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vorhandenen Sialinsäuren. Die mit der 
HPLC mögliche Isolierung einzelner 
Kettenstrukturen gestattet deren wei
tere Bearbeitung mit Hilfe anderer Me
thoden. 

Damit gehen die Möglichkeiten der 
chromatographischen Zuckeranalyse 
von Glykoproteinen weit über qualita
tive und quantitative Erfassung der 
Monosaccharidbausteine hinaus, die 
nur die Bruttozusammensetzung lie
fert. Ihre Anwendung ermöglicht den 
Aufbau von Datenbanken, in denen 
chromatographische Elutionsprofile 
mit Strukturen korreliert werden [56]. 
Für die grundlegenden Aussagen über 
die Reihenfolge und die Anomerie der 
Verknüpfung der einzelnen Monosac
charide sind allerdings Verfahren nötig, 
die im folgenden besprochen werden. 

NMR-Spektroskopie 
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Modeme Techniken der kernmagne
tischen Protonen-Resonanz-Spektro
skopie ( 1H-NMR-Spektroskopie) wie 
zwei- und dreidimensionale NMR
oder NOE- (nuclear Overhauser enhan
cement-)Messungen gestatten eine si
chere Identifizierung von Zuckerstruk
turen wie Sialinsäuren. Ein 1 

H-NMR

Spektrum von N-Acetylneurarninsäure 
ist in Abbildung 17 gezeigt. Zusätzlich 
erlauben diese Methoden auch Aussa
gen über Art und Position von Substitu
enten am Neuraminsäuregrundgerüst. 
Allerdings erfordert die Anwendung 
dieser Technik das Vorliegen nur einer 
Sialinsäureart, denn eine Vortrennung 
wie bei der Kopplung der Massenspek
trometrie mit der Gaschromatographie 
ist hier nicht durchführbar. 
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Abb. 17: 1H-NMR-Spektroskopie von N-Acetylneuraminsäure. Dargestellt ist das 500 MHz
1H-NMR-Spektrum von NeuSAc in D20 als Lösungsmittel. Das HOD-Signal, das vom Aus
tausch der OH-Protonen gegen Deuterium herrührt, liegt bei etwa 4,8 ppm. Die übrigen 
Signale stammen von den Ringprotonen bzw. der Methylgruppe im N-Acetylteil des Mo
leküls und können vollständig zugeordnet werden. Das Aufspaltungsmuster gibt Aus
kunft über die Konformation des Zuckers. 

Die eigentliche Leistungsstärke der 
NMR-Spektroskopie liegt bei der Ana
lyse komplexer Glykokonjugate bis hin 
zu Studien von Rezeptor-Ligand-Inter
aktionen [57, 58]. Auch Oligosaccha
ride, die z.B. aus der erwähnten HPLC
Fraktionierung erhalten werden, lassen 
sich mit Hilfe des Konzepts der soge
nannten „structural reporter groups" 
[59] eindeutig identifizieren. Alle
strukturrelevanten Angaben, wie sie
etwa in Abbildung 4 aufgeführt sind,

werden dabei in einer einzigen Analyse 
erhalten, d. h. Art und Reihenfolge der 
Monosaccharide sowie Art und Ano
merie der Verknüpfung der einzelnen 
Zuckerreste. Dieser Informationsgehalt 
eines NMR-Spektrums geht somit weit 
über die massenspektrometrisch zu er
zielenden Aussagen hinaus. Mit dem 
Arsenal der verfügbaren modernen 
Methoden der Strukturaufklärung von 
Glykanen (HPLC, MS, NMR) sind in 
menschlichem Bronchialsekret über 
100 unterschiedliche O-glykosidisch 
gebundene Kohlenhydratketten identi
fiziert worden [60]. 

Mit der Analyse der Primärstruktur 
von Glykanen sind die Möglichkeiten 
der NMR-Spektroskopie aber bei wei
tem noch nicht ausgeschöpft. Da sich 
nicht nur benachbarte Protonen beein
flussen, sondern auch weiter entfernte 

Abb. 18: Rotationsmöglichkeiten der Monosaccharidreste in Lac
tose. Der Glucose- und der Galaktoseteil in Lactose sind über die 
glykosidische Bindung miteinander verknüpft und in diesem Be
reich frei drehbar. Damit können sie relativ zueinander unter
schiedliche Winkel einnehmen, die � und \jf genannt werden. In 
aller Regel existieren bestimmte energetisch begünstigte Ein
stellungsmöglichkeiten für diese beiden Winkel, so daß nur we
nige, wohldefinierte Konformationen eingenommen werden 
können. Diese sind z. B. mit Hilfe der NOE-Spektroskopie be
stimmbar. 
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miteinander in Wechselwirkung treten 
können, sind auch Aussagen über die 
räumliche Anordnung größerer Struk
tureinheiten möglich. Dies ist in Ab
bildung 18 am Beispiel der gly
kosidischen Bindung in Lactose 
(Galßl-4Glc) erläutert. Das Proton 
am C-1 der Galaktose (H 1 ') und das 
Proton am C-4 der Glucose (H4) treten 
über die glykosidische Bindung hin
weg in Wechselwirkung. Die freie 
Drehbarkeit der beiden Zuckerreste in 
ihrer Bindung zum verknüpfenden gly
kosidischen Sauerstoffatom erlaubt es, 
zwei Winkel <j> und \j/ zu definieren, die 
die Anordnung der Monosaccharidre
ste zueinander angeben. Je nach der 
Größe der Winkel, die die beiden Mo
nosaccharide relativ zueinander ein
nehmen, kann die Dipolwechselwir
kung der beiden Protonen H 1' und H4 
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Tab. 3: Einteilung verschiedener Säugerlektine in Familien aufgrund definierter Struk
turmerkmale [3). 

Familie Struktur- Kohlenhydratligand belegbare Funktion 
merkmal 

C-Typ konservierte variabel (Mannose, Galaktose, Zellerkennung (Bakterien, 
CRD* L-Fucose, Heparintetrasaccha- Hefen, körpereigene Zellen), 

rid) Initiation von Biosignalketten 

I-Typ lmmunglo- variabel (Man6GlcNAc2, Zell-Zell (Matrix)-Erkennung, 
bulin-artige HNK-1 Epitop, Hyaluronsäure, Initiation von Biosignalketten 
CRD* a2,3/a2,6-Sialyllactose) 

Galektine konservierte ß-Galaktoside Zell-Zell (Matrix)-Erkennung, 
(S-Typ) CRD* Initiation von Biosignalketten 

Pentraxine 5 Unter- zyklische 4,6-Acetale von Beteiligung an Abwehr-
einheiten ß-Galaktosiden, Galaktose, prozessen 

sulfatierte und phosphorylierte 
Monosaccharide 

P-Typ homologe, Mannose-6-phosphat-haltige Intrazelluläres Routing von 
noch nicht Glykoproteine markierten Proteinen, z.B. 
genau defi- lysosomalen Enzymen 
nierte CRD* 

* Domäne für Zuckererkennung (carbohydrate recognition domain)

von unterschiedlicher Intensität sein. 
Damit kann man über die Messung des 
NOE-Spektrums Rückschlüsse auf die 
räumliche Anordnung der einzelnen 
Saccharidbausteine ziehen [57]. Bei 
diesem Verfahren wird die Anregungs
frequenz eines Protons eingestrahlt, 
und die Signale der mit diesem Proton 
in Dipol-Dipol-Wechselwirkung ste
henden anderen Protonen werden auf
gezeichnet. Auf diese Weise läßt sich 
auch die Konformation komplexer 
N-Glykane, wie sie in allen Zellmem
branen von Säugetieren vorkommen
(Abb. 4), analysieren. Dabei hat sich
gezeigt, daß einzelne Antennen dieser
Moleküle nicht zwangsläufig senkrecht
von der Membran abstehen, sondern
auch flach auf der Membran aufliegen
und so Teile der Zelloberfläche abdek
ken können [61]. Dies gilt auch für ein
zelne Glykoproteine, so daß ein enges
Wechselspiel zwischen einer Zucker
kette und dem Proteinteil bestehen
kann. Strukturelle Veränderungen der
Glykane, etwa durch die enzymatische
Abspaltung von Sialinsäuren, können
sich somit auch auf die Konformation
des Proteins auswirken, wie für das Se
rumpentraxin Amyloid P gezeigt wor
den ist [62]. Dieser Befund kann für
eine Reihe von Sialoglykoproteinen
Bedeutung haben, bei denen eine Be
einflussung von Aktivitätsparametern
durch Sialidasebehandlung belegt ist
[63].

Detaillierte Untersuchungen mit 
zweidimensionaler NMR-Spektrosko
pie kombiniert mit computergestützten 
theoretischen Berechnungen haben zu
dem ergeben, daß Oligosaccharidketten 

oft nur eine eingeschränkte Flexibilität 
besitzen [8]. Bei derartigen Berechnun
gen werden einzelne <j>, \j/-Winkel itera
tiv geändert und für jede Kombination 
der relative Energiegehalt bestimmt, so 
daß sich ein Energiepotentialdiagramm 
ergibt [57]. Dieses kann neben einem 
globalen Minimum mehrere lokale Po
tentialtäler aufweisen. Wenn die Ener
giebarriere zwischen den zugeordneten 
Konformationen nicht zu hoch ist, ist 
auch ein Übergang von einer zur ande
ren Konformation möglich. Das Vor
kommen solcher Energieminima zeigt, 
daß die Zuckerreste in Glykanketten 
energetisch häufig eindeutig bevor
zugte Konformationen einnehmen und 
damit die Flexibilität von Glykanen be
schränken [8, 57]. Selbst Interaktionen 
zwischen einzelnen Molekülteilen sind 
so nachweisbar [58, 64]. Aufgrund der
artiger Berechnungen, die auf der Basis 
von NMR-Messungen und teilweise 
auch von Röntgenstrukturanalysen an
gefertigt wurden, kann man Oligosac
charide also ebensowenig wie Proteine 
oder Nukleinsäuren als ausschließlich 
polar und beliebig flexibel betrachten. 
Auf der Grundlage einer solchen ver
läßlichen Baustein- und Konformati
onsanalyse von Glykanen können nun 
die Fragen, welche Bedeutung diese 
Moleküle als Erkennungssignale haben 
und wie sich dieses Wissen pharmazeu
tisch nutzen läßt, besprochen werden. 

Erkennung 

Die zunächst an das Peptidgerüst ge
hefteten Glykanketten sind für die 
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Transportvorgänge wichtig, die mit der 
Prozessierung, Proteinfaltung und Zu
ordnung zu bestimmten Zellkomparti
menten in Zusammenhang stehen. So 
werden lysosomale Enzyme, wie in 
Abbildung 2 gezeigt, durch Mannose-
6-phosphat markiert und durch zwei
sogenannte P-Typ-Lektine, die dieses
Signal erkennen, sortiert [3, 12]. Reife
Glykanstrukturen wie die in Abbildung
8 dargestellten Lewis-Epitope, die am
Ende einzelner Ketten gebildet werden,
scheinen dagegen interzelluläre Inter
aktionen beeinflussen zu können. Ne
ben den genannten P-Typ-Lektinen
gibt es weitere Lektinfamilien, die in 
Tabelle 3 zusammen mit den ihnen zu
geschriebenen Funktionen aufgelistet
sind.

Entwicklung eines antigrippalen 
Wirkstoffs 

Wie schon ausführlich in vorhergehen
den Beiträgen gezeigt worden ist [ 1, 6], 
können Neoglykokonjugate eingesetzt 
werden, um Lektine in Geweben zu de
tektieren. Diese Interaktion von (Lek
tin-)Rezeptor und (Kohlenhydrat-)Li
gand kann durch das Zusammenspiel 
von chemischer Synthese und bioche
mischer Testung in Verbindung mit 
strukturanalytischen Verfahren wie 
NMR-Spektroskopie oder Röntgen
strukturanalyse optimiert werden. Ein 
eindrucksvolles Beispiel für ein sol
ches „drug design" ist die Entwicklung 
eines in der klinischen Erprobung be
findlichen Wirkstoffes gegen virusbe
dingte grippale Infekte. 

Influenza-A-Viren besitzen auf ihrer 
Oberfläche drei für die Infektion not
wendige Glykoproteine: die Sialidase, 
die bisweilen auch noch als „rezeptor
zerstörendes Enzym" bezeichnet wird 
(siehe Tab. 1), das Fusionsprotein und 
das Hämagglutinin [21]. Für das Ein
dringen der Viren in die Wirtszellen 
und damit für die Infektion ist vermut
lich zuerst die Bindung der Viren an 
Sialinsäure-haltige Glykokonjugate auf 
der Zelloberfläche erforderlich. Nach
dem das Hämagglutinin diese Anhef
tung bewirkt hat, tritt für die folgende 
Aufnahme des Virus in die Zelle das 
Fusionsprotein in Aktion. Die Sialidase 
wird schließlich benötigt, um nach dem 
Ausschleusen der intrazellulär gebilde
ten Viruspartikel aus der Zelle die Sia
linsäuren von der Zelloberfläche abzu
spalten, damit die neuen Viruspartikel 
nicht mit ihrem Hämagglutinin an der 
Zelle haften bleiben. Nur die Dissozia-
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