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Die Sialyl-Lewis-X-Gruppe und ihre Analoga als Liganden fiir Selektine:
chemoenzymatische Synthesen und biologische Funktionen

Athanassios Giannis *

Leukozyten sind zellulidre Bestandteile des Blutes, die bei der
Immuniiberwachung eine entscheidende Rolle spielen. Die Neu-
trophilen beispielsweise sorgen fiir die schnelle und unspezifi-
sche Immunabwehr, wihrend B- und T-Lymphozyten fiir die
spezifische Immunabwehr zustindig sind. Zur Ausiibung dieser
Funktionen verlassen die Leukozyten die Blutgefid3e und gelan-
gen in den Entziindungsherd und in die sekundiren lymphati-
schen Organe. Austrittsort ist das Endothel der postkapilldren
Venolen im Bereich der Zielgewebe.

Der komplexe und mehrstufige Vorgang der Leukozytenaus-
wanderung findet sowohl wihrend eines normalen chronischen
Entziindungsprozesses als auch bei einer akuten Entziindung
statt. Er setzt eine spezifische und genau kontrollierte gegenseiti-
ge Erkennung von Leukozyten und Endothelzellen voraus. Dies
wird durch die Wechselwirkung membranstiandiger Adhésions-
rezeptoren mit ihren entsprechenden, ebenfalls membransténdi-
gen Liganden gewidhrleistet. Dabei handelt es sich um folgende
Adhisionsrezeptoren!!!: a) Selektine, b) Integrine und c) Mit-
glieder der Immunglobulin-Superfamilie.

Die Selektinfamilie umfalit drei Mitglieder, die allesamt Gly-
coproteine sind und die Initialphase der Leukozytenadhdsion
wesentlich bestimmen (Abb. 1): L-, E- und P-Selektin. Das L-
Selektin wird konstitutiv auf Leukozyten exprimiert. Es ist so-
wohl bei der Rezirkulation von Lymphozyten in die peripheren
Lymphknoten als auch bei der Rekrutierung von Leukozyten an
Entziindungsherden beteiligt. Das E-Selektin wird auf Endo-
thelzellen exprimiert, und zwar einige Studen nach Stimulation
dieser Zellen durch Interleukin 1 oder den Tumornekrosefaktor
a. Das P-Selektin wird in intrazelluldren Speichern von Blut-
plittchen und Endothelzellen aufbewahrt. Durch Thrombin,
Histamin, Substanz P, Peroxidradikale oder Komplementfakto-
ren wird es innerhalb von Minuten aus diesen Speichern mobili-
siert und auf die Zelloberfldche transportiert. Die genaue Struk-
tur des membranstindigen Kohlenhydratliganden fiir das
L-Selektin ist bisher nicht bekannt. Man wei8} jedoch, daB auf
dem postkapilliren Endothel der hochendothelialen Venolen
(HEV) der peripheren Lymphknoten lokalisiert ist. Nach bisher
vorliegenden Daten handelt es sich um ein sialinsdurehaltiges,
sulfatiertes und moéglicherweise auch fucosyliertes Oligosaccha-
rid!2],

Die Sialyl-Lewis-X (SLeX)-Gruppe (1 in Abb. 2 ohne R) dient
als ein gemeinsamer Ligand fiir alle drei Selektine und ist eine
Teilstruktur von Glycosphingolipiden und Glycoproteinen, die
unter anderem auch auf der Leukozytenmembran lokalisiert
sind. Die Bedeutung dieser Oligosaccharidgruppe fiir die Leu-
kozytenadhdsion wurde kiirzlich an einer Erbkrankheit, der
Leukozytenadhisionsdefizienz Typ 2, eindeutig belegt!®: We-
gen einer {noch nicht in allen Details geklirten) Stérung der
SLeX-Biosynthese sind die Neutrophilen nicht in der Lage, an
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Abb. 1. Wechselwirkung zwischen Leukozyten und Endothelzellen der Blutgefate.
Oben: Uberblick; unten: Einzelschritte mit Erliuterung der Symbole; modifiziert
nach [1 ). Die Stimulation von Endothelzellen durch Entziindungsmediatoren fihrt
zur Expression von Selektinen und dem Thrombozyten-Aktivierungsfaktor PAF
(platelet activating factor). Die Auswanderung der Leukozyten aus den postkapilla-
ren Venolen beginnt mit einer lockeren Anheftung, d.h. niedrig-affinen Bindung,
der Leukozyten an die Endothelzellen. Dabei verlangsamt sich die Leukozytenge-
schwindigkeit (Rolling). Dieses Anheften wird durch die Selektine vermittelt. In der
zweiten Phase kommt es zu einer PAF-vermittelten Aktivierung der Leukozyten-In-
tegrine, die dann in der dritten Phase eine hoch-affine Bindung mit ihrem auf den
Endothelzellen lokalisierten Liganden ICAM (intercellular cell adhesion molecule)
aus der Immunglobulin-Superfamilie eingehen. Dies hat eine stabile Adhésion der
Leukozyten an das Endothe! und schlieBlich die Auswanderung aus dem Blutgefa3
(Extravasation) zar Folge.

stimuliertem Endothel zu adhérieren und somit in einen Entziin-
dungsherd einzuwandern. Die Patienten leiden unter immer
wiederkehrenden, schweren bakteriellen Infektionen. Daneben
gibt es aber auch eine Reihe von akuten wie chronischen Krank-
heiten, deren Verlauf durch eine iiberméBige Ansammlung von
Leukozyten im Bereich der Infektion bzw. des pathologischen
Prozesses negativ beeinfluBt wird. Als Beispiele seien aufge-
fiihrt: kardiogener Schock, Schlaganfail, Thrombosen, Rheu-
ma, Psoriasis, Dermatitis, Atemnotsyndrom des Erwachsenen,
bakterielle Meningitis und Encephalitis. Dariiber hinaus scheint
die Metastasierungsfihigkeit einiger Tumorzellen mit der Ex-
pression der SLe*- und anderer eng verwandter Oligosaccharid-
gruppen auf ihrer Membranoberfliche und deren Wechselwir-
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kung mit Endothelselektinen zusammenzuhingen. Auf-
grund dieser Tatsachen herrscht derzeit ein grofles Interesse an
der Entwicklung von Adhisionsblockern, um sie als neuartige
Antiphlogistika, Antithrombotika, Immunsuppresiva sowie als
Mittel zur Verhinderung von Metastasen therapeutisch einzu-
setzen.

Ein Ansatz mit momentan hoher Prioritit ist die Synthese der
SLe*-Gruppe und ihrer Analoga, die als alternative Selektinli-
ganden die eigentliche Wechselwirkung zwischen Endothel und
Leukozyten unterbinden kénnen. Die Erwartungen an die Oli-
gosaccharidsynthese sind Effizienz, hohe Regio- und Stereose-
lektivitdt sowie Durchfiihrbarkeit in groBerem MaBstab. Im
Hinblick auf die potentielle Verwendung der Verbindungen als
Pharmaka sollte die Synthese auch wirtschaftliche und kologi-
sche Aspekte beriicksichtigen (z.B. Vermeidung von Schwerme-
tallverbindungen). Der Lésung dieser Probleme scheinen nun
die Arbeitsgruppen von J. C. Paulson und C.-H. Wong durch die
Ausarbeitung einer ausgekliigelten (nicht wenig komplizierten)
enzymkatalysierten SLeX-Synthese!*l ein groBes Stiick niher ge-
kommen zu sein (Abb. 2). Sie nutzen dabei die in der SLe*-Bio-
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synthese involvierten Glycosyltransferasen. Die Schwierigkei-
ten, die es zu Beginn des Vorhabens zu uiberwinden galt, waren
folgende:

a) Es standen weder die NeuSAc-Transferase (NeuSAcT)
noch die Fuc-Transferase (FucT), sondern nur die Galactosyl-
Transferase zur Verfiigung;

b) die notwendigen Glycosyldonoren (Zuckernucleotide) sind
zu teuer, um sie in stdchiometrischen Mengen bei grofleren An-
sdtzen einsetzen zu konnen, und

¢) die Glycosyl-Transferasen werden durch die gebildeten
End- und/oder Zwischenprodukte inhibiert.

Das erste Hindernis wurde durch die Klonierung und nach-
folgende Expression der Gene fiir die NeuSAc- und die Fuc-
Transferase!™ in Sf-9- bzw. COS-1-Zellen iiberwunden. Auf
diese Weise konnten die beiden Transferasen in gréBeren Men-
gen gewonnen werden. Durch eine neuartige in-situ-Cofaktor-
Regenerierung konnten sowohl die Zuckernucleotide (UDP-
Gal, CMP-Neu5Ac, GDP-Fuc) leicht hergestellt als auch die
Enzyminhibierung durch die gebildeten Produkte weitgehend
unterdriickt werden. Zur Erleichterung der I'solierung wurde die
SLeX-Gruppe als O-Allylglycosid 1, R = CH,CHCH,, synthe-
tisiert. In der Originalpublikation wurde dieses Oligosaccharid
in mg-Mengen hergestellt, doch scheint inzwischen seine Syn-
these auch im g-MaBstab gelungen zu sein!®),

Fiir NMR-spektroskopische Studien wurden auch !*C-mar-
kierte SLeX-Derivate hergestellt. Bei diesen Untersuchungen
stellte sich heraus, daB die SLe*-Gruppe in der energiedrmeren
Konformation gefaltet ist, wobei der L-Fucose-Rest oberhalb
der D-Gal-Einheit plaziert ist. Das Tetrasaccarid scheint somit
somit eine wohldefinierte hydrophile Oberfliche entlang der
NeuSAc-Gal-Fuc-Gruppierung zu bilden, wihrend unterhalb
der NeuSAc-Gal-GlcNAc-Einheit ein hydrophober Bereich
existiert.

Die Tatsache, dafl die Transferasen beziiglich der Glycosyl-
acceptoren eine gewisse Flexibilitdt aufweisen, ermdglichte die
Synthese einer Reihe von SLe*-Analoga (Abb. 3) wie des Glu-
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Abb. 2. Chemoenzymatische SLe*-Synthese nach Paulson, Wong et al.
R =CH,-CH=CH,.
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Abb. 3. Strukturen der Selektinliganden 2 -5 und von N-Acetyl-3-0-methyl-p-glu-
cosamin 6, einem potenten Inhibitor der N-Acetylneuraminsiure-Biosynthese.
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calderivats 2[” und des Di-SLe*-Derivats 3, die zur Untersu-
chung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen herangezogen wur-
den'®!, Dabei stellte sich heraus, daB die Affinitit von 2 gegen-
iiber dem E-Selektin dhnlich der der SLe®-Gruppe ist, wihrend
3 sich als ein fiinfmal besserer Ligand erwies. Basierend auf
diesen Studien und unter Beriicksichtigung der Tatsache, dal
die aus biologischem Material isolierten Sulfatide 4 und 5 eine
hohe Affinitit zum E-Selektin zeigen'®), postulierten Gaeta und
Wong fiir die E-Selektin-SLeX-Wechselwirkung folgendes Mo-~
deli!®):

a) Die Wechselwirkung ist multivalent!*%!;

b) die fiir die Erkennung der SLe*-Einheit durch das E-Selek-
tin essentiellen Strukturelemente sind : die Carboxyfunktion als
einziges Strukturelement seitens der N-Acetylneuraminsiure,
Teile des Galactoserests {moglicherweise sogar nur die 4- und
6-Hydroxyfunktionen!!}) sowie die drei Hydroxygruppen des
Fucoserests; die CH;-Gruppe dieses L-Zuckers scheint entbehr-
lich zu sein;

¢) die bioaktive, d. h. nach der Bindung an E-Selektin vorlie-
gende Oligosaccharidkonformation ist identisch mit der NMR-
spektroskopisch ermittelten energiedrmeren Konformation in
wiBriger Losung.

Ein direkter Beweis fiir letztere Hypothese steht allerdings.
noch aus, zumal keine Untersuchungen tiber die Struktur des
E-Selektin-SLe*-Komplexes bekannt sind. Die aufgesteliten
Strutur-Wirkungs-Beziehungen stimmen mit denen, die von Ty-
rell et al.!'!! gefunden wurden, weitgehend iberein. Die Phar-
makophore sind in der Formel von SLe*-R 1 (Abb. 2) hervorge-
hoben.

Die Eignung von 1, R = H, als antiinflammatorisches Mittel
wurde nun von Mulligan et al.”?! in Tierversuchen eindeutig
bewiesen. Infundiert man Ratten ein aus Kobra isoliertes
Schlangengift (Cobra Venom Factor, CVF), so kommt es zu
einer P-Selektin-induzierten Adhéasion von Neutrophilen an das
Endothel der BlutgefiBe der Lungen, gefolgt von einem massi-
ven Austritt und der Akkumulation von Neutrophilen im Lun-
gengewebe. Die gleichzeitige Erhdhung der Permeabilitdt der
GefaBe flihrt zu einem Lungenddem und zu Blutungen in den
Lungenblischen. Daraus resultiert eine schwere Schadigung der
Lungen. Diese Schidigung wird drastisch reduziert, wenn man
den Tieren 1, R = H, intravends verabreicht! Der Effekt ist
dosisabhingig und in Relation zur CVF-Infusion auch zeitab-
héngig. So fithrt eine Dosis von 200 pg 1, R = H, kurz von der
Applikation des Schlangengifts verabreicht, zu einer ca. 50proz.
Reduktion der Lungenblutung und der Ansammlung von Neu-
trophilen im Lungengewebe im Vergleich zu den unbehandelten
Tieren. Gibt man dieselbe Dosis nach der Applikation des
Schlangengifts, so ist der therapeutische Effekt weniger
ausgeprigt. Andere, nichtfucosylierte Oligosaccharide wie
NeuSAca2,3Galp1,4GIcNAc  erwiesen sich als inaktiv.
Uberraschend bei diesen Versuchen ist die niedrige Dosis,
die fiir die protektive Wirkung ausreicht: Die durch eine
einmalige Gabe von 200pg 1, R =H, erreichbare Kon-
zentration im Blut ist kleiner als 1 pmolL™'! Diese Lungen-
schidigung bei Ratten entspricht beim Menschen dem Atem-
notsyndrom des Erwachsenen, das bisher schwer behandel-
bar ist, eine hohe Sterblichkeitsrate (60%) aufweist und sich
z.B. in den USA jihrlich bei ca. 150000 Menschen ent-
wickelt!!3],
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Vor diesem Hintergrund scheint die Hoffnung, dafB} sich SLeX-
haltige Oligosaccharide und ihre Analoga als neuartige entziin-
dungshemmende Mittel etablieren kdnnen, als berechtigt. Dabei
muB man allerdings bedenken, dall noch viele Aspekte der Se-
lektin-Leukozyten-Wechselwirkung nicht geklirt sind*% und
daB die Selektine zum Teil auf die gleichen Liganden ansprechen
und auBerdem eine Vielzahl von Verbindungen als Liganden
akzeptieren. Beispielsweise sind die Sulfatide 4 und 5 (Abb. 3)
nicht nur potente E-Selektin-Liganden, sondern haben auch ei-
ne hohe Affinitit fiir das L-Selektinf®*l. Die Entdeckung der
Sulfooligosaccharide 4 und 54 als Selektinliganden weist im
iibrigen auf die Moglichkeit hin, die SLe*-Gruppe durch einfa-
chere und synthetisch leichter zugéingliche Analoga zu ersetzen.
Ein Fernziel ist, die SLe*-Gruppe durch Mimetica zu ersetzen,
die oral wirksam sind, eine bessere Pharmakokinetik aufweisen
und metabolisch stabiler sind.

Wichtig fiir die Entwicklung solcher Kohlenhydratmimetica
ist, die biologisch aktive, d. h. die nach der Bindung an Selektin
vorliegende Konformation des Kohlenhydratliganden heraus-
zufinden und anschlieflend die fiir die Erkennung essentiellen
Gruppen an ein geeignetes Geriist anzubringen. Dabei kénnten
die Methoden, die sich bei der Entwicklung von Peptidmimeti-
cal*3! etabliert haben, auch zum Design von Kohlenhydratmi-
metica herangezogen werden, DabB letztere nicht unbedingt eine
Kohlenhydratstruktur haben miussen, konnte kiirzlich belegt
werden: Durch Screening wurden kleine Peptide gefunden, die
als Monosaccharidmimetica die Wechselwirkung des Lektins
Concanavalin A mit seinen Kohlenhydratliganden blockieren
konnen!!®. SchlieBlich, da die Verhinderung der SLe*-induzier-
ten Leukozytenadhésion prinzipiell auch durch Hemmung der
an der Biosynthese dieser Oligosaccharidgruppe beteiligten En-
zyme erreicht werden kann, beobachtet man zur Zeit intensive
Versuche zur Synthese solcher Inhibitoren! ], Dariiber hinaus
steht seit kurzem ein Inhibitor der Neu5SAc-Biosynthese zur Ver-
fligung: Das einfache p-Glucosaminderivat 6 (Abb. 3) ist ein
spezifischer und potenter Inhibitor sowohl der GlcNAc-Kinase
als auch der ManNAc-Kinase (K; =17 bzw. 80 uM) und hemmt
somit die Neu5Ac-Biosynthese!®],

Diese Entwicklungen zeigen eindeutig, daB ,.knowledge of
carbohydrate synthesis, structure and function can serve the
medicinal chemist well in the design of new drug candi-
dates 1191,
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