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Kohlenhydrate -

mehr als nur Energielieferanten

¢ Kohlenhydrate gehoren zusam-
men mit Nukleinsiuren, Proteinen
und Lipiden zu den vier grofien
Klassen von Makromolektlen in
lebenden Systemen. Entgegen der
weit verbreiteten Meinung dienen
sie jedoch zu weit mehr als nur zur
Energieversorgung. Kohlenhydrate
finden sich auf allen Zelloberfla-
chen als Glycokalix. Dort sind sie
Teil von fundamentalen biologi-
schen Erkennungsprozessen bei
der Zell-Zell-Kommunikation und
-Adhasion, etwa bei Entziindungen
oder der Immunmodulation. Auch
Viren und Bakterien nutzen die
Kohlenhydratstrukturen von Wirts-
zellen, um mit Adhéasinen an diese
zu binden und so eine Infektion
einzuleiten oder — im Fall von
nitzlichen Bakterien — die gewebs-
spezifische Kolonialisierung zu be-
wirken. Mikrobielle Kohlenhydrat-
strukturen werden andererseits bei
der Immunabwehr von Antikor-
pern erkannt. Entsprechend sind
sie in den meisten Impfstoffen ge-
gen Infektionskrankheiten enthal-
ten. Kohlenhydrate schutzen auch
Zellen. So blockiert die Glycokalix
als physikalische Barriere die un-
spezifische Bindung von Pathoge-
nen. Bakterien schiitzen sich in
ahnlicher Weise durch die Bildung
kohlenhydrathaltiger Biofilme.
Aktuelle Forschungsthemen mit
medizinischem Hintergrund sind
die Entwicklung kohlenhydratba-
sierter Therapeutika und Impfstof-
fe, wie zahlreiche Arbeiten des ver-
gangenen Jahres zeigen. Um mehr
uber die Rolle der Kohlenhydrate
in biologischen Prozessen zu erfah-
ren, sind zuverlidssige Methoden
zur Visualisierung von Kohlenhy-
draten in lebenden Zellen wiin-
schenswert. Auch hier gab es im
Jahr 2013 wichtige Fortschritte.

Antivirale Strategien

¢ Das Hullprotein gpl20 des hu-
manen Immundefizienz-Virus (HIV)
zdhlt zu den am starksten glycosy-

lierten Proteinen. Die Entdeckung
breit neutralisierender Antikorper
in Menschen, die immun gegen
HIV sind, schurt die Hoffnung auf
die Entwicklung eines HIV-Impf-
stoffs. Im Jahr 2009 wurden mit
PG9 und PG16 zwei neue derartige
Antikorper aus einem HIV-1-infi-
zierten afrikanischen Spender iso-
liert.” Diese Antikorper, die an die
Glycanhulle von HIV binden und
70 bis 80 Prozent der zirkulieren-
den HIV-1-Isolate neutralisieren,
nutzten gleich mehrere Arbeits-
gruppen als Grundlage ihrer Ar-
beit.>™® Ein erster Schritt, um die
Feinstruktur der Epitope neutrali-
sierender Antikorper aufzuklaren,
und damit einen HIV-Impfstoff zu
entwicklen, ist die Synthese von
Glycopeptiden, die von den Anti-
korpern erkannt werden. Im Ge-
gensatz zu isolierten Glycopepti-
den, die aufgrund der natirlichen
Mikroheterogenitit als Mischun-
gen verschiedener Glycoformen
anfallen, bieten synthetische Gly-
copeptide den Vorteil, komplexe
und zugleich homogene Kohlenhy-
dratstrukturen zu untersuchen.

In ihren synthetischen Ansatzen
mussten die Arbeitsgruppen meh-
rere Schwierigkeiten tuberwinden:
Unter anderem waren dies die Ein-
fithrung zweier Oligosaccharide an
zwei, nur vier Positionen vonei-
nander entfernten Aminosduren
sowie die Nachbildung der raumli-
chen Struktur des naturlichen Gly-
copeptids.

Die Arbeitsgruppe von Danishef-
sky wihlte eine Kombination aus
konvergenter Synthese zweier Gly-
copeptid-Fragmente und deren an-
schliefSende Verknupfung durch
native chemische Ligation (NCL)
(Abbildung lab).? Die Synthese
des Heptasaccharids (4) erfolgte
durch
kupplung des Trisaccharid-Thio-

regioselektive ~ Fragment-
glycosids (1) an das Tetrasaccha-
rid-Diol (2). Nach Entschiitzung
von (3) fihrte eine Kochetkov-
Aminierung zum B-konfigurierten
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Abb. 1. Synthese von Glycopeptiden als Epitope des HIV-neutralisierenden Antikérpers PG9 nach Danishefsky? (a-b) und Wang? (c-d).

Glycosylamin (4) fur die nachfol-
gende Verknupfung mit dem Pep-
tid. Die Kupplung von (4) an die
Peptide (5) und (7) erfolgte nach
einer modifizierten Lansbury-As-
partylierung. Hierbei verhinderte
ein — anstelle des in der Konsensus-
sequenz enthaltenen Thr-162 —
eingefuhrtes Pseudoprolin die Asp-
artimid-Bildung ausgehend von
(7). Die Verkniipfung der Glyco-
peptide (6) und (8) gelang dann
durch native chemische Ligation.
Dabei reagieren der Thioester eines
Peptids und das N-terminale Cy-

stein eines anderen Peptids chemo-
selektiv und bilden eine Peptidbin-
dung.” Fur die Wahl der Verkntp-
fungsstelle zwischen den beiden
glycosy-
lierten Aminosiauren war aus-

raumlich benachbarten,
schlaggebend, dass Voruntersu-
chungen zur simultanen Einfih-
rung beider Glycane am Gesamt-
peptid unzureichende Ausbeuten
ergaben. Die Synthese von (9) ist
das erste Beispiel einer nativen che-
mischen Ligation mit einem Pep-
tidthioester, der ein Glycan direkt
am C-Terminus tragt.
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Fur die Erkennung des Epitops
durch den Antikorper PG9 spielt
die Faltung des Glycopeptids eine
bedeutende Rolle. Wihrend Danis-
hefsky et al. die naturliche Protein-
umgebung durch Ausdehnung der
Peptidsequenz auf den benachbar-
ten B-Faltblatt-Strang zu erreichten
nutze die Arbeitsgruppe
um Wang eine cyclische Version
des Peptids.”’ In Wangs Ansatz ent-
stand der Vorlaufer des Glycans
durch enzymatischen Abbau von
Rinder-Ribonuclease B (RNase B)
(Abbildung 1c). Dabei wurden die

suchten,”
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verschiedenen Glycoformen der
RNase B (10) zunichst mit einer
a-1,2-Mannosidase auf eine ein-
heitliche Struktur gebracht, um
dann mit einer Endo-B-N-acetyl-
glucosaminidase (Endo-D) das
Oligosaccharid (11) freizusetzen.
Zur Kupplung an das Peptid wur-
de das Glycan mit dem Chlorimi-
dazolium-Salz (12) in Oxazolin
(13) uberfuhrt. Festphasenpeptid-
synthese fithrte zum Glycopeptid
(14) mit zwei N-glycosidisch ver-
knipften GlcNAc-Resten (Abbil-
dung 1d, S. 307). Das Hexasaccha-
rid-Oxazolin (13) wurde dann
durch die Endoglycosynthase-Mu-
tante Endo-D™***? auf die GIcNAc-
Reste tbertragen, und es bildete
sich (15). Die gleiche Technik der
Oligosaccharid-
Oxazolin-Ubertragung zur Glyco-

enzymatischen

protein-Synthese bewahrte sich
auch in der Gruppe um Hojo.®

Die Arbeitsgruppen um Danis-
hefsky und Wang evaluierten die in
Abbildung 1 gezeigten und weitere
ahnliche Glycopeptide in Bezug auf
ihre Bindungsaffinitait zu PG9 mit
Oberflachenplasmonen-Resonanz
und leiteten Struktur-Wirkungsbe-
ziehungen ab. Die besten Glyco-
peptide zeigten nanomolare Disso-
ziationskonstanten; dagegen ban-
den weder das Peptid noch die Gly-
cane allein.

Die Gruppe um Wong setzte
Kohlenhydrat-Microarrays ein, um
N-Glycane des komplexen Typs auf
ihre Bindung an die Antikorper
PG9 und PG16 zu untersuchen.?
Das Grundgerust der Glycane bau-
te die Gruppe durch chemische
Oligosaccharidsynthese auf, end-
standige  Sialinsauren = wurden
durch  Sialyltransferasen  ange-
knupft. Die Immobilisierung der
Glycane auf der Chipoberflache er-
folgte kovalent durch Ausbildung
von Amidbindungen. Wahrend der
Antikorper PG9 keine nennenswer-
te Bindung an die Microarrays zeig-
te — in Ubereinstimmung mit den
oben zitierten Untersuchungen, die
auf die Bedeutung des Peptidanteils
hinwiesen — liefSen sich eine Reihe
von Epitopen fur PG16 identifizie-
ren.

Mit der Synthese von N-Glyca-
nen des komplexen Typs befasste
sich auch die Arbeitsgruppe um
Boons. Sie stellte eine generelle
Strategie zur chemoenzymatischen
Synthese von asymmetrisch ver-
zweigten N-Glycanen vor.” Die
Schlusselverbindung ist ein ortho-
gonal  geschtitztes  Kern-Penta-
saccharid, das sich an vier poten-
ziellen Verzweigungsstellen selektiv
entschiitzen lasst. Die erhaltenen
multiantennaren Verbindungen
wurden im Microarray-Format auf
Bindung an Lectine und Influenza-
Virus-Hamagglutinine getestet.

Influenza-Viren zu bekampfen,
hatte auch die Arbeitsgruppe um
Withers im Fokus. Die Autoren
stellten neue Inhibitoren fur die Vi-

19 Diese

rus-Neuraminidase vor.
fluorierten Derivate der N-Acetyl-
neuraminsidure (Neu5Ac) bilden
ein stabiles kovalentes Intermediat
mit dem Enzym und inhibieren es
dadurch. Die Verbindungen wirken
gegen Influenza-Stamme, die ge-
gentiber den Medikamenten Zana-
mivir (Relenza) und Oseltamivir
(Tamiflu) resistent sind. Aufgrund
der Ahnlichkeit der Verbindungen
mit dem naturlichen Substrat
Neu5Ac schitzen die Autoren die
Wabhrscheinlichkeit neuer Resis-
tenzen als gering ein.

Tumorvakzine

¢ Tumorzellen unterscheiden sich
oft von gesunden Zellen in ihrem
Glycosylierungsmuster.  Tumoras-
soziierte ~ Kohlenhydrat-Antigene
bieten damit Angriffspunkte fur das
Immunsystem. Dies lisst sich nicht
nur zur Impfstoffentwicklung, son-
dern auch fir die Tumordiagnostik
ausnutzen. Nachdem in den letzten
Jahren mehrere tumorassoziierte
Kohlenhydrat-Antigene  identifi-
ziert wurden, befassen sich nun vie-
le Arbeitsgruppen mit deren Syn-
these. Walczak und Danishefsky
stellten bereits Ende 2012 die erste
Totalsynthese eines triantennaren,
komplett sialylierten N-Glycans
vom komplexen Typ am Beispiel
des prostataspezifischen Membran-
antigens (PSMA) vor.'” Die Grup-

pen um Wu und Wong entwickel-
ten eine [1+2+3]-Eintopf-Strategie
zur chemischen Synthese des Hexa-
saccharids RM2, das ebenfalls auf
Prostatatumoren zu finden ist.!?
Dieses synthetische Antigen wurde
an das Carrier-Protein CRM197,
ein mutiertes Diphterietoxin, ge-
bunden und rief in dieser Form in
Mausen eine T-Zell-abhangige Im-
munantwort hervor. Die Autoren
stuften ihre Ergebnisse als vielver-
sprechend ein.

Neben der rein chemischen Syn-
these komplexer Glycane wurde
auch uber die chemoenzymatische
Darstellung der Brustkrebsantigene
Globopentaose (Gb5), Fucosyl-
Gb5 (Globo H) und Sialyl-Gb5
(SSEA4) berichtet.'® Mit in Esche-
richia coli iiberexprimierten Glyco-
syltransferasen und effizienten Re-
generationszyklen fur die benotig-
ten Zuckernucleotide gelang die
Synthese im GrammmafSstab.

Die Arbeitsgruppe von Kunz be-
fasst sich bereits seit vielen Jahren
mit der Synthese potenzieller Anti-
tumorvakzine, die sich vom Zell-
membran-Mucin MUC1 ableiten.
Um eine ausreichende Immunant-
wort auszulosen, werden die Gly-
copeptid-Epitope  tblicherweise
mit immunstimulierenden Protei-
nen wie dem Tetanustoxin (TTox)
verkntpft. Da dieses jedoch neben
dem erwtinschten T-Helferzell-Epi-
top weitere Epitope enthilt, erge-
ben sich mitunter unerwtinschte
Kreuzreaktivitaten. Um sich auf die
gewunschten Effekte zu beschrin-
ken, synthetisierte die Arbeitsgrup-
pe in Kooperation mit der Gruppe
um Li Vakzinkandidaten, die ledig-
lich Teilsequenzen von TTox ent-
hielten.'” Diese rufen wie TTox
starke Immunantworten hervor.
Interessanterweise war es vorteil-
haft, auf die zusatzliche Gabe von
Freund-Adjuvans zu verzichten.

Ein anderer Ansatz, um auf Pro-
teine wie TTox verzichten zu kon-
nen, besteht im Ersatz des Proteins
durch wasserlosliche Polymere oder
Nanopartikel, wie gleich mehrere

Arbeitsgruppen berichteten.!>!®
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Abb. 2b. Glycosyliertes Peptoid zur antibakteriellen Beschichtung von TiO,-Oberflichen.

Antibakterielle Strategien

¢ Ein zunehmendes Problem in
Krankenhausern ist die Antibioti-
karesistenz von Bakterien. Somit
gilt es, Impfungen sowie neue Stra-
tegien zu entwickeln, um diese
Bakterien zu bekampfen. Dazu syn-
thetisierten die Arbeitsgruppen von
Seeberger und Wu kohlenhydrat-
basierte Antigene der Bakterien
Clostridium difﬁcilem (16), Yersinia
pestis'™® (17) und Neisseria menin-
gitidislg) (18) als Vakzin-Kandida-
ten (Abbildung 2a).
T-Zell-abhangige
auszuldsen, koppelten sie alle syn-

Um eine
Immunantwort

thetisierten Antigene an die Mutan-
te CRM197 des Diphterie-Toxins.
Die resultierenden Neoglycokonju-
gate wurden zusammen mit einem
Adjuvans Mausen verabreicht. An-
schlieffend wurde die Antikorper-
spezifitat im Mause-Serum gegen
die synthetisierten Antigene mit
Kohlenhydrat-Microarrays — getes-
tet. Alle Mause bildeten spezifisch
bindende IgG-Antikdrper, was auf
eine T-Zell-abhéngige Immunant-
wort schliefSen lasst.

Da die Synthese der Antigene
aufwendig ist, suchten beide Grup-

pen nach moglichst kleinen, aber
trotzdem reaktiven Zuckerstruktu-
ren. Seeberger und Mitarbeiter syn-
thetisierten Teilstrukturen des Pen-
tasaccharids (16) und identifizier-
ten das Disaccharid Rha(al-3)Glc
(rot hervorgehoben in Struktur
(16)) als kleinstes Epitop. Fir un-
terschiedliche Kettenlangen des
Polysaccharids (18) aus N. menin-
gitidis zeigte sich, dass ein Dis-
accharid (n = 1) keine Immunant-
wort stimuliert. Die Mindestlange
ist eine Einheit von vier Zuckern (n
= 2); die besten Effekte zeigte das
Octasaccharid (n = 4).

Neben Impfungen gibt es andere
Ansatze, pathogene Bakterien zu
bekampfen. Besonders auf Oberfla-
chen wie Implantaten oder medizi-
nischen Geraten zeigen Bakterien
eine erhohte Resistenz, da sie schut-
zende Biofilme ausbilden. Die Bio-
filmbildung lasst sich sowohl durch
Inhibierung bakterieller Lectine als
auch durch eine abweisende Be-
schichtung der Oberfliche eindam-
men. Bei Pseudomonas aeruginosa
beispielsweise sind die loslichen
Lectine LecA und LecB wichtig far
die Biofilmbildung. Die Gruppe um
Titz identifizierte in einem Scree-
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eines bakteriellen Zuckertransporters.

ningverfahren neue LecB-Inhibito-
ren mit 20-fach gesteigerter Affini-
tait und erhohter Selektivitit, die
nun als Leitstrukturen fur weitere
Optimierungen fungieren.® Die
Gruppe um Messersmith beschich-
tete TiO,-Oberflichen mit glycosy-
lierten Peptoiden wie (19) (Abbil-
dung 2b), welche die naturliche
Barrierefunktion der Glycokalix
nachahmen und unspezifische In-
teraktion verhindern.?”” Neben dem
gezeigten Glucosid war ein analoges
Maltosid ahnlich effektiv.

Zudem gab es einen neuartigen
Ansatz zur Bekdmpfung von Bakte-
rien: Die Gruppen von Davis und
Bayley machten Bakterien anfallig
fir das Immunsystem, indem sie
den Zuckertransporter Wza blo-
ckierten, der neu gebildete Poly-
saccharide aus dem Bakterium
transportiert.”? Das cyclische Octa-
saccharid (20) (Abbildung 2c), das
den Transporter inhibiert, wirkt
nicht antibakteriell, erhoht aber die
Abwehr durch das Komplementsys-
tem. Da die Bindungsstelle von au-
8en direkt zuganglich ist, sind we-
nig Resistenzen der Bakterien gegen
den Inhibitor zu erwarten.

-

Abb. 2c. Cyclisches Octasaccharid zur Inhibierung
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Abb. 3. a) Prinzip des metabolischen Glyco-Engineerings (MGE) am Beispiel der Sialinsdure-Biosynthese.

Im natiirlichen Fall wird N-Acetylmannosamin (21) (X = CH;) nach Deacetylierung in eine Sialinséure (22) umgewandelt.
Ist X eine funktionelle Gruppe, die eine bioorthogonale Ligationsreaktion eingehen kann, ldsst sich (22) mit einer Sonde (23)
zum markierten Glycan (24) umsetzen.

b) Ausgewdihlte, fiir das MGE verwendete Monosaccharide und ihre Ligation mit Sonde (23).

¢) Monosaccharide fiir das MGE.
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Metabolisches Glyco-Engineering

¢ Kohlenhydrate in lebenden Zel-
len sichtbar zu machen, war lange
Zeit schwierig. Thre Visualisierung
ist wichtig fur die Diagnostik und
um mehr tber die biologischen
Funktionen zellularer Kohlenhy-
drate zu erfahren. Mit dem metabo-
lischen Glyco-Engineering (MGE)
wurde eine vielversprechende Me-
thode zur Anfarbung von Glycanen
etabliert. Sie beruht darauf, dass
auch unnatirliche, modifizierte
Monosacharide von den an der
Glycanbiosynthese beteiligten En-
zymen akzeptiert werden. Diese
lassen sich dadurch in einer an-
schlieffenden  Ligationsreaktion
markieren (Abbildung 3a).232%

Die bisher vorwiegend genutzte
Ligationsreaktion ist die Azid-Al-
kin-Cycloaddition (X, Y = Nj,
-C=0). Kurzlich wurde gezeigt,
dass der Stoffwechselweg auch car-
bamatmodifizierte Zucker (21) (X
= OR) anstatt solcher mit der na-
tarlichen Amidbindung (X = CHs)
akzeptiert (Abbildung 3b, Eintrage
1 und 2).? Als Erganzung zur
Azid-Alkin-Chemie wurden im
letzten Jahr erstmals Diels-Alder-
Reaktionen mit inversem Elektro-
nenbedarf (DAinv-Reaktionen) als
bioorthogonale  Ligationsreaktio-
nen far das metabolische Glyco-
Engineering eingesetzt. Als Dieno-

phile dienten Cyclopropene,**®

20 und Tsonitri-

terminale Alkene
1e*”. die mit 1,2,4,5-Tetrazinen rea-
gierten (Abbildung 3b, Eintrage
2-6). Da die DAinv-Reaktion or-
thogonal zur Azid-Alkin-Cycload-
dition sein kann, liefSen sich durch
die Kombination dieser Ligations-
reaktionen erstmals zwei verschie-
denen Kohlenhydrate in einem Ex-
periment anfirben.?*?%3% Die bei-
den Ligationen waren auch im Tan-
demverfahren zur Visualisierung
von  Zelloberflachen-Glycosylie-
rung in vivo einsetzbar.>"

Der Nachweis metabolisch ein-
gefuhrter Kohlenhydrate erfordert
nicht notgedrungen einen Fluores-
zenzfarbstoff. Die in (25) und (26)
(Abbildung 3c) enthaltenen ra-
manaktiven Deuteromethyl- oder

Nitrilgruppen, lassen sich auch di-
rekt tber Surface-enhanced-Ra-
manspektroskopie (SERS) visuali-
sieren.>” Mit den bifunktionellen
Sialinséurederivaten (27) und (28)
wurden zwei Farbstoffe innerhalb
desselben Monosaccharidbestand-
teils eingebaut und die so erreichte
raumliche Nahe der Farbstoffe
durch  Forster-Resonanzenergie-
transfer(FRET)-Messungen nach-
gewiesen.> Mit dem CMP-Sialin-
saure-Derivat (29) gelang durch ei-
ne rekombinante Sialyltransferase
erstmals die spezifische Markie-
rung von N-Glycanen.*® Die Gabe
modifizierter Kohlenhydrate kann
auch die Proteinglycosylierung in-
hibieren. Der thiolhaltige Zucker
(30) beispielsweise unterband se-
lektiv die Bildung von O-Glycanen

des Mucin-Typs.>

Fazit

¢ Die Arbeiten des vergangenen
Jahres haben die zentrale Bedeu-
tung der Kohlenhydrate in den Bio-
wissenschaften bestitigt. Maflgeb-
lich dazu beigetragen haben syn-
thetische Entwicklungen, die im-
mer komplexere Strukturen zu-
ganglich machen. Neue chemose-
lektive Ligationsreaktionen gestat-
ten Manipulationen selbst in leben-
den Zellen, wodurch die Funktio-
nen der Kohlenhydrate immer de-
taillierter studiert werden konnen.
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