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Arzneimittel und Therapie

schen Arzteschaft festgestellt hat, eine
qualifizierte Schmerztherapie werde
nicht durch bestehende Gesetze beein-
trichtigt, mochte das Bundesgesund-
heitsministerium noch in diesem Jahr
den Arzten entgegenkommen und die
Betdubungsmittelverschreibungsverord-
nung vereinfachen. Danach soll etwa
die Anlage 3 nicht mehr in drei Ab-
schnitte A, B und C geteilt werden,
sondern nur noch eine einzige Liste
enthalten, auf der alle verschreibungs-
fdhigen Betidubungsmittel in alphabeti-
scher Reihenfolge zu finden sind. Weg-
fallen sollen die Pflicht, Zahlenangaben
in Worten zu wiederholen, sowie die
erforderliche Anzeige bei der zustindi-
gen Landesbehorde, wenn die Hochst-
menge eines Betdubungsmittels iiber-
schritten wird. Dariiber hinaus soll es
dem Arzt in Zukunft ermoglicht wer-
den, im Notfall ein Betidubungsmittel
auf einem gewohnlichen Rezept auszu-
stellen.

Schmerzverordnung gefordert

Den Schmerztherapeuten gehen diese
geplanten Anderungen der Betiu-
bungsmittelverschreibungsverordnung

Neue Indikation fiir Lenograstim

Ersatz fiir die

aber nicht weit genug. Sie befiirchten
ndmlich, Schmerzpatienten konnten
weiterhin allein durch die Bezeichnung
Betdubungsmittel, die sie auf dem Re-
zept lesen, irritiert werden oder sich so-
gar als Siichtige diskriminiert fiihlen.
Deshalb fordern Schmerztherapeuten,
man solle Arzneien zur Behandlung
von Schmerzen aus dem Betdubungs-
mittelgesetz streichen und in eine neu
zu formulierende Schmerzverordnung
aufnehmen. Trotzdem, so sagen sie,
sind die geplanten Erleichterungen ein
Schritt in die richtige Richtung, mog-
lichst vielen Schmerzpatienten eine
qualifizierte Therapie mit Morphin zu
ermoglichen.

Quelle

Prof. Dr. Dr. Christa Habrich, Ingolstadt, Prof. Dr.
Ludwig Brandt, Wuppertal, Prof. Dr. Michael Zenz,
Bochum, Prof. Dr. Geoffrey W. Hanks, Bristol/Great
Britain, Prof. Dr. Eberhard Klaschik, Bonn, Dr. Mi-
chael Strumpf, Bochum, Dipl.-Psych. Anne Willwe-
ber-Strumpf, Bochum, Prof. Dr. Dr. Klaus Lehmann,
Kéln, Miinchner Medizinische ~Wochenschrift
(MMW)-Arzneimittelpreis, Morphin (MST(r)): Arz-
neimittel des Jahres *97, Geschichte, Stellenwert und
Perspektiven, Deutsches Medizinhistorisches Mu-
seum, Ingolstadt, 22. Mirz 1997.

Die Ausstellung ,,In Morpheus’ Armen — Morphin als
Rauschdroge und Schmerzmittel ist noch bis zum 4.
Mai 1997 im Deutschen Medizinhistorischen Mu-
seum in Ingolstadt zu besichtigen.

Dr. Michael Stein, Miinchen

Knochenmarktransplantation?

Die Europédische Kommission hat die Marktzulassung fiir Lenograstim (Grano-
cyte®) zur Mobilisierung von peripheren Blutstammzellen (PBPC) fiir auto-
loge Transplantationen erteilt. Die Zulassung erfolgte auf der Grundlage
mehrerer Studien unter Verwendung von Lenograstim zur PBPC-Mobilisie-
rung und gilt fiir die Mehrheit der européischen Mitgliedstaaten.

Die Mobilisierung peripherer Blut-
stammzellen (PBPC) ist ein an Krebs-
patienten  durchgefiihrtes medizini-
sches Verfahren. Dabei werden Blut-
stammzellen (Vorldufer der normalen
Blutzellen) gewonnen, so daB} sie dem
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Patienten nach einer hochdosierten
Chemotherapie bei soliden Tumoren
oder zur Behandlung von Patienten mit
rezidivierenden oder refraktorischen
bosartigen Bluterkrankungen reinfun-
diert werden konnen. Lenograstim wird

ENDAZEN

dem Patienten zur Stimulierung der
Produktion und Ausschiittung von
Stammzellen in das periphere Blut ver-
abreicht. Die Zellen werden aus dem
Blutstrom des Patienten entnommen
und dem Patienten nach der Chemothe-
rapie zur Unterstiitzung des hdmatopo-
tischen Systems zuriickgegeben. Im
Vergleich zur Knochenmarktransplan-
tation besteht bei der PBPC-Transplan-
tation ein niedriges Infektions- und
Blutungsrisiko und der Krankenhaus-
aufenthalt wird verkiirzt. Die PBPC-
Transplantation erfordert keine Voll-
narkose und ist weniger schmerzhaft.
Auch sie macht es dem Arzt moglich,
hohe Dosen einer Chemotherapie anzu-
wenden. Experten zufolge wird dieses
Verfahren wahrscheinlich in vielen Fil-
len die Knochenmarktransplantation
ersetzen.

Rekombinanter Wachstumsfaktor

Lenograstim wurde erstmalig 1993 zu-
gelassen und ist der einzige glykosy-
lierte, humanidentische, rekombinante
Granulozytenkolonien-stimulierende-
Faktor (rHuG-CSF), der in Europa ver-
fiigbar ist. Durch die Unterstiitzung der
Wiederherstellung normaler Neutro-
philenspiegel (weile Blutzellen) senkt
Lenograstim das Risiko von Infektio-
nen und tragt dazu bei, da Patienten
die optimalen Dosen der Chemothera-
pie erhalten konnen. Dariiber hinaus
verkiirzt Lenograstim die Dauer der
Neutropenie, die zu einer Verringerung
der neutropenieinduzierten Morbiditit
fithrt. Lenograstim wird gut vertragen;
selten wird iiber geringfiigige Neben-
wirkungen berichtet, zu denen leichte
bis médBige Knochenschmerzen geho-
ren, die jedoch mit Analgetika (z. B.
Paracetamol) einfach behandelt werden
konnen.

Quelle

Presseinformationen der Rhéne-Poulenc Rorer
GmbH, Kdln.
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glykosylierung

Struktur, Funktion
und pharmazeutische
Bedeutung

Von Gerd Reuter und
Hans-Joachim Gabius, Miinchen*

* Herrn Prof. Dr. Werner Reutter zum
60. Geburtstag gewidmet.

Eigenschaften und Funktionen von
Proteinen lassen sich nicht automa-
tisch aus ihrer Sequenz ablesen. Mo-
difizierungen wahrend und nach der
Translation sind haufig erforderlich,
um die korrekte Faltung und Aggre-
gation dieser Makromolekiile, den
zielgerichteten Transport zu threm
intra- oder extrazellularen Bestim-
mungsort und funktionelle Aspekte
zu gewahrleisten. So hat z. B. die re-
versible Phosphorylierung wesentli-
che Bedeutung fiir die Regulation von
Enzymaktivitaten und Zellprolifera-
tion. Die haufigste Form der kovalen-

ten Modifizierung von Proteinen ist
die Glykosylierung. Wie die Phospho-
rylierung ist sie bei allen Tieren und
Pflanzen zu finden, was vermuten
1aBt, daB ihr eine grundlegende phy-
siologische Bedeutung zukommt.

Durch die enzymatische Glykosylie-
rung wird das Peptidgeriist in der Regel
um Oligosaccharide erginzt, was die
strukturelle Variabilitit des endgiiltigen
Produktes erhoht. Essentielle Funktio-
nen dieser Glykosylierung kénnen von
der Anderung unspezifischer physiko-
chemischer oder biochemischer Para-
meter wie Loslichkeit des Proteins oder
seine Zugénglichkeit fiir Proteasen bis
hin zur Vermittlung von spezifischen
Erkennungsprozessen reichen, an de-
nen als Rezeptoren fiir die Zuckerligan-
den Lektine, Antikdrper oder Enzyme
beteiligt sind [1 —3]. Daher steht die
Geschichte der Erforschung der Glyko-
proteine, die Gegenstand der folgenden
Ausfithrungen sind, auch in enger
Beziehung zur Lektinologie [1, 4, 5]
(Tab. 1). Die zielbewufite Nutzung von
Lektinen und Zuckerliganden wie Neo-
glykoproteinen weist auf eine Reihe
moglicher pharmazeutischer Anwen-
dungsgebiete hin, die schon an anderer
Stelle erldutert sind [1, 6, 7].

Struktur und Biosynthese

Oligosaccharide sind primér hydro-
phile, in begrenztem Rahmen flexible
Struktureinheiten [8]. Noch wenig be-

Tab. 1: Historische Entwicklung der Erforschung von (Sialo-) Glykokonjugaten

und Lektinen.

1805 erste Beschreibung von Mucinen Gmelin
1865 Mucin besteht aus Protein- und Zuckeranteil Eichwald
1888 Entdeckung von agglutinierender Aktivitat in Stillmark

Rizinussamen

1927/1936 Entdeckung von Sialinsauren in Gangliosiden und ~ Walz; Levene und Land-
Mucinen durch Farbreaktionen steiner; Blix

1940 aktive Substanz fur Blutgruppe A ist ein Landsteiner und Harte
Glykopeptid

1941 Kristallisierung von N-Acetylneuraminséure, Klenk
Bezeichnung Neuraminsaure

1942/1947 Sialidase als ,Rezeptor-zerstérendes Enzym” von  Hirst; Burnett
Influenza-A-Viren entdeckt

1949 Entdeckung von UDP-Glucose Leloir

1952 Kohlenhydrate als determinante Gruppen der Morgan und Watkins
ABH-Blutgruppenantigene identifiziert

1954 Einflhrung der Bezeichnung , Lektin” fur Boyd

Antikorper-ahnliche Molekdle
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Proteinglykosylierung

kannt ist ihre herausragende Fihigkeit,
als biologische Informationstriger zu
fungieren. So sind fiir ein Hexasaccha-
rid theoretisch mehr als 10'? unter-
schiedliche Strukturanordnungen mog-
lich [9], wobei Strukturvarianten, die
z.B. durch Veresterung von OH-Grup-
pen des Oligosaccharids entstehen kon-
nen, nicht einmal beriicksichtigt sind.
Diese Zahl iibertrifft das entsprechende
Potential der Proteine und Nukleinsdu-
ren um mehrere GroBenordnungen,
auch wenn die theoretisch ableitbare
Vielfalt der Glykane in der Realitét ein-
geschrénkt ist. Dies ist dadurch be-
dingt, daB nicht fiir jede der moglichen
glykosidischen Bindungen die entspre-
chende Glykosyltransferase im Orga-
nismus verfiigbar zu sein scheint, die
Nukleotid-aktivierte ~Monosaccharid-
einheiten in Glykane einbauen kann.
Mit UDP-Glucose ist der erste Vertreter
dieser Klasse 1949 entdeckt worden
(Tab. 1). Es ist somit nicht verwunder-
lich, daf3 die erweiterten Moglichkeiten
der Strukturanalyse des Glykanteils
von Glykoproteinen, Modifizierungen
wie Phosphorylierung, Sulfatierung
oder Acetylierung einschliefend, nicht
nur deren Katalogisierung erlauben,
sondern auch die nachfolgenden Funk-
tionsbeschreibungen vorantreiben. Die
ganze Breite der Variationsmoglichkei-
ten ist vermutlich noch ldngst nicht
vollstindig erfafit, wie das Auffinden
stets neuer Oligosaccharidsequenzen
belegt [10—12]. Hiermit wird auch ver-

Tab. 1 (Fortsetzung)

standlich, dafl die Strukturanalyse ei-
nen Grundpfeiler fiir das Verstindnis
der biologischen Funktion der Protein-
glykosylierung darstellt.

N-Glykosylierung

Grundsitzlich unterscheidet man zwi-
schen N- und O-glykosidisch an das
Protein gebundenen Kohlenhydratket-
ten, die Asparagin (Asn) bzw. Serin
oder Threonin (Ser/Thr) als Ankniip-
fungspunkte nutzen (Abb. 1). Die allei-
nige Anheftung von N-Acetylglucos-
amin an Serin/Threonin ist eine von
mehreren moglichen Sonderformen der
kovalenten Kohlenhydrat-Protein-Bin-
dung, die bei Zytoplasma- und Zell-
kern-Proteinen auftritt [10]. Als Signal
fiir die Asparaginmodifizierung dient
die Sequenz Asn-X-Ser/Thr. Der Ami-
nosdure in der mittleren variablen Posi-
tion und ihrer rdumlichen Zuginglich-
keit kommt grofle Bedeutung fiir die
Nutzung dieser Sequenz als Erken-
nungsmerkmal zu [13, 14]. Auf das
N-Atom der Sdureamidfunktion der
Aminosdure Asparagin innerhalb die-
ser Akzeptorsequenz wird im Lumen
des endoplasmatischen Retikulums
eine evolutiondr unverdndert geblie-
bene  Oligosaccharid-Grundstruktur
von einem Lipidanker (Dolicholdi-
phosphat) durch eine entsprechende
Transferase tibertragen [11, 13, 15, 16].
Nach der Verkniipfung mit dem Protein

1955/1956 N-Acetylneuraminsaure ist das Kondensations- Gottschalk; Zilliken und
produkt von N-Acetylglucosamin bzw. N-Acetyl- Glick
mannosamin und Pyruvat

1960 Beschreibung von Kohlenhydraten in Cook; Herzenberg
Plasmamembranen von Zellen

1962 vollstandige Strukturaufklarung der Kuhn und Brossmer
N-Acetylneuraminsaure

1962 Mikroheterogenitat von Glykoproteinen entdeckt ~ Schmid

1963 Entdeckung von Dolicholen Hemming

1965/1966 Lokalisation von Glykosyltransferasen im Molnar; Schachter
endoplasmatischen Retikulum

1974 Isolierung des ersten Saugerlektins Ashwell

1979 Reinigung endogener Liganden fur pflanzliche Rudiger
Lektine

1984 Isolierung von Lektinen aus Tumoren Gabius; Raz und Lotan

1986 erste vollstdndige unabhéngige Synthese der Danishevsky
N-Acetylneuraminsaure

1986/1988 Einflhrung der Lektindetektion durch Antikérper — Gabius und klinische
und Neoglykoproteine in der Tumordiagnostik Kollegen

1988 Nomenklatur- und Abktrzungsvorschlag Reuter und Schauer

fir Sialinsduren
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wird dieser gemeinsame Vorldufer
durch schrittweise Abspaltung von
Glucose- und Mannoseeinheiten zu der
fir alle N-Glykane typischen Grund-
struktur prozessiert (Abb. 2).

Priv.-Doz. Dr.
Gerd Reuter (Jg.
1949)  studierte
Chemie an der
Universitat  Mn-
ster. Nach der Di-
plomarbeit  Gber
die Synthese von
Halogenzuckern
promovierte er
Anfang 1977 Uber Proteoglykane aus
Schweineaorta. Nach anschlieBendem
Aufenthalt als DFG-Stipendiat im Or-
ganisch-Chemischen  Laboratorium
der Universitat Utrecht, Niederlande,
mit Arbeiten Uber Chemie und Analy-
tik von Sialinsauren, ab 1979 am Bio-
chemischen Institut der Medizinischen
Fakultat der Universitat Kiel und dort
1989 Habilitation auf dem Gebiet der
Glykokonjugate mit Lehrbefugnis fur
das Fach Biochemie. Seit 1994 am In-
stitut fur Physiologische Chemie der
Tierarztlichen Fakultat der Universitat
Minchen mit dem Arbeitsschwer-
punkt der strukturellen und funktio-
nellen Analyse von Glykokonjugaten
und ihren Rezeptoren.

Prof. Dr. Hans-
Joachim Gabius
(Jg. 1955) studier-
te Biochemie in
Hannover und San
Diego als Stipen-
diat der Studien-
stiftung des deut-
schen Volkes. Pro-
motion 1982 nach
Arbeit am Max-Planck-Institut fir ex-
perimentelle Medizin; nach dortiger
Assistentenzeit und Auslandsaufent-
halten Habilitation fur das Fach Bio-
chemie 1989 in Géttingen. 1991 Beru-
fung auf die C3-Professur fur Glyko-
biochemie und angewandte Tumor-
lectinologie an das Institut flr Pharma-
zeutische Chemie der Universitat Mar-
burg. Seit 1993 Ordinarius fur Physio-
logische Chemie der Universitat Min-
chen.

Tradger mehrerer wissenschaftlicher
Auszeichnungen (1983 Otto-Hahn-
Medaille, 1988 Preis der Dr.-Carl-Duis-
berg-Stiftung und 1990 Paul-Martini-
Preis).

Anschrift: Prof. Dr. H.-J. Gabius, Insti-
tut fur Physiologische Chemie, Tier-
drztliche Fakultat der Ludwig-Maximi-
lians-Universitdt Minchen, Veterinar-
straBe 13, 80539 Miinchen
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Abb. 1: Beispiele kovalenter Kohlenhy-
drat-Protein-Bindungen. Dargestellt sind
die fiir N-glykosidisch gebundene Glykane
typische Anheftung an das Protein iiber
B-N-Acetylglucosamin, das an den Amid-
stickstoff von Asparagin in der Peptidse-
quenz Asn-X-Ser gebunden ist, und die fiir
0O-Glykane typische a-glykosidische Bin-
dung von N-Acetylgalaktosamin an Serin
oder Threonin. Die dritte aufgefiihrte Bin-
dungsart von -N-Acetylglucosamin an die
OH-Gruppen von Serin oder Threonin ist
bei intrazelluldren Glykoproteinen gefun-
den worden. In den beiden erstgenannten
Fallen sind die an das Peptid gekoppelten
Saccharide in der Regel Teil von Glykanket-
ten, wie in Abb. 5 bis 7 dargestellt, was
durch R, R und R” symbolisiert wird. Bei
der dritten Variante ist bislang keine tiber
das Monosaccharid hinausgehende Gly-
kanstruktur bekannt. Es wird fiir diese Art
der Modifizierung eine der Phosphorylie-
rung dhnliche Funktion diskutiert. An ei-
nem Proteinmolekiil kdnnen, wie schema-
tisch wiedergegeben, mehrere Saccharid-
ketten auch unterschiedlicher Typen ge-
bunden sein.

Der biologische Sinn dieser scheinba-
ren Verschwendung, die vorgefertigte
Einheit partiell wieder abzubauen, ist
lange ritselhaft geblieben. Heute geht
man begriindet davon aus, da} beson-
ders die Prisenz der Glucosemolekiile
Teil einer Qualitdtskontrolle ist [17].
Das Zusammenspiel biochemischer
und topologischer Faktoren garantiert
die notwendige Prizision beim Aufbau
der fiir die Funktion des Proteins erfor-
derlichen Tertizir- und Quartérstruktur.
Wie in Abbildung 3 schematisch zu-
sammengefalt, sind an dieser Quali-
tdtskontrolle zwei Lektine und mehrere
Enzyme beteiligt. Ist das Glykoprotein
nicht korrekt gefaltet, so bindet es an
die im Lumen des endoplasmatischen
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Abb. 2: N-Glykosylierung von Proteinen. Ein an Dolicholdiphosphat gebundenes Man-
nose-reiches und Glucose-haltiges Oligosaccharid (1) wird wahrend der Biosynthese des
Proteins an den Ribosomen (2) auf Asparagin innerhalb einer geeigneten Asn-X-Ser/Thr-
Sequenz Ubertragen (3). Dieses Glykan kann dann zu verschiedenen Strukturen modifi-
ziert werden, dem high-mannose Typ (4), dem Hybrid-Typ (6) oder dem komplexen Typ
(7). Mit angegeben ist der Weg der 6-OH-Phosphorylierung von Mannose, die ein Signal
fiir den Lektin-abhangigen Transport bestimmter Proteine zu den Lysosomen ist (5). Die
Reihenfolge und Verkniipfungsart der Zucker und die Anomerie jeder glykosidischen Bin-
dung innerhalb der Glykanstrukturen sind in Abb. 4 wiedergegeben.

Abb. 3: Kontrolle der Reifung von Glykoproteinen im endoplasmatischen Retikulum. Nach
Ubertragung der Zuckerkette von Dolicholdiphosphat auf das Protein werden schrittwei-
se zwei Glucosemolekiile abgespalten, was zu einer monoglucosylierten Zwischenstufe
fiihrt (1). Diese wird vom membransténdigen Lektin Calnexin (2) oder vom im Lumen be-
findlichen Lektin Calretikulin (3) erkannt. Auf die Zucker-Protein-Interaktion folgt eine
Protein-Protein-Wechselwirkung. Beide Lektine sind als molekulare Chaperone an der
korrekten Faltung des Glykoproteins beteiligt. Wird die Assoziation mit einem der beiden
Lektine irrtiimlich umgangen oder nur einen beschrankten Zeitraum aufrechterhalten,
kann die Glucosidase Il das Kohlenhydrat-Erkennungssignal fiir diese Chaperone aus der
Glykankette entfernen, so daB kein weiteres Andocken méglich ist (4). Sollte die rdumli-
che Struktur des Glykoproteins jedoch noch nicht korrekt sein, so wird die irregulare Fal-
tung noch vor dem weiteren Transport aus dem endoplasmatischen Retikulum hinaus von
der UDP-Glucose:Glykoprotein-Glucosyltransferase erkannt. Die Zuckerkette wird selek-
tiv reglucosyliert, was die weitere Korrekturarbeit durch Calnexin bzw. Calretikulin er-
méglicht (1, 2, 3). Nach ordnungsgemaBer Faltung erfolgt die Dissoziation des Glykopro-
teins von den Lektinen (1), und das Erkennungssignal fiir die beiden Chaperone wird auf
dieser Stufe irreversibel durch eine endo-Mannosidase abgespalten (5). Nach Durchlaufen
dieser Qualitatskontrolle erfolgt nun der weitere Transport zum Golgi-Komplex.
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Proteinglykosylierung

Retikulums befindlichen Lektine Cal-
nexin und Calretikulin. Sie erkennen
spezifisch Glykoproteine mit nicht ord-
nungsgemifler Proteinkonformation,
die einen Glucoserest tragen und sich
daher noch im Stadium der Modifizie-
rung der Glykanketten befinden. Das
betroffene Glykoprotein kann wegen
der Assoziation mit den beiden Lekti-
nen nicht vom endoplasmatischen Reti-
kulum zur weiteren Glykanprozessie-
rung in den Golgi-Komplex transpor-
tiert werden. Seine Tertidr- und Quar-
tarstrukturen konnen aber auf dieser

Stufe noch korrigiert werden. Calnexin
und Calretikulin haben damit die Funk-
tion molekularer Chaperone.

Die Bedeutung der Glucosylierung
wird durch die Présenz eines besonde-
ren Enzyms in diesem intrazelluliren
Areal unterstrichen. Sollte die Glucosi-
dase II verfritht das Glucose-Erken-
nungssignal fiir Calnexin und Calreti-
kulin abgespalten haben, so werden
Glykoproteine, die ihre native Konfor-
mation noch nicht erreicht haben,
durch die UDP-Glucose:Glykoprotein-
Glucosyltransferase erneut glucosyliert

| 14 | B1- [
an GleNAG - - GloNAc Asn
A o 1-2 SR 12 | & \{\2’
' Man Man -
P e
C Maf\ e
A 1.3 [ S
Man r Man
o5 @,
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p- B1-4 | Bl-d | | Bl
Man + GleNAc 1 GleNAc ——— Asn
I -4 | |
>
2.3/6 1-4 1+2 /‘""\4
PRI Ry
a2-36 /7 B4 |
Sia> Gal
. 02-3/6 AT pi-4 [
Sia Gal " GleNAc
~ a2:3/6 7 P-4 | >
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Abb. 4: Struktur von N-Glykanen. Allen N-Glykanen gemeinsam ist die sogenannte Core-
Struktur (a), die auf dem in Abb. 2 gezeigten Weg weiter modifiziert werden kann zu
dem high-mannose Typ (b), dem Hybrid-Typ, der am Core noch zwei zusitzliche Manno-
sereste und eine komplexe Kette besitzt (c), und dem komplexen Typ, der bis zu fiinf Sia-
Gal-GIcNAc-Antennen tragen kann (d). Die zeitliche Reihenfolge, in der diese Antennen
aufgebaut werden, ist in Abb. 5 angegeben. Nicht aufgefiihrt sind die zusitzlichen Még-
lichkeiten der Fucosylierung an dem N-Acetylglucosaminmolekiil, das an Asparagin ge-
bunden ist (vgl. Abb. 6), und/oder an einem N-Acetylglucosaminrest der komplexen An-
tennen.
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Dol Dolichol

Fuc L-Fucose

Gal Galaktose

GalNACc N-Acetylgalaktosamin
Glc Glucose

GIcNAC N-Acetylglucosamin

Neu5Ac
Neu5,9Ac,

N-Acetylneuraminsaure
N-Acetyl-9-O-acetyl-
neuraminsaure
Neu5,7,9Acz N-Acetyl-7,9-di-O-
acetylneuraminsaure
N-Acetyl-9-O-1-lactyl-
neuraminsaure
Neu5Ac2en  2,3-Dehydro-N-acetyl-
neuraminsaure

Neu5AcOLt

Neu5Gc N-Glykolylneuramin-
saure
Xyl Xylose

Alle Monosaccharide auBer der
L-Fucose liegen als p-Zucker vor.

Zur Struktur der Sialinsauren siehe
Abb. 12.

(Abb. 3). Dieses Enzym erkennt bevor-
zugt irreguldr gefaltete Glykoproteine
[18]. Tritt nach dieser Re-Glucosylie-
rung mit Hilfe der erwdhnten Chape-
rone eine ordnungsgemafe Strukturbil-
dung des Proteins ein, so erfolgt die
dann endgiiltige Abspaltung des Erken-
nungssignals und der Transport zum
Golgi-Komplex, woran weitere Lek-
tine wie ERGIC-53 beteiligt sind [3].
In diesem Stadium erfiillt der innere,
unverdndert gebliebene Bereich der
Kohlenhydratkette die Aufgabe einer
Postleitzahl in der zentralen Vertei-
lungsstelle der Zelle. Angekommen im
Golgi-Komplex wird diese Kernstruk-
tur bei Tieren u.a. zu der Gruppe der
typischen komplexen N-Glykane wei-
terverarbeitet (Abb. 4). Diese Schritte
werden durch die Ubertragung von Nu-
kleotid-aktivierten =~ Monosacchariden
mit Hilfe spezifischer Glykosyltransfe-
rasen in einer festgelegten Reihenfolge
katalysiert [11].

Die gebildeten Glykoproteine mit
Zuckerketten des komplexen Typs
sind keineswegs nur entwicklungsge-
schichtliche Relikte ohne biologische
Funktion. Uberzeugende Belege fiir
ihre vitale Rolle sind am Beispiel trans-
gener Tiere erhalten worden. Wird die
in Abbildung 5 aufgefiihrte N-Acetyl-
glucosaminyltransferase I in knock-out
(ko)-Miusen ausgeschaltet, so wird die
Bildung von Zuckerketten des komple-
xen Typs (Abb. 4) verhindert, und die
Embryonalentwicklung endet am Tag
10 [19]. Nicht nur derart grundlegende
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Eingriffe in die Proteinglykosylierung
zeigen deutliche Auswirkungen. Eine
Storung beim Einbau eines einzelnen
Zuckers, der L-Fucose, fiithrt zu gravie-
renden, klinisch falbaren Symptomen,
die die Infektionsabwehr betreffen
(Leukozytenadhidsionsdefizienz-Syn-

drom, Typ II); diese Storung kann
auch experimentell durch das gezielte
Ausschalten einer L-Fucosyltransfera-
se (L-Fucosyltransferase VII) erreicht
werden [19]. Selbst eine so geringfiigig
erscheinende Modifizierung wie die
9-O-Acetylierung von Sialinséduren
kann von groBer funktioneller Bedeu-
tung sein. So fiihrt die gezielte Erho-
hung der enzymatischen De-O-Acety-
lierung dieses Zuckers in transgenen
Miusen zum Abbruch der Embryoge-
nese schon auf frither Stufe [20]. Eine
Verdnderung oder sogar Blockierung
der Biosynthese von Glykanketten
kann experimentell aufler durch ge-
zielte Mutationseinfiihrung in Tiere

GnTase V | GleNAc |

GnTase VI ;:Gl_cNAc" )

p1-2

GnTase Il | GIcNAC Man

(23
B g4 2

(Etablierung von ko-Mutanten) auch
durch den Einsatz modifizierter Sub-
strate oder spezifischer Inhibitoren der
entsprechenden Glykosyltransferasen
erreicht werden [11, 21].

Der molekulare Aspekt der Glykosy-
lierung verdient auch bei therapeuti-
scher Anwendung entsprechender Pro-
dukte Aufmerksamkeit. Bei Glykopro-
teinen von moglichem pharmazeuti-
schem Interesse wie Epoetin (Erythro-
poietin) oder t-PA, die aus Hefen,
Pflanzen oder transgenen Tieren ge-
wonnen werden, darf im Hinblick auf
einen moglichen klinischen Einsatz
nicht iibersehen werden, dafl Zucker-
ketten hochwirksame Antigene darstel-
len konnen. Da sich das Muster der
Glykosylierung bei verschiedenen Or-
ganismen sehr stark unterscheidet, muf3
diesem Aspekt bei der Herstellung re-
kombinanter Glykoproteine besondere
Beachtung geschenkt werden [22]. So
produzieren pflanzliche Zellkulturen

; . B4 | | p1-4 | = B1-
GnTase Il | GleNAe ——— Man ——— GlcNAc - GleNAC Asn
7 | B1-2 ==X [\\;b
GnTase | | GleNAc Man

: »
GnTase |V | GleNAc K

Abb. 5: Ubertragung von N-Acetylglucosamin auf Mannosereste der Core-Struktur von
N-Glykanen. Durch N-Acetylglucosaminyltransferasen (GnTase) werden GIcNAc-Reste von
UDP-GIcNAc auf verschiedene OH-Gruppen der a-Mannosereste {ibertragen. Fiir die Bil-
dung biantennarer Strukturen sind GnTase | und Il erforderlich; fiir triantenndre Struktu-
ren GnTase |, II, IV oder |, Il, V; fiir Ketten mit vier Antennen GnTase |, Il, IV und V und fiir
solche mit fiinf Antennen GnTase |, II, IV, V und VI. Die GnTase lll hangt einen GIcNAc-Rest
an die p-glykosidisch gebundene Mannose des Cores (,bisecting GIcNAc”).

(G A

7 p1-4 p1-

@i — cieee —— GlcNAc — Asn
,/\/
Eo 0 ° p1-2 al-3
N\ )
£ \ l‘\
Xyl { Fuc/

Abb. 6: Struktur eines stark immunogenen pflanzlichen N-Glykans. Der allen N-Glykanen
gemeinsame Core-Bereich ist markiert.
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Core 1 Galp1-3GalNAca-Ser/Thr
Galp1-3GalNAca-Ser/Thr
6
Core 2 [
GlcNAcB1
Core 3 GlcNAcB1-3GalNAca-Ser/Thr
GlcNAcB1-3GalNAca-Ser/Thr
6
Core 4 |
GIcNACB1
Core 5 GalNAca1-3GalNAca-Ser/Thr
Core 6 GIcNAcB1-6GalNAca-Ser/Thr
Core 7 GalNAca1-6GalNAca-Ser/Thr

Abb. 7: Struktur der sieben bekannten
Core-Bereiche von O-Glykanen. Diese Sac-
charidketten kénnen durch die Ubertra-
gung weiterer Zucker, wie Fucose oder Sia-
linsdure, noch verlangert und damit modi-
fiziert werden (vgl. Abb. 8).

das in Abbildung 6 dargestellte Epitop,
das stark immunogen ist und daher die
klinische Nutzung des Produktes er-
heblich einschrénkt.

0-Glykosylierung

Aufer der N-Glykosylierung kann als
weitere Modifizierung die O-Glykosy-
lierung stattfinden (Abb. 1). Sie ist un-
abhidngig von Dolicholderivaten und
beginnt in der cis-Golgi-Region [11,
16]. Der gesamte Aufbau der entspre-
chenden Ketten, fiir die Beispiele in
Abbildung 7 aufgefiihrt sind, geschieht
durch schrittweise Ubertragung einzel-
ner Nukleotid-aktivierter Monosaccha-
ride in definierter Reihenfolge. Er ent-
spricht somit den letzten Stadien der
Biosynthese der N-Glykane. Beiden
Glykantypen ist gemeinsam, daf
schlieBlich Sialinsduren und L-Fucose
in terminaler Position gebunden wer-
den [23, 24]. Insgesamt ist die Variabi-
litdt der bisher gefundenen O-Glykan-
strukturen, die z.B. auch durch Lewis-
Epitope modifiziert sein knnen (Abb.
8), deutlich groBer als die der N-Gly-
kane. Derartige Saccharide im termina-
len Bereich der einzelnen Antennen
sorgen aber auch bei den N-Glykanen
fiir eine erhebliche Variabilitit. Auf-
grund ihrer rdumlich exponierten Stel-
lung sind sie fiir Zucker-erkennende
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Proteinglykosylierung

HO.

OH

Proteine wie Lektine leicht zugéinglich
und koénnen somit auch als Andock-
stellen fiir zellulidre Interaktionen, z.B.
bei Infektionen und Entziindungsreak-
tionen, dienen [1, 3, 12], worauf unten
im Kapitel ,,Erkennung eingegangen
wird.

Nicht nur Proteine konnen durch Gly-
kosylierung modifiziert werden und da-
mit entsprechende Erkennungsstellen
prasentieren. Oligosaccharide konnen
ebenso mit einem Lipidanteil (Cer-
amid) verkniipft sein, was zu den Neu-
tralglykolipiden und, wenn auch Sialin-
sduren iibertragen werden, zu den
Gangliosiden fiihrt [25]. Die Biosyn-
these lduft durch schrittweisen Einbau
dhnlich wie bei den O-Glykanen ab und
ergibt Kettenstrukturen (Tab. 2). So fin-
den sich besonders L-Fucose, Galak-
tose, N-Acetylgalaktosamin und Sia-
linsduren in terminaler Position. Diese
rdumlich herausragende Stellung be-
rechtigt dazu, am Beispiel der Sialin-
sduren Grundprinzipien der Struktur-
ermittlung in der Glykobiochemie zu
erldutern.

Strukturermittlung

Deglykosylierung

Fiir die Analyse der Oligosaccharidket-
ten in Glykoproteinen ist in den mei-
sten Fillen zunichst eine Trennung von
Saccharid- und Proteinteil erforderlich.
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Abb. 9: Reaktionsverlauf der Spaltung von N-Glykanen durch Hydrazinolyse (links) und
von O-Glykanen durch Alkali/Borhydrid-Behandlung (B-Eliminierung; rechts). Durch Be-
handlung von Glykoproteinen mit Hydrazin werden bevorzugt N-glykosidische Bindun-
gen gespalten. Gleichzeitig werden die N-Acylsubstituenten der Aminozucker entfernt,
so daB fiir die weitere Analyse zunachst eine Re-N-Acetylierung erforderlich ist. O-Glyka-
ne kénnen durch Behandlung mit NaOH aus ihrer Ser/Thr-Bindung gel6st werden. Wegen
der moglichen Degradation des entstehenden reduzierenden Zuckers in dem stark alkali-
schen Milieu wird er mit Natriumborhydrid zum Alditol reduziert. Eine solche Reduktion
ist auch mit den Glykanen, die durch die Hydrazinolyse gebildet werden, méglich. Durch
die Verwendung von Natriumbortritiid kann die gesamte Zuckerkette radioaktiv markiert
werden, womit eine sehr empfindliche Detektion mdglich wird.

1 3
HsC
HO
HO. ) CHOH
2 %
HO
4
COOH
CH,OH
HOH,C

Dies kann chemisch im Fall der N-Gly-
kane tiber die Behandlung mit Hydra-
zin [26] geschehen oder bei den O-Gly-
kanen durch B-Eliminierung [27]. Der
Ablauf dieser Reaktionen ist in Abbil-

charidketten der N- und O-Glykane an
oder in der Nidhe der Bindungsstelle
zum Protein spalten konnen, kommer-
ziell verfiigbar geworden, so daf die
enzymatische Deglykosylierung zu-

HOHZC
O

Abb. 8: Konformation von Lewis-Epitopen. Die abgebildeten Saccharidstrukturen stellen
die verschiedenen Lewis-Epitope dar: 1 Lewis?; 2 Lewis?; 3 Lewis*; 4 LewisY; 5 Sialyl-LeX.
Diese Oligosaccharideinheiten befinden sich am Ende von Glykanketten und kénnen de-
ren biologische Wirkung modifizieren oder sogar bestimmen, indem sie z.B. als Andock-

HOH20

5

stellen fiir Lektine aus Bakterien wie H. pylori oder aus Leukozyten dienen.

Tab. 2: Grundstrukturen von Glykolipiden. Die verschiedenen Kohlenhydratketten
sind an Ceramid (Cer) gebunden und kénnen durch weitere Zucker wie Galaktose,
N-Acetylgalaktosamin oder L-Fucose erganzt werden. So entsteht durch die Einfih-

rung von N-Acetylgalaktosamin in ¢:1-3-Bindung an das endstiandige N-Acetylgalak-
tosamin der Globotetraose das Forssman-Antigen. Wenn Sialinséuren an Oligosaccha-
ridketten angehéngt werden, nennt man diese Glykolipide Ganglioside.

Glykolipid Abk. Struktur

Gangliotriaose GgOse;  GalNACB1-4GalB1-4GIcB1-Cer
Gangliotetraose  GgOse,  Galp1-3GalNAcB1-4GalB1-4GlcB1-Cer
Neolactotetraose nlLcOse; Galp1-4GIcNACB1-3GalB1-4GIcB1-Cer
Neolactohexaose nLcOseg  Galp1-4GIcNACB1-3Galp1-4GIcNACRT-3GalBf1-4GIcB1-Cer
Globotriaose GbOse;  Galo1-4GalB1-4GIcB1-Cer
Isoglobotriaose  iGbOse;  Galoi1—3Galp1-4GIcB1-Cer
Globotetraose GbOse,  GalNACB1-3Gala1-4Galp1-4GlcB1-Cer
Isoglobotetraose  iGbOse,  GalNACB1-3Galail -3Galp1-4GlcB1-Cer
Lactotriaose LcOse;  GIcNACB1-3GalB1-4GlcB1-Cer
Lactotetraose LcOses  Galp1-3GIcNACB1-3GalB1-4Galp1-Cer
Mucotriaose McOse;  Galp1-4GalB1-4GlcB1-Cer
Mucotetraose McOse, Galp1-3GalB1-4GalB1-4GIcB1-Cer
Galabiose GaOse,  Gala1-4GalB1-Cer

Galatriaose GaOse;  Galo1-4Galo1 -4Galp1-Cer
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nehmend die chemischen Methoden er-
setzt. Fiir die N-Glykane sind mehrere

dung 9 dargestellt. In den letzten Jahren
sind endo-Glykosidasen, die die Sac-

Proteinglykosylierung

dieser endo-Glykosidasen bekannt. Sie
sind spezifisch fiir bestimmte Typen
von N-Glykanketten und fiir die Posi-
tionen innerhalb der Kette (Abb. 10)
[28]. Mit der Abspaltung der Glykane
durch diese Enzyme werden gleichzei-
tig strukturelle Daten erhalten, weil nur
beim Vorliegen einer passenden Struk-
tur eine Hydrolyse erfolgt. Fiir die ent-
sprechende enzymatische Behandlung
intakter O-Glykane sind bislang nur
zwei Enzyme mit sehr enger Spezifitit
beschrieben worden (Abb. 10) [29, 30].
Die genannten endo-Glykosidasen sind
zusammen mit einer Reihe von exo-
Glykosidasen nicht nur von analyti-
schem Interesse. Ihre Aktivitit steuert
auch den Katabolismus sowie die Ver-
fligbarkeit freier Glykanketten und par-
tiell abgebauter Antennenstrukturen,
fiir die eine eindeutige Funktionsbe-
schreibung noch aussteht [31, 32].

Monosaccharidanalyse

Die qualitative und quantitative Ana-
lyse der meisten Monosaccharide, die
als Bausteine der Glykanketten vor-
kommen, stellt nach geeigneter Deriva-
tisierung kein grundlegendes Problem
mehr dar. Sie werden z.B. als Trime-
thysilylether der Methylglykoside oder
als die sogenannten Alditolacetate
(Abb. 11) mit Hilfe der Gaschromato-
graphie, oft in Kombination mit Mas-

e —

high Hybrid bi- tri-  tetra- \M.Tth'LEIJ_ o
mannose Antenne __Z
Man A

¥ 3 - - - endo H

+ +* - - - endo F1

+ . + - - endo F2

- - + + - endo F3

* + + + ¥ PNGase F

Abb. 10: Spaltungsspezifitit von endo-Glykosidasen. Die glykosidischen Bindungen der
beiden N-Acetylglucosaminreste im Core-Bereich der N-Glykane kdnnen, wie in der Abbil-
dung angegeben, durch verschiedene endo-Glykosidasen gespalten werden. Die in Abb.
4 gezeigten Strukturtypen werden durch die kommerziell verfiigbaren Enzyme mit hoher
Selektivitat als Substrate akzeptiert. Werden die Produkte dieser enzymatischen Reaktio-
nen mit Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert, so ist eine Abspaltung von Glykan-
ketten durch eine Verschiebung der Position der Proteinbanden zu niedrigerer Molekular-
masse erkennbar. Durch die Spezifitdt der endo-Glykosidasen ergeben sich damit struk-
turrelevante Aussagen.

Fiir die enzymatische Hydrolyse der Kohlenhydrat-Protein-Bindung in O-Glykanen sind
bislang nur zwei endo-Glykosidasen beschrieben, die nur wirken, wenn die angegebenen
Oligosaccharidstrukturen vorliegen (rechts).
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OH COOH
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OH OH
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20 OH OCH, HO oH OH
Trimethyl-
silylierung NaBH,;
OR OH
ROH-C HOH,C
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(|2H20H
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H—C—OR e 9 S
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Abb. 11: Freisetzung und Derivatisierung von Monosacchari-
den aus Glykanen fiir gaschromatographische Analysen.
Durch saure Hydrolyse werden die glykosidischen Bindungen
der einzelnen Zuckerbausteine gespalten, so daB ein Ge-
misch von Monosacchariden entsteht. Wird diese Hydrolyse
in Methanol durchgefiihrt, so entsteht ein Gemisch der ver-
schiedenen Methylglykoside (o.,p-Furanose und o,B-Pyrano-
se), die nach Derivatisierung der OH-Funktionen z.B. durch
Trimethylsilylierung gaschromatographisch analysiert wer-

Il DAZ N

Neu5,7,9Ac3
HOH,C OH
O
HO™ COOH
CH;
3\(%) _HN. el §
Neu5Ac2en

Abb. 12: Strukturen der bisher im Menschen nachgewiesenen Sialins&du-
ren. Zur besseren Ubersicht ist die Fischer-Projektion der 5-Amino-
3,5-didesoxy-p-glycero-p-galakto-nonulosonsaure (Neuraminsaure) als
N-acetylierte Verbindung (Neu5Ac) mit angegeben. (Zu den Abkiirzun-
gen siehe die Ubersicht neben Abb. 4.) N-Glykolylneuramins&ure ist bis-
lang in humanem Material nur bei Tumoren gefunden worden.

den kénnen. Nur ein Derivat fiir jedes Monosaccharid wird erhalten, wenn die saure Hy-
drolyse in H,0 durchgefiihrt wird und die entstehenden Zucker mit NaBH, zu den Aldito-
len reduziert werden. Ublicherweise erfolgt danach eine Umsetzung der Alkoholgruppen
durch Acetylierung oder Trifluoracetylierung. Wegen der gleichen funktionellen Gruppe
an C-1 und C-6 kénnen aber bestimmte Unterscheidungen nicht mehr gemacht werden,

z. B. zwischen p- und -Galaktose.

senspektrometrie, nachgewiesen [33,
34]. In neuerer Zeit wird auch die
HPLC  (high-performance  liquid
chromatography), z.B. in Verbindung
mit ,,pulsed-amperometric detection®
(PAD) [35], erfolgreich eingesetzt.
Beide Methoden sind mit relativ gerin-
gen Substanzmengen verldflich durch-
zufiihren.

Allerdings ergeben sich im Fall von
Sialinsduren besondere Probleme. Re-
lativ zu den anderen Monosacchariden
kann dieser Zucker in der Natur durch
eine beachtliche Reihe von Modifizie-
rungen variiert werden. Uber die Mog-
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lichkeiten der Acetylierung und Lacty-
lierung hinaus (Abb. 12) sind auch
Phosphorylierung, Sulfatierung und
Methylierung als Strukturvarianten ge-
funden worden [36]. Das Grundgeriist
der Sialinsduren ist die 5-Amino-
3,5-didesoxy-p-glycero-p-galakto-no-

nulosonsdure, die mit ihrer freien Ami-
nofunktion nicht stabil ist und daher
immer als N-acylierte Verbindung vor-
kommt. Durch Derivatisierung an einer
oder an mehreren der OH-Gruppen an
den C-Atomen 4, 7, 8 und 9 mit den er-
wéhnten modifizierenden Substituen-
ten leiten sich ca. 30 verschiedene, na-

tiirlich vorkommende Sialinsduren von
dem genannten Grundgeriist ab. Die
Zahl wird noch um etwa zehn Vertreter
dieser Zuckerfamilie erhoht, die als
Derivate der ebenfalls natiirlich vor-
kommenden 2,3-ungesittigten Variante
anzusehen sind [37].

Diese Modifikationen sind keines-
wegs nur exotische Spielformen, son-
dern konnen, wie fiir die Rolle der
O-Acetylierung in der Embryogenese
schon betont wurde, durchaus physio-
logisch relevante Funktionen ausiiben.
Im Mucin von Submandibularisdriisen
des Rindes sind 14 verschiedene Arten
eindeutig identifiziert worden [38]. Be-
merkenswerterweise sind beim Men-
schen bislang nur sechs Derivate (Abb.
12) der insgesamt fast 40 bekannten
Spezies nachgewiesen worden, davon
eine ausschlieBlich in Tumoren. Die
Analyse all dieser verschiedenen Arten
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mit z.T. nur geringfiigigen strukturellen
Abweichungen stellt naturgemif hohe
Anforderungen an die Prédzision der
analytischen Methoden, um zweifels-
frei zwischen ihnen unterscheiden zu
konnen. Durch die hidufig anzutref-
fende Veresterung der OH-Funktionen
mit Essigsdure entstehen labile Verbin-
dungen, die ohne Verlust oder Wande-
rung der Acetylgruppen kaum zu iso-
lieren und zu analysieren sind, so daf}
dadurch weitere Komplikationen bei
der Analyse auftreten konnen.

GC/MS-Kopplung
Im folgenden sollen nun beispielhaft
Methoden vorgestellt werden, mit de-
nen diese Probleme angegangen wer-
den konnen. Die sichere Identifizierung
substituierter Sialinsduren erfolgt hiu-
fig durch kombinierte Gaschroma-
tographie/Massenspektrometrie.  Das
schon friih von Kamerling und Vlie-
genthart aufgestellte Fragmentierungs-
muster der Sialinsduren unter Elektro-
nenstof-Ionisationsbedingungen (EI-
MS) [39] hat sich als allgemeingiiltig
erwiesen und ist mit Erfolg auch fiir die
Interpretation von Spektren einer Viel-
zahl neu entdeckter Derivate herange-
zogen worden [38, 40]. Anhand relativ
weniger charakteristischer Fragment-
Ionen, die in Abbildung 13 mit A bis H
gekennzeichnet sind, 146t sich Art und
Ort einer Substitution am Neuramin-
sduremolekiil verldBlich festlegen.
Bedingt durch die technische Eigen-
art bestimmter Massenspektrometer,
Fragment-Ionen im hohen Massenbe-
reich bei geringen Substanzmengen nur
mit schwacher Intensitit darzustellen,
kann es unter Umstidnden vorkommen,
dafl Fragment-Ionen oberhalb von 400
Masseneinheiten kaum zu erkennen
sind, was eine Strukturermittlung ver-
hindert. Aus diesem Grunde ist die
Analyse von Sialinsduren mit chemi-

Abb. 13: ElektronenstoB-lonisations-Mas-
senspektrometrie (EI-MS) von Sialinsdu-
ren. Oben ist das Massenspektrum per-
O-trimethylsilylierter N-Acetylneuramin-
saure unter ElektronenstoB-lonisationsbe-
dingungen gezeigt. Die primar fiir die In-
terpretation bendtigten charakteristischen
Fragment-lonen, deren Entstehung und
Struktur gleichfalls dokumentiert ist
(rechts), sind mit A bis H bezeichnet. Der
Austausch von Substituenten fiihrt zu ei-
ner Verschiebung der Position von Frag-
menten, die diesen Substituenten enthal-
ten, zu anderen Massenzahlen (z.B. von
Trimethylsilyl zu Acetyl um -30 Massenein-
heiten) und erlaubt somit die Bestimmung
von Art und Position der Derivatisierung.

scher Ionisation (CI-MS) entwickelt
worden. Dabei entstehen bevorzugt
Ionen im hohen Molekularmassenbe-
reich einschlieBlich des Molekiilpeaks
und weniger Fragment-Ionen als bei
der Elektronenstof-Ionisation [41].
Das entsprechende Spektrum von
N-Acetylneuraminsiure (Abb. 14) 146t
im Vergleich mit Abbildung 13 deut-
lich die unterschiedlichen Spaltungs-
muster erkennen. Eine Kombination

100 —
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von EI-MS und CI-MS ermdglicht da-
mit auch bei geringen Substanzmengen
eine eindeutige Identifizierung.

Ein wesentliches Hindernis bei dieser
Art der Analyse stellt allerdings die
Notwendigkeit dar, dal die Sialinsiu-
ren zuvor aus den zu untersuchenden
Materialien in moglichst reiner Form
isoliert werden miissen. Inzwischen
sind vielfach erprobte Methoden fiir
diese Isolierung verfiigbar [42, 43]. Sie
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sind u. a. bei der Isolierung von Sialin-
sduren aus Mucinen, Erythrozyten,
Bakterien oder Insekten erfolgreich an-
gewandt worden, was jedoch nicht
ohne Substanzverlust moglich ist [38,
44 — 46]. Dies kann bedeuten, daB die
isolierte Sialinsduremenge unterhalb
der Detektionsgrenze der angewandten
Analysenverfahren liegt. Durch indi-
rekte hochempfindliche Methoden wie
die Einfiihrung einer radioaktiven Mar-

kierung iiber den Stoffwechsel bei me-
tabolisch aktiven Zellen 4Bt sich die
Abwesenheit von Sialinsduren in be-
stimmten Materialien sicherer bestim-
men, als dies bei einer chemisch-spek-
troskopischen Methode moglich wire
[47, 48].

MS/MS-Technik

Da Sialinsduren trotz vieler Reini-
gungsverfahren [42] hiufig nur zusam-
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men mit anderen Substanzen wie anor-
ganischen Salzen, Stoffwechselsiuren
wie Pyruvat, Farbstoffen oder sogar
Weichmachern aus den verwendeten
Gefidflen erhalten werden koénnen, ist
auch ein massenspektrometrischer
Nachweis nicht immer eindeutig zu
filhren. Die  Sialinsiure-relevanten
Fragment-Tonen konnen in ungiinstigen
Féllen von Fremd-Ionen, die von den
oben genannten Substanzen stammen,
liberdeckt sein. Mit Hilfe der MS/MS-
Technik 146t sich dann die Analyse er-
heblich sicherer gestalten als bei den
oben genannten Methoden. In diesem
Verfahren werden sog. ,,daughter-“ und
,»parent-ions* registriert und die dem
Fragmentationsschema entsprechenden
Folge- oder Stamm-Ionen aufgespiirt
[49]. So muB nach dem in Abbildung
13 gezeigten Fragmentationsschema
aus dem Fragment C das Fragment D
als ,daughter-ion* auftauchen, wenn
ein Signal bei 536 Masseneinheiten
von N-Acetylneuraminsiure stammt.
Durch diese Folgeanalyse werden
Identifizierungen moglich, die mit
konventioneller Massenspektrometrie
nicht erhalten werden kénnen. Neben
der Anwendung auf Sialinsiduren sind
diese eleganten Verfahren auch fiir die
Analyse anderer Saccharide wie sulfa-
tierte Galaktose oder N-Acetylgalak-
tosamin nutzbar [50]. Derartige funk-
tionell bedeutende Varianten sind u. a.
bei Selektinliganden, die die Leukozy-
tenadhision initiieren, bei Thyreoglo-
bulin und bei Glykoproteinhormonen
der Hypophyse zu finden.

HPLC

Weiterhin von grofier Bedeutung fiir
die Analyse von Sacchariden ist die
HPLC [35, 51 — 54], vor allem wegen
der im Vergleich zur Massenspektro-
metrie technisch relativ einfachen
Handhabbarkeit. In Verbindung mit
hochempfindlichen =~ Detektionssyste-

Abb. 14: Massenspektrometrische Analyse
von Sialinsauren mit chemischer lonisation
(CD). Im Massenspektrum von N-Acetyl-
neuraminséure als per-O-trimethylsilylier-
tes Derivat entstehen unter Cl-Bedingun-
gen prominente Peaks im hohen Massen-
bereich (oben). Sie sind von der gleichen
Verbindung im Spektrum nach Elektronen-
stoB-lonisation (EI) nicht zu finden (vgl.
Abb. 13). Das Fragment F des EI-Spektrums
taucht in der Regel ebenfalls auf. Wie das
Fragmentationsschema zeigt, kann eine
Substitution am 4-OH von Sialinsiuren
auch anhand der wenigen Fragment-lonen
identifiziert werden.
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men erlaubt die HPLC eine Analyse
von Sialinsduren im femtomolaren Be-
reich. So kann nach Derivatisierung
freier Sialinsduren deren Trennung
iiber reversed-phase-Sdulen mit einer
sich anschlieBenden sehr empfindli-
chen fluorimetrischen Detektion erfol-
gen [37, 55] (Abb. 15). Es ist allerdings
anzumerken, daf die chromatographi-
schen Analysenverfahren keine eindeu-
tige Strukturfestlegung der Sialinsiure-
derivate erlauben, weil sie nur relative
Aussagen zulassen. Eine Zuordnung ist
nur dann moglich, wenn die entspre-
chenden Referenzsubstanzen zur Ver-
fligung stehen. Die Aussagegenauig-
keit dieser Methoden 148t sich aller-
dings erhohen, wenn die zu analysie-

renden Sialinsduren zusétzlich mit spe-
zifischen Enzymen ihres katabolen
Stoffwechsels behandelt werden (Abb.
16). So spaltet die N-Acylneuraminat-
lyase (EC 4.1.3.3) Sialinséuren in Py-
ruvat und entsprechende N-Acylman-
nosaminderivate, was zum Verschwin-
den der Sialinsdurepeaks in der HPLC-
Anlayse fiihrt; Sialat-O-Acetylestera-
sen (EC 3.1.1.53) konnen selektiv
9-O-Acetylgruppen von Sialinsiuren
abspalten, so daf3 die fiir diese Sialin-
sduren typischen Signale nach Enzym-
behandlung im Chromatogramm in die
Position der nicht O-acetylierten Mo-
nosaccharide verschoben sind [42].
Die verschiedenen HPLC-Trennver-
fahren wie Jonenaustauschchromato-
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graphie, Gelfiltration oder reversed-
phase-Chromatographie finden auch
Anwendung bei der Analyse von Oli-
gosacchariden. So ist es nach enzyma-
tischer oder chemischer Deglykosylie-
rung von Glykoproteinen auf der Ebene
der N-Glykanketten moglich, unter-
schiedliche Oligosaccharidketten zu
fraktionieren. Damit lassen sich schon
auf dieser Stufe strukturrelevante Aus-
sagen machen, indem etwa Sialinsidure-
haltige Glykanketten von nicht sialy-
lierten tiber Anionenaustauschchroma-
tographie getrennt werden. Gradienten-
elution von einer solchen Ionenaustau-
schermatrix mit steigender Salzkon-
zentration erlaubt zudem eine Unter-
scheidung hinsichtlich der Zahl der

Retentionszeit [min]

Abb. 15: HPLC-Analyse von Sialinséduren mit Hilfe fluorimetrischer Detektion. Nach Umsetzung von Sialinsauren entsprechend dem an-

gegebenen Reaktionsschema (links) kdnnen diese Derivate iiber reversed-
fluorimetrischer Detektion erfaBt werden. Das ab

Neu5Ac (1), Neu5,9Ac;, (2) und Neu5Gc (3).
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phase-Séulen getrennt und in femtomolaren Mengen mit
gebildete Chromatogramm (rechts) zeigt die Analyse eines Sialinsduregemischs aus
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Abb. 16: Enzymatische Sialinsdureanalyse. Die in Abb. 15 dargestellte Art der Sialinsdureanalyse kann in ihrer Aussagegenauigkeit er-
heblich gesteigert werden, wenn diese Zucker vor der Derivatisierung mit spezifischen Enzymen behandelt werden. Das Chromato-
gramm der Ausgangskomponenten (a) weist neben Signalen, die nicht auf Sialinsauren zuriickzufiihren sind, Peaks fiir Neu5Ac (1) und
Neu5,9Ac; (2) auf. Nach Behandlung mit Sialat-9-O-acetylesterase, die selektiv die Acetylgruppe in der 9-OH-Position von Sialinsauren
abspaltet, verschwindet der entsprechende Peak (2) nahezu vollstéandig, wahrend Neu5Ac unverindert vorliegt (b). Inkubation mit
N-Acylneuraminatlyase schlieBlich fiihrt zur Spaltung der meisten Sialinsauren in Pyruvat und N-Acylmannosaminderivate, die sich nicht
mehr nach dem in Abb. 15 wiedergegebenen Reaktionsschema umsetzen lassen, so daB die Peaks fiir Neu5Ac (1) und Neu5,9Aq (2)

nicht mehr auftauchen (c).
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vorhandenen Sialinsduren. Die mit der
HPLC mogliche Isolierung einzelner
Kettenstrukturen gestattet deren wei-
tere Bearbeitung mit Hilfe anderer Me-
thoden.

Damit gehen die Moglichkeiten der
chromatographischen  Zuckeranalyse
von Glykoproteinen weit {iber qualita-
tive und quantitative Erfassung der
Monosaccharidbausteine hinaus, die
nur die Bruttozusammensetzung lie-
fert. Thre Anwendung ermdglicht den
Aufbau von Datenbanken, in denen
chromatographische  Elutionsprofile
mit Strukturen korreliert werden [56].
Fiir die grundlegenden Aussagen iiber
die Reihenfolge und die Anomerie der
Verkniipfung der einzelnen Monosac-
charide sind allerdings Verfahren nétig,
die im folgenden besprochen werden.

NMR-Spektroskopie

Moderne Techniken der kernmagne-
tischen  Protonen-Resonanz-Spektro-
skopie (IH-NMR-Spektroskopie) wie
zwei- und dreidimensionale NMR-
oder NOE- (nuclear Overhauser enhan-
cement-)Messungen gestatten eine Si-
chere Identifizierung von Zuckerstruk-
turen wie Sialinsiuren. Ein 'H-NMR-
Spektrum von N-Acetylneuraminsaure
ist in Abbildung 17 gezeigt. Zusitzlich
erlauben diese Methoden auch Aussa-
gen iiber Art und Position von Substitu-
enten am Neuraminsduregrundgeriist.
Allerdings erfordert die Anwendung
dieser Technik das Vorliegen nur einer
Sialinsdureart, denn eine Vortrennung
wie bei der Kopplung der Massenspek-
trometrie mit der Gaschromatographie
ist hier nicht durchfiihrbar.

Die eigentliche Leistungsstiarke 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 erwahnten HPLC-
Fraktionierung erhalten werden, lassen
sich mit Hilfe des Konzepts der soge-
nannten ,Sstructural reporter groups‘
[59] eindeutig identifizieren. Alle
strukturrelevanten Angaben, wie sie
etwa in Abbildung 4 aufgefiihrt sind,

ENDAZENE

M

48 4,6 44 42 40 38 36 34

30 28 26 24 22 20 18 16
ppm

Abb. 17: "TH-NMR-Spektroskopie von N-Acetylneuraminsaure. Dargestellt ist das 500 MHz
"H-NMR-Spektrum von Neu5Ac in D,0 als Losungsmittel. Das HOD-Signal, das vom Aus-
tausch der OH-Protonen gegen Deuterium herriihrt, liegt bei etwa 4,8 ppm. Die librigen
Signale stammen von den Ringprotonen bzw. der Methylgruppe im N-Acetylteil des Mo-
lekiils und kénnen vollstandig zugeordnet werden. Das Aufspaltungsmuster gibt Aus-

kunft Gber die Konformation des Zuckers.

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

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

Abb. 18: Rotationsmaglichkeiten der Monosaccharidreste in Lac-

tose. Der Glucose- und der Galaktoseteil in Lactose sind liber die
glykosidische Bindung miteinander verkniipft und in diesem Be-
reich frei drehbar. Damit kénnen sie relativ zueinander unter-
schiedliche Winkel einnehmen, die ¢ und y genannt werden. In
aller Regel existieren bestimmte energetisch begiinstigte Ein-
stellungsmdglichkeiten fiir diese beiden Winkel, so daB nur we-
nige, wohldefinierte Konformationen eingenommen werden

koénnen. Diese sind z.B. mit Hilfe der NOE-Spektroskopie be-

stimmbar.
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miteinander in Wechselwirkung treten
konnen, sind auch Aussagen iiber die
rdumliche Anordnung groferer Struk-
tureinheiten moglich. Dies ist in Ab-
bildung 18 am Beispiel der gly-
kosidischen Bindung in Lactose
(GalB1-4GIc) erldutert. Das Proton
am C-1 der Galaktose (H;’) und das
Proton am C-4 der Glucose (H,) treten
iiber die glykosidische Bindung hin-
weg in Wechselwirkung. Die freie
Drehbarkeit der beiden Zuckerreste in
ihrer Bindung zum verkniipfenden gly-
kosidischen Sauerstoffatom erlaubt es,
zwei Winkel ¢ und y zu definieren, die
die Anordnung der Monosaccharidre-
ste zueinander angeben. Je nach der
Grofe der Winkel, die die beiden Mo-
nosaccharide relativ zueinander ein-
nehmen, kann die Dipolwechselwir-
kung der beiden Protonen H;” und Hy
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belegbare Funktion

Zellerkennung (Bakterien,
Hefen, kérpereigene Zellen),
Initiation von Biosignalketten

Zell-Zell (Matrix)-Erkennung,
Initiation von Biosignalketten

Zell-Zell (Matrix)-Erkennung,
Initiation von Biosignalketten

Beteiligung an Abwehr-
prozessen

Intrazelluldres Routing von
markierten Proteinen, z.B.
lysosomalen Enzymen

Familie Struktur- Kohlenhydratligand
merkmal
C-Typ konservierte  variabel (Mannose, Galaktose,
CRD* -Fucose, Heparintetrasaccha-
rid)
I-Typ Immunglo- variabel (MangGIcNAG,,
bulin-artige HNK-1 Epitop, Hyaluronsaure,
CRD* a2,3/0.2,6-Sialyllactose)
Galektine konservierte  B-Galaktoside
(S-Typ) CRD*
Pentraxine 5 Unter- zyklische 4,6-Acetale von
einheiten B-Galaktosiden, Galaktose,
sulfatierte und phosphorylierte
Monosaccharide
P-Typ homologe, Mannose-6-phosphat-haltige
noch nicht Glykoproteine
genau defi-
nierte CRD*

* Domane fur Zuckererkennung (carbohydrate recognition domain)

von unterschiedlicher Intensitdt sein.
Damit kann man iiber die Messung des
NOE-Spektrums Riickschliisse auf die
rdumliche 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 14t sich
auch die Konformation komplexer
N-Glykane, wie sie in allen Zellmem-
branen von S&dugetieren vorkommen
(Abb. 4), analysieren. Dabei hat sich
gezeigt, daB einzelne Antennen dieser
Molekiile nicht zwangslaufig senkrecht
von der Membran abstehen, sondern
auch flach auf der Membran aufliegen
und so Teile der Zelloberfliche abdek-
ken konnen [61]. Dies gilt auch fiir ein-
zelne Glykoproteine, so dal} ein enges
Wechselspiel zwischen einer Zucker-
kette und dem Proteinteil bestehen
kann. Strukturelle Veranderungen der
Glykane, etwa durch die enzymatische
Abspaltung von Sialinsduren, konnen
sich somit auch auf die Konformation
des Proteins auswirken, wie fiir das Se-
rumpentraxin Amyloid P gezeigt wor-
den ist [62]. Dieser Befund kann fiir
eine Reihe von Sialoglykoproteinen
Bedeutung haben, bei denen eine Be-
einflussung von Aktivitdtsparametern
durch Sialidasebehandlung belegt ist
[63].

Detaillierte  Untersuchungen mit
zweidimensionaler NMR-Spektrosko-
pie kombiniert mit computergestiitzten
theoretischen Berechnungen haben zu-
demergeben, dall Oligosaccharidketten
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oft nur eine eingeschriankte Flexibilitat
besitzen [8]. Bei derartigen Berechnun-
gen werden einzelne ¢, y-Winkel itera-
tiv gedndert und fiir jede Kombination
der relative Energiegehalt bestimmt, so
dal3 sich ein Energiepotentialdiagramm
ergibt [57]. Dieses kann neben einem
globalen Minimum mehrere lokale Po-
tentialtdler aufweisen. Wenn die Ener-
giebarriere zwischen den zugeordneten
Konformationen nicht zu hoch ist, ist
auch ein Ubergang von einer zur ande-
ren Konformation moglich. Das Vor-
kommen solcher Energieminima zeigt,
daBl die Zuckerreste in Glykanketten
energetisch hdufig eindeutig bevor-
zugte Konformationen einnehmen und
damit die Flexibilitdt von Glykanen be-
schrinken [8, 57]. Selbst Interaktionen
zwischen einzelnen Molekiilteilen sind
so nachweisbar [58, 64]. Aufgrund der-
artiger Berechnungen, die auf der Basis
von NMR-Messungen und teilweise
auch von Rontgenstrukturanalysen an-
gefertigt wurden, kann man Oligosac-
charide also ebensowenig wie Proteine
oder Nukleinsduren als ausschlieBlich
polar und beliebig flexibel betrachten.
Auf der Grundlage einer solchen ver-
ldBlichen Baustein- und Konformati-
onsanalyse von Glykanen kénnen nun
die Fragen, welche Bedeutung diese
Molekiile als Erkennungssignale haben
und wie sich dieses Wissen pharmazeu-
tisch nutzen 146t, besprochen werden.

Erkennung

Die zundchst an das Peptidgeriist ge-
hefteten Glykanketten sind fiir die
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Transportvorgidnge 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 interzelluldre Inter-
aktionen beeinflussen zu konnen. 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 ausfiihrlich in vorhergehen-
den Beitrdgen gezeigt worden ist [1, 6],
konnen 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 Rontgen-
strukturanalyse optimiert werden. Ein
eindrucksvolles Beispiel fiir 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
Oberflache drei fiir die Infektion not-
wendige Glykoproteine: die Sialidase,
die bisweilen auch noch als ,,rezeptor-
zerstorendes Enzym‘ bezeichnet wird
(siehe Tab. 1), das Fusionsprotein und
das Hamagglutinin [21]. Fiir das Ein-
dringen der Viren in die Wirtszellen
und damit fiir die Infektion ist vermut-
lich zuerst die Bindung der Viren an
Sialinsdure-haltige Glykokonjugate auf
der Zelloberflache erforderlich. Nach-
dem das Hamagglutinin diese Anhef-
tung bewirkt hat, tritt fiir die folgende
Aufnahme des Virus in die Zelle das
Fusionsprotein in Aktion. Die Sialidase
wird schlieBlich bendtigt, um nach dem
Ausschleusen der intrazelluldr gebilde-
ten Viruspartikel aus der Zelle die Sia-
linsduren von der Zelloberflache abzu-
spalten, damit die neuen Viruspartikel
nicht mit ihrem Hdmagglutinin an der
Zelle haften bleiben. Nur die Dissozia-
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tion von der Zelle ermdglicht es ihnen,
neue Zellen zu infizieren [21]. Eine

(Abb. 19) passen miifite. Das 4,5-Di-
desoxy-4-guanidino-5-trifluoracetyl-De-

seine klinische Testung rechtfertigt
[66]. Diese gezielte Synthese eines

AcOH,C OAc

rivats von Neu5Ac2en
ist als farbiges ,stick
and ball”-Modell wie-
dergegeben und der
Proteinkonformation

angepalt. Der natiirlich
vorkommende Sialida-
se-Inhibitor Neu5Ac2en
trdgt eine OH-Gruppe
anstelle der Guanidino-
funktion am C-4 und
paBt sich der Faltung
des Proteins im Bereich |
des aktiven Zentrums
weniger gut an, so daB3 \
die Inhibition der en- ‘
zymatischen  Aktivitat \
geringer ist. |

= . e . . R . . G OAc
= Hemmung dieser Aktivititen wird da-  rivat des natiirlichen Inhibitors wurde pharmazeutischen ~ Wirkstoffes —auf- i >
L mit zu einer verringerten Infektiositit entsprechend dem in Abbildung 21 grund von Strukturdaten eines aktiven ; 0 S - g
O .. .. ; . . . 5 e 3 AcO COOCH AcO COOCH,3
%) fiihren konnen. Als Ansatzpunkt derim  wiedergegebenen Syntheseschema her- Proteinzentrums ist ein Beispiel fiir den 2
= : s : .. . < AcHN AcN N
— folgenden beschriebenen Arbeiten g.estellt u_nd zeigte erwaﬁgngsgemaﬁ 66 >» erfolgreichen Einsatz des ,,computer- N3 H L 3 H
A% diente die virale Sialidase. eine deutlich bessere Inhibition der Sia- assisted drug design*.
= 2,3-Dehydro-N-acetyl-neuraminsdure ~ lidase als die Ausgangssubstanz, was
® (NeuSAc2en, Abb. 12) ist ein seit lan- 45 P L
) . . Glykomimetika
gem bekannter, auch in menschlichen
Sekreten vorkommender kompetitiver  app, 20: Darstellung des Sialinsaure-binden- ) .
Inhibitor fiir Sialidasen, dessen physio-  den Peptidfragments aus menschlichem Sar- - Grundlage dieser Methode ist es, Kon- HOH,C_ OH
logische Bedeutung allerdings nicht si-  kolektin. Die nach Behandlung von Sarkolek- taktpunkte fiir hydrophile und hydro- Hooe s %
cher bekannt ist. Die Konformation tin mit Cyanbromid erhaltenen Peptide wur- : phobe Wechselwirkungen von Ligan- 5 2
dieses natiirlichen Inhibitors ist durch ~ den in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese 14,3 » — den mit dem Protein so zu positionie- HO" T HO” COOCH
. s unter denaturierenden Bedingungen aufge- ! , ) —_ . COOH 3
NMR-Spektroskopie aufgekldrt wor- - u ren, da3 die sich ergebende Interaktion HN HN
. o e £ . trennt und entweder durch Silberfarbung 5 i { 5 Ks L
; den. Die zusitzliche Verfiigbarkeit von  gjchthar gemacht (a) oder auf Nitrocellulose- Boc 7 ey Bec
3 Rontgenstrukturdaten der viralen Siali-  membranen iibertragen (,blotting”) und
3 dase erlaubte eine Anpassung dieser  dann mit einer Loésung, die markiertes Lym- Abb. 21: Synthese eines viralen Sialidase- i
1 beiden rdumlichen Strukturen in einer ~ phokin (macrophage migration inhibitory Inhibitors. Das Schema gibt die Synthese
‘1 Computersimulation (,,molecular dok- :3332.1“3:?:’2:?;3' dil:eblt\el:rlictli%t:rtl- slmf;g: a b i 4 2,3-I?:_hydro-N-trifluoracetyl-4—des—
l N : : d . ! , SIC oxy-4-guanidinoneuraminsdaure aus 2,3- OH
I ;lngk)_[SS].}? gbelEér%?b SICh.’ dal?) " gemacht (b). Das Verfahren wird als ,ligand Dehydro-N-acetyl-4-azido-4-desoxy-neur- HOH,C_ OH ot
| ucker durch das £inlugen €mes basl- — piotting” bezeichnet. Die Molekularmassen aminsduremethylester wieder (Boc = t-Bu-
\ . ; ! ; y r wieder (Boc = t-Bu
| schen Substituenten am C-4-Atom bes- (kD) von Referenzproteinen sind am linken tyloxycarbonyl). Diese Verbindung wurde 0 HO” COOH
;‘ ser in das aktive Zentrum des Enzyms  Rand angegeben. als Inhibitor der viralen Sialidase einge- HO COOH : HoN
w setzt. Ahnliche Derivate befinden sich ge- HN NH  H
‘ genwaértig in der klinischen Testung als Boc NH; H N)\
i Antigrippemittel [66]. i N,
{1 l
|
it
‘ HOH,C_  oH
Y (0}
HO COOH
G o
Abb. 19: ,Molecular
drug design”. In der Ab- H NH,
bildung sind einzelne
Aminosaurereste  des
aktiven Zentrums der
Sialidase aus Influenza-
‘ A-Viren als farbige Stab-
‘ chen dargestellt. Die
“ Anordnung wurde aus
‘ der  Réntgenstruktur-
‘ analyse dieses Enzyms
\ erhalten. Die Konforma-
1 tion des 4-Guanidinode-
\

OH

Abb. 22: Sialyl-Lewis* und potente Glykomimetika. Mit den Verbindungen 2 und 3 wurden zwei synthetische Zuckerderivate herge-
stellt, deren Affinitat zu E-Selektin 1,5- bzw. 5fach héher ist als die des Bindungspartners Sialyl-Lewis* (1). Die Gruppen, die die struk-
turelle Analogie der Verbindungen 1 und 2 ausmachen, sind farblich gekennzeichnet. Die Glykomimetika wurden aufgrund der durch
NMR-Spektroskopie erhaltenen Konformation von Sialyl-Lewis*, der Modelle zur Kontaktbildung zwischen Selektin und seinen Ligan-
den sowie eingehender Computermodellierung entwickelt.
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optimal ist. Geht man davon aus, da8 es
die Elektronendichteverteilung des Li-
ganden ist, die komplementdr in die
Bindungstasche des Rezeptors passen
muB, so ist verstindlich, daB auch ein
Peptid anstelle eines Saccharids an ein
Lektin binden kann, wie es fiir ein
Lymphokin (macrophage migration in-
hibitory factor, MIF) und das Sialinséu-
re-bindende Sarkolektin belegt ist [67,
68]. Die Bindungsstelle im Lektin kann
durch kontrollierte Spaltung und ,li-
gand blotting* lokalisiert werden (Abb.
20). Auch die Interaktion von Oligonu-
kleotiden mit der Zuckerbindungsstelle
eines Lektins ist belegt, und zwar fiir
L-Selektin, ein Mitglied der Familie
der C-Typ-Lektine (Tab. 3) [3, 69].
Diese Ergebnisse eréffnen der pharma-
zeutischen Chemie ein weites Feld,
Glykomimetika zu entwickeln.

Wie mit Bezug auf Abbildung 8 wei-
ter oben schon erldutert, stellen die
in Glykanketten terminal gelegenen
Lewis-Epitope wichtige Erkennungs-
signale dar, die im Zusammenspiel mit
Selektinen die Leukozytenadhdsion an
aktiviertes Endothel initiieren [1, 3].
Thre Funktion ist also die einer An-
dockstelle fiir entziindliche Zellen. Die
Kenntnis ihrer Struktur und die Testung
der Aviditit der Bindung an Selektine
ermoglicht es, nach einem fiir thera-
peutische Einsitze optimalen Inhibitor
zu suchen. Relativ zu Sialyl-Le* binden
die in Abbildung 22 aufgefiihrten Gly-
komimetika stirker an E-Selektin, was
ein Schritt hin zu einer theoretisch
denkbaren Steroid-unabhingigen anti-
inflammatorischen Therapie ist [70].

Neben der Fortentwicklung dieses
Ansatzes sind gleichzeitig mogliche
Einwinde gegen einen systemischen
Einsatz solcher Wirkstoffe zu priifen.
So fiihrt der gezielte Ausfall der beiden
Endothel-Lektine E- und P-Selektin,
der in seiner Wirkung der Selektin-
Blockade durch Glykomimetika ver-
gleichbar ist, bei Mdusen zu schwer-
wiegenden opportunistischen Infektio-
nen [71]. Leukozytose und verinderte
Zytokinspiegel in den Selektin-defi-
zienten Tieren weisen zudem auf mar-
kante, nicht vorhersehbare Verdanderun-
gen hin, deren Wirkungen einen lang-
fristigen klinischen Einsatz einschrin-
ken konnen. Hingegen scheint die
kurzfristige Anwendung solcher Inhi-
bitoren der Adhdsion von Leukozyten
zur Begrenzung eines Schadens bei fo-
kaler zerebraler und myokardialer Isch-
amie denkbar [72, 73].
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Grofe Fortschritte sind in der Analyse
des Saccharidteils von Glykoproteinen
erreicht worden, und in Verbindung mit
der Aufklirung von Proteinstrukturen
beginnen wir, Ansétze zum Versténdnis
der Funktion der Glykane zu finden.
Fiir interessierte Leser sind Sammlun-
gen von Methodenprotokollen und
Ubersichtsarbeiten verfiigbar, die den
Wissensstand in den einzelnen Teilge-
bieten der Glykowissenschaften aus-
fiilhrlich wiedergeben [74 —77]. Wir
befinden uns zweifellos noch in einer
frithen Phase des Erkenntnisgewinns
und konnen erst allmahlich zu planen
beginnen, diese aufregenden Resultate
in solide klinische Anwendungen um-
zusetzen. Die damit verbundenen Auf-
gaben sind in jedem Fall eine lohnen-
de Herausforderung interdisziplinérer
Forschung.
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