der Kohlenhydratbindung notig.
Werden sie entfernt, so fiithrt dies zum volligen Verlust der Affinitat fiir den Koh-

lenhydratliganden®’.

1.2 Analytik von
Kohlenhydrat—Protein—Wechselwirkungen

Um bessere Aussagen iiber die Funktionen von Lectinen in biologischen Syste-

men treffen zu konnen, miissen mehr als qualitative Aussagen tiber das Binde-
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verhalten von Lectinen an Liganden ermittelt werden. Hierzu sind in den letzten
Jahrzehnten unterschiedliche analytische Methoden verwendet worden, die die
Bestimmung der Spezifitdt der Bindung, sowie zur Ermittlung der Stdrke der

Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung erlauben. Zu erwidhnen sind:

e moderne Kernresonanzexperimente, in denen durch Kohdrenztransfer zwi-
schen Proteinen und dem gebundenen Kohlenhydrat direkt die Bindeepi-

tope ermittelt werden konnen,

* Oberflichenplasmonenresonanzuntersuchungen, mittels derer der zeitli-
che Verlauf der Bindung eines Analyten (Lectin) aus einer Losung an eine

immobilisierte Sonde beobachtet werden kann,

* spektroskopische Methoden, in denen unter Ausnutzung von FRET-Paaren

das Binden von Liganden an Rezeptoren untersucht werden kann,

* isotherme, calorimetrische Methoden, mit denen die thermodynamischen

Daten der Kohlenhydrat-Lectin-Bindung bestimmt werden konnen.

In all diesen Methoden kann jedoch immer nur die Wechselwirkung eines Lec-
tins mit einem Kohlenhydrat untersucht werden. Erwdgt man nun die in Ab-
schnitt[LTJlerwdhnte Verbreitung von Glycanstrukturen, so wird offensichtlich,
dass Methoden benétigt werden, die eine parallele Untersuchung solcher Wech-
selwirkungen gestatten. Eine der ersten Methoden, um parallel mehrere Bin-
dungsstudien durchzufiihren waren ELLA-Experimente (enzyme-linked lectin
assay), die das gleichzeitige Testen von mehreren synthetisierten Inhibitoren

oder von modifizierten Liganden erlaubten®.

1.2.1 Microarray-Technik

Soll der Durchsatz an Untersuchungen von Wechselwirkungen zwischen Koh-

lenhydraten und Proteinen erhoht werden, bietet sich eine Ubertragung der zur
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