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Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Erkennung
zwischen Lewis*-Glycoconjugaten®*
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Schwache polyvalente Wechselwirkungen spielen eine
groBe Rolle in biologischen Systemen.!! Wihrend es zu
Protein-Protein- und Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkun-
gen inzwischen viele Beispiele gibt, existieren zur Kohlen-
hydrat-Kohlenhydrat-Erkennung kaum Untersuchungen.
Polyvalente, interzelluldre Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Kon-
takte addieren sich zu Kriften, die fiir die Zelladhision
relevant sind. Inwiefern die von Glycosphingolipiden (GSLs)
durch laterale Entmischung auf der Membran gebildeten
GSL-Mikrodoménen (Lipidcluster) eine Rolle spielen, ist
bisher nicht eindeutig geklirt.! Seitliche Kontakte zwischen
den GSLs stabilisieren die Mikrodoménen, Kontakte zwi-
schen GSLs verschiedener Membranen bewirken die Zellad-
hision."! Die GSL-Mikrodoménen sind indirekt nachweisbar
durch das Auszihlen aggregierter ZellenP! oder iiber die
Verteilung von GSL-Antikérpern auf Zellmembranen.™
GSL-Doméinen mit Durchmessern von 20 nm wurden kiirz-
lich direkt beobachtet.P!

Die Aggregation von Zellen iiber homotype Kopf-Kopf-
Wechselwirkungen wurde hauptsichlich fiir das Lewis*(LeX)-
GSL, das als Kopfgruppe das Trisaccharid p-GalB(1 —4)[L-
Fuca(l —3)]p-GleNAcB(1 —OR) trigt, untersucht.?*# Auch
wurde gezeigt, daB nicht in der Membran verankerte LeX-
Oligosaccharide in der Lage sind, diese Zell-Zell-Kontakte
wieder zu 16sen.’! Eine direkte NMR-spektroskopische Be-
obachtung von LeX-LeX-Dimeren ist nicht moglich, da die
Dimere wegen der schwachen Adhisionskrifte in Losung
hauptsichlich dissoziiert vorliegen.’l Die transiente Bindung
eines niedermolekularen Liganden an einen hochmolekula-
ren Rezeptor kann aber NMR-spektroskopisch iiber Transfer-
NOEs nachgewiesen werden.’l Kohlenhydrate mit ihren
hohen Off-Raten bei der Rezeptorbindung eignen sich
besonders fiir diese Messungen;®! auch fiir die Quantifizie-
rung der Membranaffinitit von niedermolekularen Verbin-
dungen kann diese Methode eingesetzt werden.”) Da die
NOEs eines transient an einen membranstidndigen Rezeptor
bindenden Oligosaccharids stark negativ sind, sollten auch die
sehr schwachen Affinitdten der Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Erkennung nachweisbar sein. Das native LeX-GSL wurde auf
zwei Modellverbindungen reduziert, die nur noch die fiir die
homotype Erkennung relevanten Gruppen tragen (1 und 2).

[*] Dr. A. Geyer, Dipl.-Chem. C. Gege, Prof. Dr. R. R. Schmidt

Fakultit fir Chemie M716 der Universitét
D-78457 Konstanz
Fax: (+49)7531-88-3898
E-mail: armin.geyer@uni-konstanz.de

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Wir danken der
Lipoid GmbH (Ludwigshafen) fiir das DMPC und Dr. G. Bendas
(Fachbereich Pharmazie der Universitdt Halle) fiir die Lichtstreu-
experimente.
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Um die durch Ceramid begiinstigte physikalische Entmi-
schung der Membrankomponenten zu vermeiden,/'”! dient in
1 1,2-Di-O-hexadecyl-sn-glycerin als flexibler Membranan-
ker; dariiber hinaus wurde Lactose durch einen Triethylen-
glycolspacer ersetzt.

1 kann in Phosphatidylcholinmembranen inserieren und
dient als hochmolekularer Rezeptor, mit dem das nieder-
molekulare 2 in Wechselwirkung tritt (Abbildung 1). Mehrere

2, Ligand

1, Rezeptor

Ligand-

Rezeptor- N
Komplex

Abbildung 1. Der niedermolekulare Ligand 2 koordiniert transient an das
membrangebundene und als Rezeptor fungierende 1. Die Anderung der
mittleren Rotationsdiffusion der Trisaccharide mit identischen chemischen
Verschiebungen wird NMR-spektroskopisch aus NOESY-Spektren quan-
tifiziert. DMPC = Dimyristoylphosphatidylcholin.

Modellmembranen in der fluiden La-Phase wurden getestet.
Experimente mit DMPC-Liposomen!'!l oder mit scheibenfor-
migen DMPC/DHPC-Bizellen') (DHPC = Dihexanoylphos-
phatidylcholin) blieben jedoch erfolglos.l'3] Bei 300 K, also
unterhalb der Phaseniibergangstemperatur der Bizellenbil-
dung, bildet das Gemisch DMPC/DHPC (3/1, molar) Lipo-
somen.'" Ahnlich dem Cholesterin in nativen Membranen
erhoht die kurzkettige Membrankomponente DHPC die
Membranfluiditdt. Die Oberflichenkriimmung der Liposo-
men (< ca. 20 nm) und die Membranfluiditdt unterdriicken
Seite-Seite-Kontakte der GSLs und damit die Bildung
unloslicher Glycolipidaggregate. Daher fiithrt die Zugabe
von 6 mg 1 zu einer Lésung von DMPC/DHPC-Liposomen
(3/1, 300 K, 50 mg in 0.5 mL D,0O, 10 mm CaCl,) zu keiner
Niederschlagsbildung. 1 inseriert in die Modellmembran, und
fiir die positiven intramolekularen Kreuzsignale im NOESY-
Spektrum™®! (negativer NOE) wird Spindiffusion beobachtet.
Im 'H-NMR-Spektrum ist 2 verschiebungsidquivalent zu 1,
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liefert aber aufgrund seiner geringen relativen Molekiilmasse
negative Kreuzsignale im NOESY-Spektrum (positiver
NOE). Bei der schrittweisen Zugabe von 2 (3.6—36 mM) zu
einer Losung von 1 in DMPC/DHPC-Liposomen addieren
sich die NOESY-Kreuzsignale der beiden verschiebungsiqui-
valenten Trisaccharide. Als Folge der transienten Bindung
von 2 an 1 sind die gemessenen Kreuzsignalintensitidten, die
direkt die mittlere molekulare Beweglichkeit von 1 und 2
widerspiegeln, deutlich positiver als die Summe der Kreuz-
signale getrennter Losungen von 1 und 2 in DMPC/DHPC-
Liposomen. Aus der Differenz ist die Verlangsamung der
mittleren Rotationsdiffusion von 2 quantifizierbar.['"! Die sehr
schwachen Adhésionskrifte zwischen 1 und 2 sind nur
aufgrund der starken Abhingigkeit des NOE von der
molekularen Beweglichkeit detektierbar. Als MeBwerte
dienten mehrere intensive intramolekulare NOEs. Auch die
in Zelltests gefundene Calciumabhéngigkeit wurde beobach-
tet, da sich durch die Zugabe von EDTA die NOE-Intensitdt
auf den Wert verringert, der ohne LeX-LeX-Kontakte erwartet
wird. Eine Triibung oder gar Niederschlagsbildung trat nicht
auf. Als Affinititskonstante zwischen den LeX-Trisacchariden
ergab sich mit der Annahme, da8 die Konzentration von 1
gleich der Rezeptorkonzentration ist, 2—3M~L

In Wasser konnen die LeX-LeX-Dimere nur iiber hydropho-
be Kontakte zwischen Pyranoseringen und eine damit ver-
bundene Umstrukturierung der Solvathiille thermodyna-
misch stabilisiert werden.['”] Bisherige Modellel'®! gingen von
einer vollstindigen Desolvatisierung des Calciumions oder
von einer Koordinationszahl kleiner als sieben aus — beides ist
fiir die schwache Bindung eines neutralen Trisaccharidligan-
den an Calciumionen sehr unwahrscheinlich.l® 1l Der Kontakt
der beiden LeX-Trisaccharide kann iiber komplementire
hydrophobe Oberfldchen stabilisiert werden. Dabei erlaubt
die rigide Losungskonformation des LeX-Trisaccharids?” eine
antiparallele Dimerisierung mit jeweils einem hydrophoben
Kontakt zwischen der a-Seite von Galactose und der 3-Seite
von N-Acetylglucosamin. Das Calciumion kann an zweimal
drei Sauerstoffatome (Fuc-O2, Fuc-O3, Gal-O6) der beiden
LeX-Trisaccharide transient koordinieren und diese ver-
briicken; die restlichen Valenzen des Calciumions konnen
von Wasser abgesittigt werden. Eine dhnliche verbriickende
C,-symmetrische Koordination ist fiir Calcium aus einer
Kristallstrukturanalyse bekannt.[!]

Die hier vorgestellte experimentelle Strategie reduziert
eine komplexe biologische Erkennung auf ein minimalisiertes
Ligand-Rezeptor-System, das die Beobachtung der calcium-
abhingigen Kopf-Kopf-Dimerisierung zwischen LeX-Glyco-
conjugaten erlaubt. Dies ist nur ein Beispiel fiir die homotype
Erkennung zwischen Glycoconjugaten. Durch Variation der
gelosten oder der in der Membran verankerten Komponente
sind die Affinitdten zwischen anderen Glycoconjugaten unter
standardisierbaren experimentellen Bedingungen ebenfalls
quantifizierbar.

Experimentelles

Die Glycoconjugate 1 und 2 wurden durch Umsetzung des LeX-Trisac-
charidimidats®? mit dem Triethylenglycolspacer®! bzw. mit Methanol und
anschlieBende Entschiitzung erhalten (siehe Lit. [24]).
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Die Mischung aus DMPC und DHPC (3:1, molar) wurde einmal hergestellt
und fiir die Experimente in Chargen zu 50 mg in 0.5 mL D,0O gelost. Der
Triethylenglycolmembrananker in 1 zeigte keine Affinitit zu Calciumio-
nen. Dies wurde fiir Sialyl-LewisX, das mit unterschiedlich langen Spacern
an Modellmembranen (Natriumlaurylsulfat-Micellen, Dodecylphospho-
cholin-Micellen und DMPC/DHPC-Bizellen) gekniipft war, untersucht.’!
Auch werden im Konzentrationsbereich zwischen 5 und 15 mMm keine
Lipidcluster iiber Seite-Seite-Kontakte von 1 gebildet. Dies wurde durch
unabhingige Titrationsexperimente gesichert, bei denen bei systematischer
Variation der Konzentration von 1 oder CaCl, keine Anderung der
Linienform im 'H-NMR-Spektrum von 1 zu beobachten war.

Alle NMR-Experimente wurden mit einem Bruker-DRX-600-Spektrome-
ter durchgefiihrt. 2D-Spektren wurden im phasensensitiven Modus mit
TPPI (time-proportional phase incrementation) aufgezeichnet. Die NOE-
SY-Datenmatrizen enthielten 2 K Punkte in f2 und 256 Punkte in f1. Fiir
die Prozessierung wurden die Matrixelemente der indirekten Dimension
mit Nullen aufgefiillt und eine Apodisierung mit einer um 7/2 in beiden
Dimensionen verschobenen quadratischen Sinusfunktion durchgefiihrt.

Die Berechnung der Affinitdtskonstante fiir die Kohlenhydrat-Kohlen-
hydrat-Wechselwirkung (K, =[1-2]/[1][2], wobei [1-2] die Konzentration
des calciumverbriickten LeX-LeX-Komplexes ist) erfolgte unter der bei der
Verdiinnung gerechtfertigten Annahme, daf3 der Komplex hauptséchlich
dissoziiert vorliegt: [2] = [2]eum. Calciumionen lagen im Uberschu vor,
und das Verhiltnis [1-2]/[2] wurde wie in Lit. [16] aus dem Verhéltnis von
Kreuz- zu Diagonalsignal im NOESY-Spektrum bestimmt.

Eingegangen am 29. Dezember 1998,
erginzte Fasssung am 8. Februar 1999 [Z12842]
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