Ein synthetisches Aminoglycosidmimetikum mit bakterieller rRNA als Ziel
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Kohlenhydratmimetika: ein neuer Losungsansatz fiir das Problem der
kohlenhydratvermittelten biologischen Erkennung

Pamela Sears* und Chi-Huey Wong*

Professor George M. Whitesides gewidmet
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Von den drei Hauptklassen der Bio-
molekiile — Proteine, Nucleinsduren
und Kohlenhydrate — wird die Klasse
der Kohlenhydrate am wenigsten ge-
nutzt. Trotz der bedeutenden Rolle,
die Saccharide in einer Vielzahl bio-
logischer Erkennungsprozesse spielen
(z.B. bei bakteriellen und Virus-Infek-
tionen, Metastasenbildung und Ent-

schreitet die Entwicklung von Thera-
peutika auf Kohlenhydratbasis nur ver-
gleichsweise langsam voran. Hinzu
kommt der Mangel an verfiigbaren
Synthese- und Analysemethoden in
der Kohlenhydratforschung sowie Pro-
bleme, die mit unerwiinschten physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften der
Saccharide als potentielle Medikamen-
te verbunden sind. Neuere Fortschritte

von Kohlenhydratmimetika, kleinen
Molekiilen, die alle essentiellen Funk-
tionalitidten (und oft noch zusitzliche
hydrophobe oder geladene Gruppen)
enthalten und deren Konformation der
aktiven Konformation der urspriingli-
chen Struktur dhnelt, umgangen wer-
den konnen.

Koh-

ziindungen), sind die molekularen
Details dieser Prozesse noch nicht
vollstdndig verstanden. Demzufolge

-

auf diesem Gebiet haben gezeigt, daf3
diese Probleme durch die Verwendung

Stichworter: Kohlenhydrate
lenhydratmimetika - Sialinsduren

%

1. Einleitung

Kohlenhydrate sind allgegenwartige und bedeutende Bio-
molekiile. Neben ihrer Rolle als Energiespeicher sind sie
wichtige Grundbausteine von Zellwédnden und Geweben. Als
Bestandteil von Glycoproteinen, Glycolipiden und anderen
Konjugaten sind sie Schliisselelemente einer Reihe von
Prozessen, z.B. der Signalgebung, der Zell-Zell-Kommunika-
tion sowie der molekularen und zellularen Erkennung.['-!
Lectine (an Zucker gebundende Proteine) z.B., die sich an
der Oberfldche einer Zelle befinden, ermdglichen dieser die
Reaktion auf eine Vielzahl von duBleren Reizen, wie die
lokale Konzentration von Nihrstoffen (Chemotaxie). Sie
versetzen die Zellen dariiber hinaus in die Lage, andere
Zellen mit passenden Sacchariden zu lokalisieren und zu
binden. Dies ist ein Prozel3, der fiir einen frithen Schritt der
Entziindungsreaktion typisch ist. So binden die Sdugetierlec-
tine E- und P-Selectin, die sich nach einer Cytokin-Stimulie-
rung an der Oberflidche einer Endothelzelle befinden, Sialyl-
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Lewis* (sLeX; NeuAca2,3Galp1,4(Fucal,3)GlcNAc) und ver-
wandte Oligosaccharide, die sich auf zirkulierenden Leuko-
zyten befinden. Dies fiihrt zur Anheftung und schlieflich zur
Wanderung des Leukozyten in das umgebende Gewebe.
Durch die Lectine wird es den Zellen weiterhin ermoglicht,
glycosylierte Verbindungen und Mikroorganismen auszuwih-
len und aufzunehmen. Pathogene Mikroorganismen werden
haufig von Makrophagen Lectin-vermittelt absorbiert. Dies
wurde z.B. bei der Aufnahme des Pilzes Pneumocystis carinii
iiber den Makrophage-Mannose-Rezeptor beobachtet.[! Gly-
coproteine konnen moglicherweise ganz &hnlich aufgenom-
men werden. Bestimmte pituitire Hormone (das follikelsti-
mulierende Hormon (FSH) und das luteinisierende Hormon
(LH)) enthalten GalNAc-4-Sulfat, das fiir die Aufnahme
dieser Hormone durch die Kupffer-Zellen der Leber verant-
wortlich ist.[!

Die Erkennung von Kohlenhydraten spielt eine Rolle im
Fortschreiten einer Reihe von Krankheiten. Die Anbindung
vieler Pathogene und biologischer Toxine an die Wirtzelle
wird durch Kohlenhydrate vermittelt. Helicobacter pylori, ein
Pathogen, das mit Gastritis und Magengeschwiiren in Ver-
bindung gebracht wird und vermutlich an Magenkrebs
beteiligt ist, bindet an eine groBe Vielzahl von Sacchariden
an der Oberfliche der Wirtzelle, wie Lewis b, 3'-Sialyllac-
tose’! und andere.® Eine solche Kohlenhydratanbindung ist
in der bakteriellen Kolonisierung von Geweben weit ver-
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breitet.”) Viren und Toxine nutzen ebenfalls haufig Oligosac-
charidrezeptoren; der Grippe(Influenza)-Virus z. B. bindet an
Sialinsdure iiber sein Hiillenprotein (Hdmagglutinin), ein
Vorgang, der fiir das Eindringen des Virus in die Wirtzelle
erforderlich ist.”’] Die potenten Pflanzentoxine Abrin und
Ricin binden an D-Galactoside,'” wihrend die bakteriellen
ABs-Toxine, heterohexamere Verbindungen, in denen die
fiinf B-Untereinheiten verantwortlich fiir die Erkennung sind,
typischerweise an Ganglioside binden. Zwei Beispiele sind
das Cholera- und das Shiga-Toxin, welche an Gy, bzw. Gy;
binden.")’ Man nimmt an, daB die Metastasenbildung in
einigen Fillen auf demselben Erkennungsweg stattfindet, wie
ihn auch Leukozyten nutzen: Bindung an Endothelzellen
durch sLe?® oder sLeX-Selectin-Wechselwirkungen, der die
Extravasation folgt.[']

Obgleich Kohlenhydrat-Erkennungsprozesse bisweilen am
Fortschreiten einer Krankheit beteiligt sind, koénnen sie
ebenso Teil der Heilung sein. Das bakterielle Aminoglycosid
Neomycin und verwandte Verbindungen werden vom bakte-
riellen Ribosom erkannt. Eine Bindung an das Ribosom
verursacht eine Inhibierung der Translation und in hoherer
Konzentration eine Fehlkodierung.['¥ Die Lectin-vermittelte
Aufnahme hat zu guten Erfolgen bei der Behandlung der
Gaucher-Krankheit gefiihrt, ein genetisch bedingter Mangel
des Enzyms -Glucocerebrosidase. Die Behandlung erfordert
die Einnahme des Enzyms, jedoch muf} dieses in das Innere
der Ribosomen gelangen. Glycosidasen werden genutzt, um
das N-verkniipfte Saccharid des gereinigten Enzyms auf die
Pentamannoseeinheit zurechtzuschneiden, und dies erlaubt
dann die Aufnahme mit einem Mannose-bindenden Lectin.['*]

Das Eingreifen in oder in manchen Fillen die Nachahmung
von Protein-Saccharid- oder Nucleinsdure-Saccharid-Wech-
selwirkungen bietet ein potentielles Ziel fiir Therapeutika.
Leider sind Saccharide aus einer Vielzahl von Griinden héufig

keine guten Therapeutika. Viele natiirliche Saccharide wer-
den schnell von Verdauungs-, Plasma- und Zell-Glycosidasen
abgebaut und binden hiufig an ihr Ziel mit geringer Affinitét,
obgleich die Affinitdt der Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechsel-
wirkung an Zelloberflichen durch Polyvalenz erhoht werden
kann.¥l, Die K,Werte befinden sich meist im Millimol-
Bereich, wenngleich es Ausnahmen gibt. Das Arabinose-
bindende Protein bindet z.B. Arabinose mit einem K-Wert
von 0.098 um,l'! das Griffonia-simplicifolia-Lectin  GS-IV
bindet das Lewis-b-Antigen mit K;=24 um,['”! das Cholera-
Toxin bindet das Gangliosid-Gy,-Pentasaccharid mit einer
intrinsischen Bindungskonstante — d. h. Bindung eines einzel-
nen Liganden durch eine einzelne Untereinheit innerhalb des
Pentamers — von 1 um,['®l und der monoklonale Antikdrper
des anti-Salmonella-O-Antigens, Se155-4, bindet das Trisac-
charid Abeal,3(Galf1,2)ManaOMe mit K,=15 um.' Au-
Berdem sind Polysaccharide schwierig durch konventionelle
organisch-chemische Verfahren zu synthetisieren, wegen der
zunehmenden Verfiigbarkeit von Glycosidasen und Glycosyl-
transferasen und die Einfithrung von Cofaktor-Recycling-
Verfahren in den letzten Jahren sind enzymatische Synthese-
verfahren auf dem Vormarsch.?* 2!l Durch neue Syntheseme-
thoden wurden dariiber hinaus die Schwierigkeiten bei der
chemischen Synthese verringert.?>?” Aus diesen Griinden ist
es erstrebenswert, Verbindungen zu entwerfen, die Mimetika
von Kohlenhydraten sind, welche an bedeutenden Signal- und
Erkennungsprozessen beteiligt sind, jedoch verbesserte Ei-
genschaften in bezug auf Stabilitét, Spezifitat, Affinitdt und
synthetische Verfiigbarkeit aufweisen.

Der Ausdruck ,,Kohlenhydratmimetika“ wird héufig fiir
jedes Kohlenhydrat-Derivat oder jede andere Verbindung
benutzt, die mehrere Hydroxygruppen tragen oder einem
Zucker oder Saccharid dhneln. Wir dagegen mochten diesen
Begriff fiir die Verbindungen vorbehalten, die tatsdchlich die
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strukturellen und funktionellen Aspekte eines bekannten
Targets nachahmen. Diese Verbindung werden im Mittel-
punkt dieser Ubersicht stehen. 2!

Kohlenhydratmimetika haben als Therapeutika mehrere
Vorteile gegeniiber den Verbindungen, von denen sie ab-
geleitet sind. Sie konnen so entworfen werden, daf3 sie
1) stabiler gegeniiber endogenen abbauenden Enzymen sind,
2) eine bessere Bioverfiigbarkeit und herabgesetzte Beseiti-
gungsraten vorweisen und 3) aufgrund von Wechselwirkun-
gen, die das natiirliche Saccharid nicht eingehen kann, eine
hohere Affinitédt und Selektivitédt gegeniiber ihren verwandten
Rezeptoren aufweisen. Durch die Konstruktion von Poly-
meren und Oligomeren mit mehfachen Kopien des Mimeti-
kums kann durch zusétzliche polyvalente Wechselwirkungen
die Affinitdt weiter erhoht werden.!> Im Falle von Glycosyl-
transferase- und Glycosidaseinhibitoren sowie Inhibitoren
von Enzymen zur Kohlenhydrat-Modifizierung (z.B. Sulfo-
transferasen) konnen Mimetika entworfen werden, die den
Ubergangszustand (statt den Grundzustand) dieser Reaktio-
nen imitieren und die Enzyme besser inhibieren als einfache
Substratanaloga.

2. Strukturmerkmale der Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen

Um gute Mimetika herzustellen, ist es wichtig, sich tiber die
Wechselwirkungen zwischen den Kohlenhydraten und ihren
Targets (iiblicherweise Proteine) klar zu werden. Eine Reihe
von ihnen liefern einen Beitrag zur negativen Freien Bin-
dungsenergie.?*31

2.1. Wasserstoffbriickenbindung

Wasserstoffbriickenbindungen sind eine bedeutende Wech-
selwirkung. Sie werden héufig in den Kristallstrukturen von
Zucker-bindenden Proteinen zwischen den Carbonyl- und
NH-Gruppen des Proteingeriistes und den OH-Gruppen des
Zuckers beobachtet. Die Héufigkeit solcher Wechselwirkun-
gen beruht wahrscheinlich auf der groSen Zahl verfiigbarer
Amidbindungen und der Steifheit des Peptidgeriistes: Da es
weniger Freiheitsgerade als die Seitenketten hat, ist der
Entropieverlust bei der Bildung einer H-Briicke aufgrund der
Einschrankung der rdumlichen Positionen von H-Briicken-
Donor und -Acceptor geringer, wenn einer der beiden bereits
fixiert ist. Im Unterschied dazu werden die hydroxylierten
Aminosduren Serin und Threonin weniger hiufig genutzt,
vermutlich wegen der ungiinstigen Entropie des Fixierens
zweier (zumindestens im Vergleich zum Peptidgeriist) recht
flexibler Gruppen bei der Bindung®! ,Zweizihnige“
H-Briicken-Seitenketten wie die in Asparaginsiure, Aspara-
gin, Glutaminsdure, Glutamin und Arginin kommen ebenfalls
hédufig vor. Die beiden ,,Arme“ solch einer Seitenkette
konnen H-Briicken zu vicinalen Hydoxygruppen bilden. Dies
ist z.B. in der Kristallstruktur des Arabinose-bindenden
Proteins mit gebundener Galactose beobachtet worden,
wobei die Carbonylgruppe und das Amid-Stickstoffatom der
Asparagin-232-Seitenkette H-Briicken mit der 3- und der
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4-Hydroxygruppe der Galactose eingehen (Abbildung 1). In
der gleichen Struktur bildet Arginin151 H-Briicken sowohl
zur 6-OH-Gruppe als auch zum Ringsauerstoffatom der
Galactose. Viele der Wasserstoffbriickenbindungen zu Zuk-
ker-bindenden Proteinen sind durch Wasser vermittelt. Daf3

T -

furg 151

206 A

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen f-p-Galactose und zwei Seitenketten des Arabinose-binden-
den Proteins, die die ,,Zweizéhnigkeit der Wechselwirkung zeigt: Das
Carbonylsauerstoffatom und das Amidstickstoffatom der Asparagin-232-
Seitenkette bilden H-Briicken zu vicinalen (3- und 4-) Hydroxygruppen der
gebundenen Galactose. (Kristallstruktur Sabp.pdb von Quiocho und
Mitarbeitern,? Brookhaven Protein-Datenbank, betrachtet mit dem
Programm InsightIl, MSI, San Diego, CA; rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff,
griin: Kohlenstoff)

wasservermittelte H-Briicken hiufig als schwach und nicht
spezifisch angesehen werden, ist nicht ganz treffend. In vielen
dieser Fille wird das beteiligte Wasser in den Kristallstruk-
turen sowohl bei unbesetzter als auch bei besetzter Bindungs-
stelle beobachtet und kann im wesentlichen als Erweiterung
des Proteins angesehen werden.['®! Im Arabinose-bindenden
Protein (mit koordinierter Galactose) gibt es zwei Wasser-
molekiile, die jeweils H-Briicken zu drei Protein-Seitenketten
bilden. Die vierte H-Bindungsstelle ist entweder durch die 2-
oder die 6-OH-Gruppe der gebundenen Galactose besetzt.
Solche Wassermolekiile liegen auch in den Kristallstrukturen
mit komplexierter 2- oder 6-Desoxygalactose vor.*?!

2.2. Assoziation mit Metallen

Lectine des C-Typs und verwandte Proteine sind Calcium-
abhingige Proteine. Der Grund fiir diese absolute Abhéngig-
keit der Zuckerbindung vom Metall geht eindeutig aus der
Kristallstruktur hervor: Vicinale Hydroxygruppen des Zuk-
kers koordinieren das Calciumzentrum, wie im Mannose-
bindenden Protein A, wo die 3- und die 4-OH-Gruppe der
Mannose mit dem Calciumion wechselwirken (Abbildung 2).
Vermutlich besteht eine &hnliche Koordination bei der
Bindung von Sialyl-Lewis* (NeuAca2,3Galf1,4(Fucal,3)Glc-
NAc) an E-Selectin; wahrscheinlich koordinieren hier die
vicinalen Hydroxygruppen der Fucose an das Calciumion der
Bindungsstelle.’* »! Die Kristallstruktur des Enzyms Xylo-
se(Glucose)-Isomerase mit gebundener (linearer) Glucose
zeigt, daB die 2- und die 4-OH-Gruppe sowie die Carbonyl-
gruppe der gebundenen Glucose nicht nur ein, sondern zwei
Magnesiumatome koordinieren, welche fiir die katalytische
Aktivitit notwendig sind.B
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Abbildung 2. Koordination von vicinalen (3- and 4-) Hydroxygruppen der
Mannose durch Calcium im Mannose-bindenden Protein A. (Kristallstruk-
tur 2msb.pdb von Weis und Mitarbeitern;*! rot: Sauerstoff, blau: Stick-
stoff, griin: Kohlenstoff)

2.3. Hydrophobe Packung

Zwar werden Zucker als polare Molekiile angesehen, doch
wird immer wieder festgestellt, daf3 sie betrdchtlichen hydro-
phoben Charakter aufweisen, der mit ihren Ringfldchen in
Verbindung gebracht wird. Dies wird z. B. unterstrichen durch
die Fahigkeit von Cyclodextrin, hydrophobe Verbindungen in
Losung zu bringen, und die Féhigkeit des linearen Dextrins
poly(Glcal,4Glc), die Wasserloslichkeit stark hydrophober
Verbindungen (z.B. Steroide) zu erhohen.”) Eine Packungs-
wechselwirkung zwischen einem hydrophoben Ring und dem
Zucker ist in den meisten Saccharid-bindenden Proteinen
beobachtet worden,*®! und ein exzellentes Beispiel liefert die
Kristallstruktur des Maltose-bindenden Proteins mit koordi-
nierter Maltose.” Beide Glucosemolekiile des Disaccharids
sind sandwichartig zwischen den aromatischen Ringen koor-
diniert (Abbildung 3). Die Fliachen des Zuckers und des

Abbildung 3. Wechselwirkung zwischen den aromatischen Seitenketten
des Maltose-bindenden Proteins und den Ringflichen der beiden Gluco-
seeinheiten von Maltose. (Kristallstruktur lanf.pdb von Quiocho und
Mitarbeitern;*! rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, griin: Kohlenstoff)

aromatischen Rings sind nicht immer perfekt zueinander
ausgerichtet; in vielen zuckerbindenden Proteinen ist die
Ebene der aromatischen Gruppe gegeniiber der des Zuckers
etwas gekippt.?! Einige Zucker haben hydrophobere Ring-
flichen als andere. Die Ringflichen der Zucker werden mit
den Buchstaben A oder B bezeichnet, wobei die A-Seite
diejenige ist, auf der die Nummer der Atome im Uhrzeiger-
richtung ansteigt.*”! In Galactose weist die 4-OH-Gruppe auf

2450

die A-Seite, und die B-Seite der D-Galactose ist entsprechen-
derweise hydrophober als die der Mannose oder Glucose.
Dies ist wahrscheinlich der Grund dafiir, dafl die B-Seite der
Galactose fast immer sandwichartig an einen aromatischen
Ring gebunden ist.*’]

2.4. Ionische Wechselwirkungen

Auch ionische Wechselwirkungen treten in Komplexen
zwischen Proteinen oder Nucleinsduren und geladenen oder
derivatisierten Zuckern (z.B. Sialinsdure, Aminozucker,
phosphorylierte oder Sulfat-Gruppen tragende Zucker) auf.
Zuckercarboxylate sind z. B. oft mit Arginin assoziiert, wie bei
der Influenza-Neuramidase mit koordinierter Sialinsdure
(Abbildung 4).11 Ein GroBteil der Bindungsaffinitdt von
Aminoglycosid-Antibiotika gegeniiber RNA ist ebenfalls
auf die Wechselwirkungen zwischen der 1,3-Hydroxyamin-
Struktur der Antibiotika und dem Phosphodiester-Grund-
geriist (Abbildung 5) sowie der Hoogsten-Seite von Guanin
zuriickzufiihren.[*> 41

I

Abbildung 4. Wechselwirkung zwischen der Guanidinogruppe des Arg-
371-Restes von Influenza-Neuraminidase und der Carboxylateinheit von
Sialinsdure (NeuAc). (Kristallstruktur 2bat.pdb von Varghese und Mit-
arbeitern;*!l rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, griin: Kohlenstoff)
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Abbildung 5. Wechselwirkung zwischen 1,3-Hydroxyaminen und dem
Phosphodiester-Riickgrat von Nucleinsduren sowie der Hoogsten-Seite
von Guanin.

3. Strategien fiir das Design von
Kohlenhydratmimetika

Das Verstindnis der Wechselwirkungen zwischen Kohlen-
hydraten und ihren Proteinrezeptoren liefert niitzliche In-
formationen fiir das Design von Kohlenhydratmimetika. Die
geringe Affinitdt der Zucker-Protein-Wechselwirkungen hat

Angew. Chem. 1999, 111, 24462471
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verschiedene Ursachen: 1) Es mangelt in den Zuckern an
hydrophoben Gruppen, welche sehr hidufig in Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen hoher Affinitit dominieren;
2) die mit den vielen H-Briicken in Zucker-Protein-Erken-
nungsprozessen assozierte Energie ist durch konkurrierendes
Losungsmittel signifikant vermindert; 3) die Flexibilitit vieler
H-Briicken bildender Gruppen hat einen betréchtlichen
entropischen Nachteil zu Folge, wenn sie durch die Bindung
in eine rdumliche Anordnung gezwungen werden. Dariiber
hinaus sind vermutlich nicht alle funktionellen Gruppen eines
Kohlenhydratliganden fiir die Wechselwirkung mit dem
Rezeptor erforderlich.

Mit diesen Informationen ist man in der Lage, verschiedene
Strategien fiir das Design organischer Molekiile, die die
aktive Konformation und die Funktion eines Kohlenhydratli-
ganden nachahmen, auszuwihlen (Abbildung 6). In einem
ersten Ansatz kann man unnétige funktionelle Gruppen
entfernen und die urspriinglichen Glycosidbindungen und
damit die Konformation erhalten (Abbildung 6, Mitte). Bei
dieser Vorgehensweise wird die Polaritit des Zuckers herab-
gesetzt und moglicherweise die Bindungsaffinitdt durch eine
Verbesserung der hydrophoben Wechselwirkungen und die
Verringerung der durch desolvatisierende polare Funktiona-
lititen entstehenden Nachteile erhoht. Die Synthese von
Desoxyzuckern ist jedoch nicht trivial. Einige Variationen
dieser Strategie wurden genutzt, um die Affinitdt und/oder
die Stabilitdt durch Hinzufiigen oder Verdnderung von Funk-
tionalitdten weiter zu verbessern. Der Einbau einer hydro-
phoben Gruppe birgt das Potential, die Bindungsaffinitit
bedeutend zu erhohen, falls eine entsprechende hydrophobe
Position am Rezeptor existiert. Dies ist eine potentiell sehr
leistungsfahige Methode. Durch eine geladene Gruppierung
konnen giinstige ionische Wechselwirkungen hinzugefiigt
werden, falls eine komplementéire Gruppe an der Bindungs-
stelle existiert. In Féllen, in denen das Saccharid ein Metallion
koordiniert, kann die Affinitit moglicherweise durch den
Austausch der koordinierenden Hydroxygruppen durch einen
besseren Liganden fiir das Metallion erhoht werden.

nasurhchis
Ligand

Desaxyruckar-Ligand
# nour funkticnella Gruppen

Abbildung 6. Zwei allgemeine Strategien fiir das Design von Kohlenhydratmimetika. Das linke Diagramm zeigt die
‘Wechselwirkungen zwischen einem natiirlichen Saccharid und einem Proteinrezeptor. Im mittleren ist ein Mimetikum

Die Stabilitdt kann verbessert werden, indem man von
O-verkniipften zu C- oder S-verkniipften Sacchariden oder zu
O-verkniipften Carbocyclen iibergeht. Obgleich die exo-
anomeren und sterischen Effekte (Abbildung 7) die Haupt-
faktoren fiir die Bestimmung des Glycosid-Torsionswinkels

HO 0 HO 0
(0]
HO \ 0o
Hc&ﬁ AG = 4 kecal mol™' HI—?C&
HO — HO
O,
a9

(o]
DN
R

gauche anti

I
0
(i
0
(Ol
HO

R o0
R
HO HO 0
HO , HO 0o
HO AG = 2 kcal mol” HO
— HO
H/C‘WR H/C\"”H
H R

gatche anti

Abbildung 7. Die exo-anomeren und sterischen Effekte auf die Kon-
formation eines Glycosids und die energetische Konsequenz des Wechsels
von einem O- zu einem C-Glycosid.['”]

sind, spielen sterische Effekte in den C-verkniipften Saccha-
riden eine Hauptrolle bei der Erhaltung der gauche-Kon-
formation, die der Konformation des entsprechenden O-ver-
kniipften Zuckers dhnelt.*! C-verkniipfte Glycoside werden
darum hiufig zur Nachahmnung O-verkniipfter Strukturen
genutzt, da sie stabiler gegeniiber Sdure- und Glycosidase-
katalysierter Spaltung sind.

Ein zweiter Ansatz zur Konstruktion von Kohlenhydratmi-
metika ist der, auf das Glycosidgeriist vollig zu verzichten
(Abbildung 6, rechts) und statt dessen ein neues, nicht auf
Kohlenhydraten basieren-
des Grundgeriist aufzu-
bauen und die benétigten
Funktionalitdten so anzu-
bringen, daB sie die gleiche
rdumliche  Orientierung
haben wie in der urspriing-
lichen Struktur. Zusétzlich
konnen neue hydrophobe
oder geladene Gruppen
eingebaut werden, um die
Affinitdt weiter zu erho-
hen.

Eine grofe Vielzahl von
Molekiilen ist genutzt wor-
den, um Kohlenhydrate
und deren Derivate nach-
zuahmen. Einige natiirlich
vorkommende sind in den

nesns Cenist
+ wasenticha Gruppan
& neue unkliooells Gruppen

dargestellt, in dem das Glycosidriickgrat erhalten blieb, jedoch unnétige Hydroxygruppen entfernt und zusétzliche

Funktionalitdten eingebaut wurden, um die Wechselwirkung zu verstirken. Im rechten Diagramm wird auf das

glycosidische Gertist verzichtet.
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Abbildungen 8-14 zusam-
men mit den von ihnen
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nachgeahmten Strukturen gezeigt. Tunicamycin (Abbil-
dung 8) ist seit langem als potenter Inhibitor der UDP:Glc-
NAc:Dolichylphosphat-N-Acetylglucosaminyltransferase be-
kannt, dem Enzym, das den ersten Schritt in der Synthese des
perfekten Sacchariddonors fiir die N-Glycosylierung von
Proteinen katalysiert.! Die Nachahmung der Pyrophophat-

o}
% OH NH
~ HO | &
N
9 '_b o~ N (e}
o’ L NHAc
HO
OH HO OH
CH
Tunicamycin
UDP-GlcNAc:Dolichylphosphat
GlcNAc-Phosphotransferase
ICs0 =7 NM
0]
4
N
o (@]
HO OH

GlcNAc-Phosphotransferase-Reaktion

[156]

Abbildung 8. Der GlcNAc-Phosphotransferase-Inhibitor Tunicamycin!
und die von ihm nachgeahmte enzymatische Reaktion.

gruppe des Donors mit Galactosamin, welches mit Ribose
C-verkniipft ist, ist hierbei neuartig. Moenomycin A (ver-
marktet als Flavomycin von der Fa. Hoechst; Abbildung 9)[]

comg2
HOG o~ coy

' ]
O-P-
(o]

OH

o
o o o o NHAc
o HO 0 Il
HO OH

HN— OH
o (6]

o
HO HO
OH NHAc

o

Moenomycin A
(Transglycosylase-Inhibitor)

(o)
S—BivHB o ©Oo>AcN\ 0~ oO—

oH )\(o " 0-P-0-P-0CssHss
O (0]

R = L-Ala-D-Glu-m-DAP-D-Ala-D-Ala
Transglycosylase-Reaktion

Abbildung 9. Der Transglycosylase-Inhibitor Moenomycin A (Strukturre-
vision von 199014) und die Transglycosylase-Reaktion.
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ist ein Inhibitor der bakteriellen Transglycosylase, welches die
schrittweise Kondensation von Disacchariden zum Polysac-
charidgeriist der Peptidoglycan-Zellwand katalysiert. Wie
Untersuchungen ergaben, kann ein Grofteil des Molekiils
unter Erhaltung der Aktivitdt entfernt werden.l*>#] Eine
mogliche Transglycosylase-Inhibierung wurde kiirzlich mit
einer ganz anderen, vom Disaccharid des Vancomycins ab-
geleiteten Verbindung festgestellt.*¥! Verschiedene Typen
natiirlich vorkommender Glycosidase-Inhibitoren sind in
den Abbildungen 10-13 zusammen mit den mutmaBlichen
Ubergangszustinden der inhibierten Reaktionen gezeigt.
Die chemische Synthese bietet noch mehr potentielle
Kohlenhydratmimetika an, besonders auf dem Gebiet der
Nucleinsduremimetika (ein groBes Gebiet, das Gegenstand
einer Ubersicht von Verma und Eckstein!*! ist und hier nicht
betrachtet werden soll) und auf dem Gebiet der Glycosidase-
und Glycosyltransferase-Inhibitoren. Eine kleine Auswahl
von Strukturtypen zur Nachahmung von Pyranoseringen

OH
HO
HO—=— HsCG o
No OH
HO o
e} OH
HO
HO 0
Acarbose @]
a-Amylase-Inhibitor 1O Ho ~OH
— — 7
OH
el
o) s
HO
HO!
S o I
_B__ o
OH
e}
Hydrolyse von
Starke (Amylose) HO S
o

Abbildung 10. Der a-Amylase-Inhibitor Acarbose und die Amylase-
katalysierte Hydrolysereaktion.

OH ¥ NH_
OH Ho b P
0d"
HO , OH
HO 3 MeS
o :
\—B:-H--OR

Ubergangszustand der
a-Mannosidase-Reaktion

OH
Ho7 R
HO.J

Mannostatin A
a-Mannosidase |l
ICgo = 10-15 NM

OH o

OH
Swainsonin Kifunensin
lysosomale Mannosidase a-Mannosidase |
ICs0 = 100nM (Mungobohnen)
ICg0 = 20-50NM

Abbildung 11. Die Mannosidase-Inhibitoren Mannostatin A,!'”) Swainso-
nin'% und Kifunensin¥! sowie der mutmaBliche Ubergangszustand der
Mannosidase-katalysierten Reaktion.
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Kohlenhydratmimetika
t
OH OH
"
HO&@ Pany
Ho \ N
_ HO. HO
S—g'"H--(IDH Nectrisin
. ) a-Glucosidase |
Ubergangszustand der ICs0 = 0.4uM

a-Glucosidase-Reaktion

OH
H%O Hﬁo
OH OH

1-Desoxynojirimycin
a-Glucosidase |l
(Rattenleber)
K =4.6 uM

Castanospermin
a-Glucosidase |
ICgo = 1.2uM

Abbildung 12. Die a-Glucosidase-Inhibitoren Nectrisin,['®] Castanosper-
min"® und 1-Desoxynojirimycin'®!l sowie der mutmaBliche Ubergangs-
zustand der a-Glucosidase-katalysierten Reaktion.

OH _ _
OH +
HO o
HO—" 5|HO HSO N\ 5
HN OH HO'
1HO

Validoxylamin A OH
(Trehalase-Inhibitor) OH
Trehalase-

: OH

Reaktion OH |

Abbildung 13. Der Trehalase-Inhibitor Validoxamin A sowie der mut-
maBliche Ubergangszustand der Trehalase-katalysierten Reaktion.

(oder den Ubergangszustinden ihrer Hydrolyse) ist in
Abbildung 14 gezeigt. Mehr dariiber kann man in den Uber-
sichtsartikeln von Vasella et al.,P" Tatsuta,P! LeglerP? sowie

Ubergangszustand der
Gchosidase-Reaktioni

OH OH OH OH
5+ H
HO Q HO N HO/&\ HO N
HO A HO HO N HO S NH
HO! HO HO [ Ho N
B--H----OR R R
OH OH OH OH
HO NTY Hoé/NH HO NH
HO =N HO-=_\ "o HO
HO HoN HO
R HN R
R
Grundzustand

OH

OH OH OH
0 HO O Ho O S
Hﬁ(&xﬁ HO HO Ho%
HO(, HO HOg HOQ
N N AN
R R R R
OH
OH OH 5
HO HO HO &N
HO HO
N HN EN
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Abbildung 14. Einige einfache Mimetika des Grundzustandes eines re-
zeptorgebundenen Glycosids und des Ubergangszustandes der enzymati-
schen Glycosid-Hydrolyse.
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R

Heightman und Vasellal! nachlesen. Der letztere konzen-
triert sich auf die neuesten Versuche, die detailierten mecha-
nistischen Informationen tiber konfigurationserhaltende Gly-
cosidasen durch das Design von Ubergangszustandsanaloga
zu verstehen. Im Falle von Glycosyltransferase-Inhibitoren
sind hydrolyseunempfindliche Pyrophosphat-Analoga eben-
falls erwiinscht. Ein GroBteil der Bindungsenergie des Zuk-
kerdonors resultiert aus der Bindung der Nucleotid-Abgangs-
gruppe, was dadurch unterstrichen wird, daf3 das freigesetzte
Nucleotid unvermeidbar ein stark konkurrierender Inhibitor
von Glycosyltransferasen ist. Analoga ausschlieBlich des Zuk-
kerteils des Ubergangszustands sind selten als gute Inhibito-
ren dieser Transferasen beobachtet worden. Bessere Inhibi-
toren enthalten Donor-Nucleotid- und/oder Acceptor-Mime-
tika. Die Abbildungen 8—10 zeigen eine Reihe natiirlicher
Verbindungen, die Pyrophosphat durch Zucker, Carboxylat-
und Carbonylgruppen nachahmen. Eine Auswahl syn-
thetischer Pyrophosphatmimetika ist in Abbildung 15 gezeigt.
Unter diesen haben sich die Phosphonat- und Monosaccha-
rid-Verbindungen als am vielversprechendsten erwiesen.

I NHAC
) HO OMe
Bi--H---O o
o OH | OH
o: o}
HO 3\ 0*
HOP @ © | /'LH
5 0-F~o-Pso oN "o
\\MZ,-;
HO OH
HO O
o 0 O OH
M2+ Mzi

Malonsaure-Verkniipfung

OH o o
A 0 Ao PR
%5 o o o-
OoH

Weinséaure-Verknlpfung

M2+
Monosaccharid- Phosphonséaure-
Verknipfung Verknipfung

Abbildung 15. Der mutmaBliche Ubergangszustand der Galactosyltrans-
ferase, der die Komplexierung der Pyrophosphateinheit durch ein zwei-
wertiges Metallion im aktiven Zentrum (z.B. Mn?* oder Mg?*) zeigt, und
einige bereits verwendete Pyrophosphatmimetika.l5

4. Saccharidsynthese und Processing von Enzymen

Auf Zelloberflachen anzutreffende Oligosaccharide entste-
hen unter Beteiligung von Glycosyltransferasen und Glyco-
sidasen. Die Saccharide konnen mit Proteinen durch eine
Reihe verschiedener Bindungen verbunden sein, die am
weitesten verbreiteten Verkniipfungen sind jedoch die mit
Asparagin (N-verkniipft) oder Threonin/Serin (O-verkniipft).
Wihrend die O-Glycosylierung durch eine relativ einfache
Addition eines einzelnen Zuckers an eine hydroxylierte
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Seitenkette und Elaborierung mittels Glycosyltransferasen
gelingt, ist die N-Glycosylierung komplizierter. Zuerst wird
ein grofles Oligosaccharid an ein spezialisiertes Phospholipid,
Dolichylpyrophosphat, angekniipft, dieses wird auf ein neu
synthetisiertes Protein im endoplasmatischen Retikulum
iibertragen. Glycosidasen (Glucosidasen, Mannosidasen)
schneiden das Saccharid auf ein viel kleineres Kernstiick
zuriick, bevor es durch Glycosyltransferasen zum endgiiltigen
N-Glycan umgesetzt wird.["

Durch weitere Umformungen von Oligosacchariden wie
Acetylierung, Sulfatisierung und Phosphorylierung kann
ebenfalls das fertige Saccharid-Erkennungsmotiv erhalten
werden.l! Glycosidasen und Glycosyltransferasen sind aus
einer Vielzahl von Griinden wichtige Ziele fiir einen Eingriff.
Das Fortschreiten einer Reihe von Krankheiten héngt von
diesen Biokatalysatoren ab. Verdnderungen in der Glycosy-
lierung sind charakteristisch fiir Krebszellen® und hingen
hiufig mit deren Metastasepotential zusammen. Insbesonde-
re sind Krebszellen stirker sialyliert als ihre normalen
Gegenstiicke. Thre N-Glycane sind grundsitzlich stirker
verzweigt,’* >l wihrend die O-verkniipften Glycane eher
verkiirzt sind. Die Tn- (GalNAc-Ser/Thr)- und T-Antigene
(Galp1,4GalNAc-Ser/Thr) sowie ihre sialylierten Ver-
sionen kommen ebenfalls weit héufiger auf Tumorzellen
vor.[!

Die Vorbehandlung von Melanomzellen mit Tunicamycin
(Abbildung 8), welches den ersten enzymatischen Schritt in
der Protein-N-Glycosylierung inhibiert (UDP-GlcNAc:Doli-
chylphosphat-GlcNAc-Phosphotransferase), verringert ihre
Bindung an Epithelzellen in Zellkulturen.’ Tunicamycin ist
allerdings leider viel zu toxisch, um klinisch genutzt zu
werden; viele Inhibitoren von Enzymen, die die ersten
Schritte des Glycan-Processing katalysieren, sind extrem
neurotoxisch. Selektivere Inhibitoren, die nur ein oder einige
wenige Glycosylierungsenzyme inhibieren, werden folglich
benotigt. Die Aktivitdt von Glycosidasen hat ebenfalls einen
EinfluB} auf die Metastasenbildung. Glycosidasen innerhalb
des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates
werden benotigt, um unreife N-Glycane vor ihrer Umwand-
lung in komplexere Strukturen anzupassen,!! wihrend aus-
geschiedene Glycosidasen die extrazellulare Matrix abbauen
und den Tumorzellen ermdglichen, in den Blutkreislauf zu
gelangen. Die Enzyme, die an der Acetylierung, Phosphory-
lierung und Sulfatisierung von Kohlenhydraten involviert
sind, sind weniger genau untersucht, konnen jedoch in
Zukunft ebenfalls bedeutende Ziele fiir ein Eingreifen
werden.

Mehrere mechanistische Studien deuten darauf hin, daf
diese Art von Glycosidase- und Glycosyltransferase-Reak-
tionen nach einem Syl-Mechanismus verlaufen,> 9621 wobei
die Abgangsgruppe meist vor dem Angriff durch das Nucleo-
phil (Wasser im Falle von Glycosidasen oder eine Zucker-
Hydroxygruppe oder ein anderes Nucleophil im Falle von
Glycosyltransferasen) abgespalten wird. Man nimmt an, daf3
der Ubergangszustand ein verzerrter Ring in Halbsesselform
mit einer erheblichen positiven Ladung am anomeren Koh-
lenstoffatom ist, die teilweise zum Ringsauerstoffatom de-
lokalisiert ist (Abbildung 16). Diese Annahme wird durch
viele Befunde gestiitzt, darunter solche aus Untersuchungen
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Abbildung 16. Ubergangszustéinde der Fucosidase- (a) und der Fucosyl-
transferase-Reaktionen (b).[! G = Guanin.

kinetischer Isotopeneffektel®¢71 und die starke inhibierende
Wirkung von Verbindungen, die diese ebenen Ringoxo-
carbenium-Intermediate nachahmen™! oder destabilisie-
ren.[% 9 Eine groBe Vielzahl von Molekiilen ist synthetisiert
worden, welche den vorgeschlagenen Ubergangszustand ver-
schiedener Glycosid-hydrolysierender Enzyme nachahmen.
Der verzerrte Ring wird durch Ringe anderer Grof3e, durch
den Einbau eines oder mehrerer sp>Zentren in den Ring
(z.B. ungesittigte Carbocyclen, Amidino- oder Guanidino-
Zucker) oder durch die Storung der Konformation durch
bicyclische oder verbriickte Systeme nachgeahmt. Die posi-
tive Ladung wird typischerweise durch Addition einer basi-
schen Gruppierung, z.B. einer Amino-, Guanidin- oder
Amidingruppe, nachgeahmt. Die Verkniipfung dieser Ver-
bindungen mit einer Abgangsgruppe (einem Zucker) oder
einem Mimetikum liefert selektivere Glycosidase-Inhibito-
ren.[®® 7 Die Anbindung an Nucleotide fiihrt dagegen héufig
zu Inhibitoren der verwandten Glycosyltransferasen. Viele
der so erhaltenen Verbindungen, einige sind in Abbildung 17
dargestellt, sind starke Inhibitoren von Glycosidasen. Es ist
klar, da3 die Inhibierung sehr empfindlich gegeniiber der
Position des sp?>-hybridisierten Atoms innerhalb des Rings
(Abbildung 17 g und h) und der Position der positiven Ladung
(Abbildung 171 und j) sein kann. Einige der oben beschrie-
benen Azacyclen, insbesondere die fiinfgliedrigen Iminocy-
clitole, wurden ebenfalls als Haptene genutzt, um zu kataly-
tischen Antikorpern fiir die Katalyse der Glycosidspaltung zu
gelangen.’! Ein alternativer Ansatz zur Inhibierung von
konfigurationserhaltenden Glycosidasen, der {iiber einen
doppelten Inversion-Mechanismus mit einem kovalent ge-
bundenen Enzym-Substrat-Intermediat verlduft,” 7! ist die
Verwendung eines Substrates, das ein stabiles kovalent
gebundenes Intermediat bildet, wie 2- oder 5-Fluoroglycosi-
de.l® % Bei Verwendung eines Fluoroglycosids mit einer
guten Abgangsgruppe (entweder ein aktiviertes Glycosid wie
das 2,4-Dinitrophenolat oder einfach das vom Enzym be-
vorzugte Aglycon®!) kann das Enzym den ersten Schritt, die
Freisetzung der Abgangsgruppe und die Bildung des kovalent
gebundenen Intermediats, katalysieren. Die anschlieBende
Hydrolyse ist wegen der Destabilisierung des Oxocarbenium-
Ubergangszustandes durch das Fluor allerdings erschwert.

Angew. Chem. 1999, 111, 24462471
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5. Mimetika von Mono- und
Oligosaccharidliganden fiir

Einfache Zuckermimetika konnen
zu Oligosaccharidmimetika erweitert
werden, aber die Art und Weise der
Verkniipfung mu3 mit Vorbedacht
entworfen werden. Saccharide binden
an ihre Rezeptoren in einer genau

Kohlenhydratmimetika
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Abbildung 17. Ausgewihlte Glycosidase- und Glycosyltransferase-Inhibitoren. a) Miiller et al.;l'*
b) Hashimoto et al.;!'®l ¢) Murray et al.;®! d) Schmidt und Frische;['* ) Palcic et al.;'®! f) Miura
et al.;l'%l g h) Vorwerk et al.;!'¢"] i) Ichikawa et al.;!'**] j) Bernotas et al.;l'®! Look et al.;!'"" k) Takayama
et al.;l'7! 1) Cottaz et al.;['"”?l m) Knapp et al.;l'”l n) Jeong et al.;!'™ o) Schedler et al.;!'"” p) Takaoka et

al.; 17l q) Takebayashi et al.;'’”) r) Wang et al.;!'’*! s) Moris-Varas et al.[']
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definierten Konformation, die sich
von der in Losung vollig unterschei-
den kann, wie im Fall der Bindung
von Sialyl-LewisX an E-Selectin (siche
Abschnitt 5.1). Es sind mehrere Bei-
spiele bekannt, in denen die Verkniip-
fung der Zucker durch nichtglycosi-
dische Bindungen die Bindung an den
Rezeptor oder einen Antikorper ver-
hindert. So inhibieren ,,Carbopeptoi-
de* (Amid-verkniipfte 1-Iminocycli-
tole) Glycosidasen nicht (wenngleich
ein GroBteil dieses Effektes wahr-
scheinlich auf den Verlust der positi-
ven Ladung am Ringstickstoffatom
zuriickzufiihren ist).’¥ Monoklonale
Antikorper gegen das Gyu-Lactam
(das Lactam wird zwischen der Neu-
Ac-Carboxylatgruppe und dem Stick-
stoffatom von Galactosamin gebildet)
binden Gy; ebenfalls nicht, obwohl
sie das Gy;-Lacton binden.[”! Diese
starke Differenzierung deutet darauf
hin, daB3 das Lactam/Lacton und das
nichtcyclisierte Gy;; wahrscheinlich in
unterschiedlichen =~ Konformationen
vorliegen.

Ein besserer Erfolg konnte durch
den Austausch des glycosidischen
Sauerstoffatoms durch Kohlenstoff
(C-Glycoside) und Schwefel (Thiogly-
coside) erzielt werden. Einige Bei-
spiele sind in den Abbildungen 18 und
19 dargestellt. Abbildung 18a zeigt
PP-55B,%! einen exzellenten Inhibitor
der Glc-P-Dol-Synthetase von Sauge-
tieren, einem Enzym, das die Syn-
these einer Dolichylphosphoglucose
(Glc-P-Dol) ausgehend von UDP-
Glucose und Dolichylphosphat kata-
lysiert. Glc-P-Dol ist eine Vorstufe fiir
die Biosynthese des Dolichol-ver-
kniipften Oligosaccharids, die wéh-
rend der Synthese N-verkniipfter Gly-
coproteine in einem Stiick auf Aspa-
ragin iibertragen wird. Der Inhibitor
ahmt beide Substrate nach, und zwei
der bemerkenswertesten Merkmale
dieses Molekiils sind die ungeladenen
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weist eine leicht verdnderte Kon-
formation auf und inhibiert die

K PapG-Galabiose-Adhésion mit einer
etwas geringeren, aber immer noch
beachtlichen Aktivitét.

Das Lacton des Gy;-Gangliosids

o o (Abbildung 18d), in dem die Car-

A o) bonsdurefunktion der Sialinsidure ei-
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o PH OH xin."l Die fiinf identischen B-Unter-
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o OH o—/_ H oH _/—S'Mes und Weise, fiir die Bindung an den

HOg 0 H o f Zelloberfldchen-Liganden (Ganglio-

H OH OH sid Gy, Abbildung 19a) von ent-

ICx flir die Inhibierung der Galabiose:PapG-Bindung I - I scheidender Bedeutung.[ls] Die

Galabiose: 0.16 mMm Galabiose B-Untereinheiten iibertragen und

9 Thiogalabiose: 4.4 mi liefern die A-Untereinheit zur Ziel-

NH OH HO™

Gpz-Lactam, OH
bindet an das AcNH
anti-Gyz-Lacton MAb

Abbildung 18. Ausgewihlte Saccharidmimetika. a) PP-55B, ein Mimetikum der Reaktion zwischen
Dolichylphosphat und UDP-Glucose ;! b) ein C-Glycosidmimetikum des H-Antigens;"”! ¢) ein Thiogly-
cosidmimetikum von Galabiose ;! d) Gangliosid-Gy;-Lactam, ein Mimetikum des Tumor-Antigens Gy;-

Lacton.['8]

Einheiten, die die Phosphat- und Pyrophosphat-Einheiten des
Substrates nachahmen, und der komplette Austausch des
Zuckerbausteins durch einen einfachen Phenylring.

Die Verbindungen in Abbildung 18b und c sind C-Glyco-
sid- und Thioglycosidmimetika von Tri- und Disacchariden.
Das Lectin UEA-I aus Ulex europaeus bindet das H-Antigen,
ein Blutgruppen-Antigen, von dem man annimmt, daf es ein
Rezeptor fiir einige Pathogene wie H. pylori ist.!l Das
C-Glycosidanalogon des Blutgruppen-Antigens bindet an
das Lectin im Vergleich zum normalen Saccharid mit nur
leicht vermindeter Affinitit, ist jedoch gegeniiber Hydrolyse
stabil.”l Galabiose (Galal,4-Gal; Abbildung 18¢) ist ein
Charakteristikum in den Globo-Serien von Glycolipiden
und wird von verschiedenen bakteriellen Adhesinen (z.B.
E.-coli-PapG) gebunden.”™ Das Disaccharid und dessen
Analoga sind Gegenstand von Untersuchungen zur Verhin-
derung der bakteriellen Adhésion. Das Thioglycosidanalogon
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zelle. Die A-FEinheit ist ein Enzym,
welches die ADP-Ribosylierung von
Gg, einem an Signaltransduktions-
kaskaden beteiligten Protein, kata-
lysiert. Das modifizierte Gg bleibt als
Ergebnis stindig ,,angeschaltet”, was
eine Uberstimulierung der Adeny-
lat-Cyclase zur Folge hat.'l' Die
wichtigsten Bindungsdeterminanten
fiir das Cholera-Toxin innerhalb des
Gyi-Gangliosids sind die terminale
Sialinsdure und die Galactosereste.
Ein Gangliosid-Analogon, in dem
der Glucoserest am reduzierenden Ende durch einen ein-
fachen Cyclohexandiolrest ersetzt ist (Abbildung 19b), weist
im Vergleich zum natiirlichen Gangliosid nahezu identische
konformative und bindende Eigenschaften auf.l¥?

5.1. Bindung von Sialyl-LewisX an E-Selectin

Ein genau untersuchtes Ziel fiir therapeutische Eingriffe ist
die Wechselwirkung von Sialyl-Lewis* mit dem Zelloberfli-
chenrezeptor E-Selectin. Wie schon in der Einleitung disku-
tiert wurde, findet dieser Bindungsvorgang in einer frithen
Phase der Entziindungsantwort statt und reprisentiert einen
der ersten Schritte in der Bereitstellung von weiflen Blut-
korperchen an das beschidigte Gewebe (Abbildung 20). Eine
unzureichende oder iiberméfBige Bereitstellung von Leuko-
zyten kann zu Schédigungen fithren. Viele akute Entziin-
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CTa-Unterelnkes
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Goya == Gm1

bindet an CT wie Gy Choleratoxin(CT)-Rezeptor

Abbildung 19. a) Bindung des Choleratoxins an Zellen. Vibrio-cholerae-
Neuraminidase entfernt Sialinsdure vom Gangliosid Gpy,, so dal Gang-
liosid Gy entsteht, welches der Rezeptor fiir das Choleratoxin ist.
b) Inhibitor der Choleratoxin-Bindung an Gyy: ein Gy;-Mimetikum auf
einem Cyclohexan-Grundgeriist.[*”]

dungszustinde (z.B. Reperfusionsverletzungen und septi-
scher Schock) sowie chronische Entziindungskrankheiten
(z.B. rheumatische Arthritis und Asthma) koénnen mit
Antagonisten dieser Wechselwirkung behandelt werden.
Seitdem es Anhaltspunkte dafiir gibt, daB diese Wechselwir-
kungen fiir das grole Metastasepotential bestimmter Tumor-
zellinien (z. B. Melanome, die sich durch ein hohes Niveau an
sialylierten Lewis-Antigenen auszeichnen) verantwortlich
sind,5 besteht die Hoffnung, daB die Intervention an dieser

Endothel-
zellen

Stelle einen neuen Ansatzpunkt fiir eine Krebs-Chemothera-
pie bilden konnte.

Eine groBe Vielzahl von sLeX-Analoga ist entworfen und
synthetisiert worden, basierend auf 1) der bekannten NMR-
Struktur des an E- und P-Selectin gebundenen Tetrasaccha-
rids (die sich deutlich von der des freien Tetrasaccharids in
Losung unterscheidet, wobei der Hauptunterschied in der
Konformation der Sialylsdurereste liegt; Abbildung 21),l
2) der Kiristallstruktur der Lectin- und der EGF-artigen-
Dominen von E-Selectin® und 3) dem Wissen um die
bedeutenden strukturellen Funktionalitidten fiir eine Bindung
an Selectin.® %! In einem neueren Ubersichtsartikel®! wird
eine Zusammenfassung iiber dieses Gebiet gegeben, einiges
davon wird hier vorgestellt. Die bedeutenden Wechselwir-
kungen zwischen Sialyl-Lewis* (oder dessen Sulfat-Deriva-
ten) und E-, P- und L- Selectinen sind in Abbildung 21
dargestellt. Fiir eine E-Selectin-Erkennung sind alle drei
Hydroxygruppen der Fucose notwendig. Dies macht Sinn, da

b) die 3- und die 4-OH-Gruppe ein Calciumatom koordinie-
Galp1,4GalNAcp-O Galpt,4GalNAcg-0 O ren,?»31 dhnlich der Bindung von Mannose durch das
NeuAm—obﬁE%%%?Bu NEUACD‘_O%OGIucosyIceramid Mannose.-bil?d.ende Pr(?tein (Abt?ildung 2). Die Fucose ist in
o OH der Tat in einigen aktiven Verbindungen durch p-Mannose

Gpr-Mimetikum, Gangliosid Gy

ersetzt worden.® Die 4- und die 6-OH-Gruppe von Galac-
tose sind ebenfalls notwendig, wie auch die Carboxylateinheit
der Sialinsdure. GlcNAc scheint keine Funktionalitidten, die
fiir die Bindung explizit notwendig sind, beizutragen und ist
durch eine Reihe difunktioneller Linker ersetzt worden. Der
Austausch der Zucker durch aromatische oder andere hydro-
phobe Gruppen (in der Hoffnung, die hydrophoben Wech-
selwirkungen zu verbessern) fiithrte zu Verbindungen mit
hoherer Affinitdt zu E-Selectin als Sialyl-Lewis* (Tabelle 1).

Ein weiterer effektiver Ansatz zur Herstellung von Ver-
bindungen hoherer Affinitédt ist die Nachahmung der poly-
valenten Natur der Leukozyten durch den Einbau von Sialyl-
LewisX in vernetzte Liposome oder lineare Polymere (Abbil-
dung 22; fiir eine neuere Ubersicht iiber Polyvalenz in
biologischen Systemen siehe Mammen et al.'"). Ahnliche
Ansitze wurden verfolgt, um sLeX- und Sulfo-sLeX-Mimetika

slowelomes

o *& haftender gelostes
zirkulierender SG“';"S(’:L;Z‘;";Z: — ﬁ)de(; Selectin \’ austretender
Leukozyt Y NO Ir_% u?(%z?/; Protease u Leukozyt
NO
D — Selectin ’ \
Ort der Verletzung NO integrin/Ligand-
® Cytokine ® Wechselwirkungen
/ NO
NO NO NO

Abbildung 20. Schematische Darstellung der Entziindungs-Reaktionskaskade. 1) Eine Gewebeverletzung findet statt;
Cytokine und Stickstoffoxid werden freigesetzt. 2) Selectine auf der Zelloberfldche wechselwirken mit dem Sialyl-Lewis*-
Liganden. (E- und P-Selectine befinden sich auf der Oberfliche von Endothelzellen, wihrend L-Selectin auf der
Leukozyten-Oberfliche zu finden ist.) sLeX befindet sich auf der Oberfliche der Leukozyten oder der Endothelzellen.
sLeX-6-Sulfat ist ein bevorzugter Ligand fiir L-Selectin. 3) Integrin-ICAM-1-Wechselwirkung und anschlieBende
Extravasation von Leukozyten.
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zur Bindung an P- und L-Selectine zu ent-
wickeln. Die Entwicklung von P-Selectin-
Antagonisten ist eine grofe Herausforde-
rung, da sLeX an P-Selectin mit einer Disso-
ziationskonstanten von ca. 8 mm bindet. Zu-
sétzlich trigt eine zweite Bindungsstelle fiir
den Sulfotyrosinrest des P-Selectin-Glyco-
protein-Liganden (PSGL-1) bedeutend zur
Bindung bei (Abbildung 23). Ein kurzes,
eine zusitzliche Sulfatgruppe tragendes
sLeX-Glycopeptid®! bindet an P-Selectin
mit K;=70nM. Bislang ist jedoch kein
brauchbares Mimetikum bekannt, das auf
beide Bindungsstellen von P-Selectin zielt,
obgleich das sulfatisierte Glycopeptid im
Prinzip in groen Mengen enzymatisch her-
gestellt werden kann, da Regenerationsver-
fahren fiir 3’-Phosphoadenosin-5-phospho-
sulfat (PAPS) und Zuckernucleotide vorlie-
gen (Abbildung 23).15 381 T -Selectin bindet
eine Reihe von sulfatisierten Sacchariden,
einschlieBlich Heparinsulfat®! und Phospho-
mannan.® Neueste Befunde deuten darauf
hin, daB sLeX*-6-Sulfat sehr wohl der natiir-

NeuAc

QleNAz

] L
A phiA

& ; P-Selectin
Lot L-Salactin

a) OH HO _OH
e C
(Liposom)
ACHN 9 OH IC50 = 0.2 uM gegen E-Selectin
. (0]
L|nker I
—P—O/\(\OCNH%
o- O -Ci7H3s
)J\/S\/YN\é()V}o’lLN’\%
n=42- 48
b)
sLe* —O(CHp)3—0Q,
IC50 = 0.037 mM gegen E-Selectin
sLeX —O(CH,);—0
) o) ~ioe | [ waRriges
HO —OH Inneres
e Re
HO,C-..O o~ o N
Q7 on g
HOOH
R = H oder HOCH,CH,
(Liposom)
IC50 im nM-Bereich fir Selectine; unspezifisch
O—sLe*
d) HO
o IC50= 0.2 mM gegen E-Selectin
sLe*—0 OEt
OH
ICs0
e
) Ph 0. E P L
n R=S03: 90% Inhibierung 84 pm 1.7 mM
R .
Ho ° o bei 3 mM
HN
-5 so&&/o\) R=H: 2.9 mM 2.2mM 75% Inhibierung
s o bei 3 mMm

Abbildung 22. Polyvalente sLeX-Mimetika. a) DeFrees et al.;l'8!! b) Miyauchi et al.;['*?!
¢) Spevak et al.;'®*l d) DeFrees et al.;'* ¢) Manning et al.['4]

1,4 i 3 A " : -;'%
Gal GaghAn — Gat Gichiag - ﬁ'

. i

& oaop o 3

/@u

L-EUF.I:IEﬂ

Abbildung 21. a) Losungskonformationen von L-Selectin-gebundenem (weiB) sowie von E- und P-Selectin-gebundenem sLeX (gelb).[¥l b) Bindungs-
determinanten fiir die Bindung von Sialyl-Lewis* an die Selectine.
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Tabelle 1. sLeX sowie Sialyl-LewisX-Mimetika und deren Aktivitdten.®¥ n.b. = nicht bestimmt.

E-Selectin  P-Selectin ~ L-Selectin
oH
NHAC
0?4 (sLeX) 0.7 mm 8 mMm 4 mm
o OH O, R = Cyclohexyl 80 pml?! - -
§ Q R = Phenyl 350umll - -
—ozc
HO oy
GXOH
Ho OH O 0.5 mmP — -
ey O
—0,c0 0
HO oy
SXOH
Ho ,OH O >10 mm® - _
g IO
—0,c-0 o
HOoy
OH
%6&0,4
50 pmlel n.b. n.b.
HsC O
—0,c70
CHy
HO o
SXOH
HO,  OHO.. 50 pwmld! n.b. n.b.
i '
e N7 COOE
—OzC\/\AO o
HO on
oH
-0 R = CH,CONH(CH,);CH; 37 pmll e 190 pmt!
)i R=H 0.3 mmlel 4 mmle] > 5 mumle]
-0, conm CoN.,
HO oy
ST OH R = (CH,),sCH, 53 pml? 2.2 pml 7.6 pmt?
—o,c OR R=H 0.1 mml >3 muml? 2.7 mml?
—ozc\)/ )
HO oy
Sorer
5 OH >3 mmlel 80 mme! >3 mulel
—0,c CHs )
HaC = “CH,
OoH
ﬁ/& 100 p™ 1.8 pu 2.0 put
—ozcvo&/
HO o
Ay 0 0 0
HO OH 800 um 5 um 40 um
2=04P0
OH
HOoy
oH
o 1o ﬁﬁ& 100 @M@ 0.6pmlT 95
=00 M _~_o on
OH

[a] Kolb und Ernst.'*! [b] Bamford et al.'*’] [c] Dupre et al.l'" [d] Lin et al.['*!l [e] Woltering et al.l'5?]

[f] Wong et al.l'®l [g] Ikeda et al.l'’¥ [h] Hiruma et al.l'%’]
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liche Ligand sein kann,/°-°? und sowohl
das 6-Sulfo-sLeX- als auch das modifi-
zierte 6-Sulfo-de-N-acetylierte sLe*-tra-
gende Gangliosid sind durch Totalsyn-
these hergestellt worden.”” Interessan-
terweise scheint die de-N-acetylierte
Verbindung der bessere L-Selectin-Li-
gand zu sein.

5.2. Heparin-Antithrombin

Die ,,Heparinoide“, Heparin und He-
parinsulfat, sind viele Sulfatgruppen tra-
gende und sich aus wiederholenden
Einheiten von [D-Glucosaminyl-a-1,4-
hexuronosyl-,1,4-] zusammensetzende
Glycosaminoglycane, in denen die Hex-
uronsdure entweder Glucuronsdure
oder Iduronsdure (das C-5-Epimer von
Glucuronsiure) ist.’ Das Glucosamin
ist entweder N-sulfatisiert oder N-ace-
tyliert. O-Sulfate findet man ebenfalls
an einer Reihe von Positionen, beson-
ders an C-2 der Iduronsdure, an C-6
(und manchmal an C-3) des Glucos-
amins und gelegentlich an C-2 der
Glucuronsiure. Heparin ist eine hoher-
entwickelte Form des Heparinsulfats
und enthélt mehr Iduronsédureeinheiten
und Sulfatgruppen. Heparinoide haben
viele biologische Wirkungen, sie wirken
unter anderem antikoagulierend und
erhohen die Stabilitdt und die Aktivitét
von sauren und basischen Fibroblast-
Wachstumsfaktoren. Sie binden bekann-
termaflen an iiber einhundert verschie-
dene Proteine.

Die Antigerinnungswirkung von He-
parin ist seit iiber 60 Jahren bekannt und
wird klinisch genutzt. Heparin inhibiert
die Aktivitdt von Thrombin (Faktor Ila)
und Faktor Xa durch Wechselwirkung
mit Antithrombin III (ATIII; Abbil-
dung 24 und 25). Die Bindung einer
AT-IlI-erkennenden Sequenz (Abbil-
dung 26a) verursacht eine Konforma-
tionsinderung in ATIILP Dies ist fiir
die Inhibierung des Faktors Xa ausrei-
chend. Die Inhibierung von Thrombin
erfordert hingegen die Wechselwirkung
von Thrombin sowohl mit dem Heparin-
aktivierten ATIII als auch direkt mit
Heparin. Es wird vermutet, daf3 Heparin
sowohl zur Aktivierung von ATIII als
auch als ,,Adapter” zwischen ATIII und
Thrombin dient.’” Folglich ist ein linge-
res Heparinmolekiil (ca. 18 Saccharide
lang®") fiir die Inhibierung von Throm-
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Abbildung 23. a) Zusitzliche Wechselwirkungen zwischen P-Selectin und
dem Tyrosinsulfatrest seines Glycoproteinliganden, PSGL-1.¥7) b) Neu-
artige Regeneration von PAPS aus PAP unter Verwendung von p-Nitro-
phenylsulfonat und einer rekombinanten Arylsulfotransferase.®!
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Abbildung 24. a) Die letzten Schritte der Gerinnungskaskade. b) Sche-
matische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Heparin (dargestellt
als Kette aus Kreisen) und Antithrombin III sowie zwischen Heparin und
Thrombin. Man beachte, da3 die Bindung des Thrombins ein groBeres
Heparin-Fragment (> 18mer) erfordert, wihrend fiir die AT-III-Bindung
nur ein Pentamer benotigt wird.
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bin notwendig als fiir die Inhibierung von Faktor Xa. Ein
Grofteil der Bindungswechselwirkungen ist elektrostatischer
Natur.

Grootenhuis und van Boeckel haben ein Modell der
Assoziation zwischen dem Heparin-Pentasaccharid und
AT vorgeschlagen.”® Eine dreidimensionale Struktur von
ATIII wurde postuliert, basierend auf seiner Homologie zu
al-Antitrypsin, einem Protein bekannter Struktur. Die Not-
wendigkeit der Reste 41-49 fiir eine Heparinbindung war
schon vorher bekannt, und in der Tat ficlen diese Seitenketten
in eine Region von konzentrierter positiver Ladung. Die
Ankopplung des Heparin-Pentasaccharids an diese Region
lieferte ein Modell fiir die Bindungsstelle, in der das
Pentasaccharid mehr oder weniger in Lysin- und Argininre-
sten ,badet“. Die fiir eine Bindung an ATIII kritischen
funktionellen Gruppen (vier Sulfat- und zwei Carboxylatre-
stel®) sind in Abbildung 26a gezeigt. Die N-Sulfate kénnen
durch O-Sulfate ersetzt sein, und viele der Hydroxygruppen
konnen methyliert werden ohne einen Verlust an Aktivitét
(tatsdchlich sogar mit einer leichten Zunahme der Aktivitit)
gegeniiber Faktor Xa.[

Die Umwandlung der Glucuronséure in eine Iduronséure-
einheit hat einen moderaten Aktivitdtsverlust zur Folge, aber
dies wird durch die Leichtigkeit der Synthese mehr als wieder
gut gemacht: Ein polymeres Heparinmimetikum kann aus-
gehend von dimeren Einheiten synthetisiert werden. Dies
ermoglichte die miihelose Synthese des in Abbildung 26b
gezeigten Mimetikums, welches lang genug ist, eine AT-III-
Inhibierung von Faktor Xa und Faktor Ila (Thrombin) zu
verursachen, und Thrombin nahezu ebenso inhibiert wie
Heparin. Man nimmt an, daf3 die nichtspezifische Bindung der
Heparinoide an bestimmte Proteine (z. B. den Plittchenfaktor
PF4) und fundamentale Proteine (z.B. Fibrinogen und den
von-Willebrand-Faktor) die unerwiinschten Nebenwirkungen
der Heparintherapie, die bekanntesten sind Thrombozytopa-
nie und Blutsturz, auslost. Weiterhin wurde postuliert, daf3
eine Verringerung der Ladungsdichte in der Region zwischen
der AT-III-Bindungsstelle und der Thrombin-Bindungsstelle
die nichtspezifischen Bindungseffekte herabsetzen konnte.['?]

Dreef-Tromp und Mitarbeiter(!®!] verbanden eine Throm-
bin-Bindungsstelle und eine AT-III-Bindungsregion mit un-
geladenen, flexibler Ketten. Sie verkniipften eine Thrombin-
Bindungsregion (persulfatierte Maltotriose) mit dem Penta-
saccharid aus Abbildung 26a iiber einen flexiblen Polyethy-
lenlinker (Abbildung 26¢) oder iiber einen ungeladenen
Polysaccharidlinker. Beide Produkte wiesen eine starke
Thrombin-inhibierende Wirkung auf, der Polysaccharidlinker
war allerdings, vermutlich wegen seiner geringen Flexibilitét,
iiberlegen. Eine &hnliche Verbindung mit einer anderen
Thrombin-bindenden Domaéne ist in Abbildung 26d gezeigt.
Voruntersuchungen zur PF4-Bindung und zu Blutungszeiten
in Anwesenheit dieses Heparinmimetikums legen nah, daf es
weniger Nebenwirkungen als Heparin hat.['%)

Es ist erwdhnenswert, dal sich die Bindungsstelle von
Heparin fiir den Fibroblast-Wachstumsfaktor (FGF) deutlich
von der AT-III-Bindungsstelle unterscheidet. Die iiberein-
stimmende Sequenz fiir eine FGF-Bindung ist das
14mer Oligo-H (GlcA-£1,4-GleNSO;-al,4-[IdoA(2S)-al,4-
GlcNSO;s-al,4-IdoA-al,4-GlcNAc).['2 Willkiirlich (mit Car-
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Abbildung 25. Bedeutende Wechselwirkungen zwischen Heparin und Antithrombin III,

basierend auf einem Modell von Grootenhuis und van Boeckel.[*
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boxymethyl, Benzylamid und Benzylamidsulfonat)
derivatisierte Dextrane kénnen Heparin'®®l in be-
zug auf FGF-Aktivierung und Stabilisierung zwar
ersetzen, haben aber nur eine minimale antikoal-
gulierende Wirkung.

5.3. Lipid A, das LPS-bindende Protein und
CD14

Gram-negative Bakterien sind durch eine zweite
Membran auBlerhalb der Peptidoglycan-Matrix
charakterisiert. Ein Hauptbestandteil dieser Mem-
bran sind Lipopolysaccharide. Wenn sich auch die

Aoy o

Oe OMe
anti-Xa: 1.5x Heparin o
anti-lla: 0.6x Heparin MeO 0SO03 —0,C 0 OMe
3 |
MeO o (0]
—03S0
0580410

Abbildung 26. a) Die Erkennungssequenz fiir Antithrombin ITII (ATIII). b)—d) Heparinmimetika, die sowohl AT III als auch Thrombin binden.
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Abbildung 27. Gram-negative bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). a) Salmonella-typhimurium-LPS.
b) Lipid A verschiedener bakterieller Spezies: E.-coli-Lipid X, Lipid A und Lipid IV,. ¢) Rhodobacter-
sphaeroides-Lipid A. d) E5531. Abe = Abequose; Hep = L-Glycero-pD-mannoheptose; KDO = 2-Keto-

3-desoxyoctansdure.

Lipopolysaccharide einzelner Bakterien voneinander unter-
scheiden, folgen sie doch dem gleichen allgemeinen Aufbau-
prinzip. Der ,,Anker* ist eine gro3e Struktur, das sogenannte
Lipid A (Abbildung 27), ein phosphoryliertes Disaccharid mit
mehreren Fettsdureketten, die durch Ester- und Amidbin-
dungen angebracht sind. Dieser Anker ist mit dem ,,Kern*-
Polysaccharid verbunden und schlieflich mit einer sich
wiederholenden Struktur, dem O-Antigen, einem sehr varia-
blen und Spezies-spezifischen Saccharid, verkniipft. Lipopo-
lysaccharide vieler Bakterien sind hochtoxisch fiir den
Menschen (daher ihr Name ,,Endotoxine®) und verantwort-
lich fiir den septischen Schock.['*]

Der septische Schock ist ein ernstzunehmendes Problem
und ein ungliicksseliges Beispiel fiir die alte Redewendung:
,,Operation erfolgreich — Patient tot“. Eine Behandlung mit
Antibiotika kann pathogene Gram-negative Bakterien ab-
toten, aber die von den zerstorten Bakterien freigesetzten
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Escherichia-coli-Lipid A R! = CH3(CH,)1,CO

OCH3; <——=

2_°3P°§@/

E5531

&
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Endotoxine konnen akutere Symp-
tome und lebensbedrohendere Zu-
stdnde verursachen als die urspriing-
liche Infektion. Der Mechanismus
der toxische Wirkung beginnt mit
der Bindung der Lipopolysaccharide
(LPS) an ein 16sliches Bindungspro-
tein (LBP) im Serum. Dieser Kom-
plex bindet an das Glycosylphopha-
tidylinosit(GPI)-verkniipfte Protein
CD14 und den Rezeptor TLR2 an
der Oberflaiche von Makrophagen
und Neutrophilen, was zur Pro-
duktion verschiedener Cytokine
durch die Zellen fiithrt (Abbil-
dung 28).11%5:1%] Dje Hoffnung, einen
Wirkstoff gegen Endotoxemie zu
finden, hat durch die Entdeckung
nichttoxischer Glycolipide mit En-
dotoxin-antagonistischer ~ Aktivitét
(wie Lipid A aus Rhodobacter
sphaeroides!™” und den Lipid-A-
Vorstufen Lipid X und Lipid IV,,
Abbildung 27) einen Auftrieb erhal-
ten.'" Rhodobacter-Lipid A ist lei-
der in wéBriger Losung instabil, die
Esterfunktionen werden hydroly-
siert. Mit der Synthese des stabili-
sierten Mimetikums E5531 (das 6'-
O-methyliert ist und in dem die
Ester- durch Etherbindungen ersetzt
sind)[1% 1981 steht ein potentieller
therapeutischer Wirkstoff gegen
den septischen Schock zur Verfii-
gung. Diese Verbindung weist eine
hohe LPS-antagonistische Aktivitét
auf und wird derzeit klinisch er-
probt. Eine Vielzahl von anderen
Verbindungen, die entweder die
Rhodobacter-Lipid-A- oder die
LPS-antagonistischen Lipid-A-Vor-
stufen Lipid X und Lipid IV, nach-
ahmen, sind ebenfalls Gegenstand von Untersuchungen und
waren kiirzlich Thema einer Ubersicht von Chaby.['%]

R2 = CH4(CH3)10CO

Nopod™

?‘

Cylokrme
(-1, IL-G, IL-8. THF=...)

lﬁ:\

I
.-‘ﬂ . "‘, 1 a0ma —_—
Fina A LPE
H';S]‘f':ﬁ;]tu“ :_u_l _— E? P—
TLAz | |
7/ =
,f';f LEP

e
Abbildung 28. Schematische Darstellung der Immunaktivierung durch

bakterielle LPS.['05 100]
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5.4. Aminoglycosid-RNA -Wechselwirkung

Viele Aminoglycosid-Antibiotika wie Neomycin und Strep-
tomycin (Abbildung 29) wechselwirken mit der 16S-Unter-
einheit des bakteriellen Ribosoms, inhibieren die Translation
und verursachen Fehlcodierungen (Abbildung 30).*1 Die
Aminoglycoside haben einige Nachteile. Viele von ihnen sind
oral inaktiv und/oder toxisch fiir den Menschen und miissen

Rl

R2HN
o
H,N

durch Auftragung auf die Haut oder durch Injektion verab-
reicht werden. Sie reichern sich allgemein in den Nieren an,
und viele sind stark nephrotoxisch.['’! Zusitzlich gibt es viele
gegen Aminoglycoside resistente Bakterienstimme. Diese
Resistenzen werden durch verschiedene Mechanismen her-
vorgerufen, einschlieflich Mutationen innerhalb der riboso-
malen Bindungsstelle (Abbildung31a) und kovalenter
Modifizierungen (Acetylierung, Phosphorylierung oder
Adenylierung; Abbildung 31b) des Anti-
biotikums.['% 1] Stabilere und weniger to-
xische Aminoglycosidmimetika sowie sol-
che, die kein Substrat fiir modifizierende

o 2 iZNmNH Oisz Enzyme sind, konnen therapeutisch niitz-
o 0 on 2 HO Nng lich sein.

OH NHy o 5 Eine interessante Struktureigenschaft
o\_O OH ENHCHS dieser Antibiotika ist das Vorliegen eines
HN™ O CH?“ trans-13-Hydroxyamin- oder cis-1,3-Di-
A amin-Motivs. Neuere Studien legen nah,
R R R daB die 1,3-Hydroxyamingruppe stark so-
NH, Neomycin B CHz CHy Gentamicin C wohl mit dem Phosphodiestergeriist als
OH Paromomycin EH3 : 22:::2:2:: gz auch mit der Hoogsten-Seite von Guanin
la wechselwirkt (Abbildung 5).%1 Diese Er-
kenntnis fithrte zum Design und zur Syn-
:fDN o HN. _NH, these einer Reihe von Aminoglycosidmi-
R&‘A‘ HoN Y metika, die dieses Motiv enthalten (Abbil-
RZO HN dung 32a). Die Affinitit dieser Ver-
HO N:ﬁ oHc  %ho OHH NH, bindungen fiir die Neomycin-Bindungsstel-
© o © OH T le der bakteriellen 16S-RNA wurde durch

NH, H3CHO o NH Oberflichen-Plasmonen-Resonanz(SPR)-
HO” OH o Messupgen l?estimmt (Abbildung 321).),[”2]
Rl R HO NHCH; und viele dieser Verbindungen erwiesen
- OH sich als gute Binder. Einige davon weisen

OH OH Kanamycin A
OH NH, Kanamycin B
H NH, Tobramycin

Abbildung 29. Strukturen ausgewihlter Antibiotika.
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Abbildung 30. Schematische Darstellung der Aminoglycosid-Wechselwirkungen mit dem bakte-

riellen Ribosom.
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Streptomycin

exzellente antibiotische Aktivititen auf.l'’!
Computermodelle legen nah, daf diese
Analoga dhnlich wie die natiirlich vorkom-
menden  Substanzen binden (Abbil-
dung 33). Andere Arbeitsgruppen sind
ebenfalls an der Entdeckung von Amino-
glycosidmimetika aktiv beteiligt. Viele der
synthetisierten Strukturen enthalten weite-
re Amino-, Guanidino- oder 1,3-Hydroxy-
amin-Funktionalitdten.['* 1151 Obgleich vie-
le dieser Verbindungen noch nicht gegen
resistente Stimme getestet wurden, diirften
sie schlechte Substrate fiir Aminoglycosid-
modifizierende Enzyme sein.

C
T

5.5. Sialinsidure-Wechselwirkungen mit
Himagglutinin und Neuraminidase

Das Influenza-Virus enthéilt zwei Pro-
teine, die Sialinsdure auf der Oberflache
der Wirtzelle binden. Das eine, das Sialosid-
bindende Hamagglutinin, ist fiir die an-
fangliche Bindung des Virus an die Wirt-
zelle verantwortlich. Das andere, Neurami-
nidase (Sialidase), spaltet Sialinsdure und
ermoglicht den jungen Vironen, aus der
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Abbildung 31. Arten der bakteriellen Resistenz gegeniiber Neomycin und verwandten Antibio-
tika. a) Normale Bindungsstelle von Neomycin, ein kleiner Abschnitt der ribosomalen 16S-
Untereinheit; der homologe 16S-RNA-Abschnitt in einer Neomycin-resistenten Mutante; eine
Kontroll-RNA, in der die Bindungsdeterminanten fiir Neomycin entfernt sind. b) Neomycin-

Desaktivierung durch kovalente Modifikation.

Wirtzelle zu entweichen und neue Zellen zu infizieren. Beide
Wechselwirkungen sind potentielle Ziele fiir einen Ein-
griff.l"'% 171 Himagglutinin ist ein homotrimeres Molekiil,
das sich in groB3er Zahl auf der Oberfldche des Virus befindet.
Bedeutende Wechselwirkungen zwischen Himagglutinin und
dem Sialosidrezeptor sind in Abbildung 34 gezeigt. Da die
einzelne Hidmagglutinin-Bindungsstelle eine schwache Affi-
nitét fiir monovalente Sialoside aufweist (Kq=2-3 mm),!18-120]
ist die Wirksamkeit der meisten monomeren Sialinsdure-
Analoga bei der Verhinderung der viralen Infektion nur
schwach ausgepriégt, lediglich ein fluoreszierendes Derivat
inhibiert die Hémagglutinierung im mikromolaren Be-
reich.12!l Diese Verbindung hat mehrere zusitzliche hydro-
phobe Funktionalitédten, die mit hydrophoben Gruppen in der
Bindungsstelle wechselwirken konnen. Ein weiterer Ansatz
zur Verbesserung der Affinitdt ist die Nachahmung der
polyvalenten Natur der Zelloberfliche. Zu diesem Zweck
wurden verschiedene Strukturen wie Liposome und Polymere
mit angekniipften Sialosid- oder Sialinsduremimetika (beson-
ders C-verkniipfte Sialinsdure) hergestellt (Abbildung 35).
Die Verbindung in Abbildung 35d, ein in picomolaren
Mengen wirkender Inhibitor der Himagglutininbindung,
enthilt eine hydrophobe Gruppe, die die Bindungsaffinitit
durch die Wechselwirkung mit hydrophoben Gruppen des
Rezeptors erhoht. Zusétzlich hat sie den Vorteil, daf3 sie nicht
nur eine einfache Sialinsdure, sondern eine Sialyllactoseein-
heit trégt. Nach Neuramidasespaltung der terminalen Sialin-
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R A Acetylierung R' R?

OHOH Kanamycin A
OHNHz Kanamycin B
H NHz Tobramycin

sdure werden Galactosereste freigelegt, die
eine schnelle Virenbeseitigung durch re-
zeptorvermittelter Endocytose (z.B. durch
den Asialoglycoprotein-Rezeptor;[?2 Ab-
bildung 36) ermoglichen kénnen.
Im Unterscheid zu Hdmagglutinin bindet
Neuramidase stark an den Ubergangszu-
stand (eher als an den Grundzustand) der
Hydrolyse der Sialoside. Die dehydratisier-
te Form von Neuraminsdure, 2-Desoxy-2,3-
didehydro-N-acetylneuraminsiure  (DA-
NA, Neu5Ac2en; Abbildung 37a), ist seit
vielen Jahren als méBig guter Inhibitor des
Enzyms bekannt.['”?] Versuche, den Uber-
gangszustand  nachzuahmen, erhielten
mehrere grofle Auftriebe: Die Kristall-
struktur der Neuramidase wurde 1983 auf-
NH gekldrt.'”!  Einige Jahre spiter durch-
OHe gefilhrte  Isotopeneffekt-Untersuchungen
zum Mechanismus der Neuramidasewir-
kung, der — wie aufgrund von Analogien
zur Wirkung anderer Glycosidasen erwartet
wurde — iiber eine Reaktion vom Sy1-Typ
verlduft, stiitzten diese Vorstellung von
einem Katalysemechanismus.[®
Die Kristallstrukturen*" 1251 des Enzyms
in Gegenwart von zugegebener NeuAc
und DANA lieferten bessere Informatio-
nen in bezug auf die Erkennung des Sub-
strats durch das Enzym (Abbildung 38) und
zeigten, dall NeuAc an die aktive Stelle in
einer verzerrten Konformation gebunden
ist. Dieser Befund stiitzt den vorgeschlagenen Mechanismus.
Daraufhin wurde eine Vielzahl von Analoga des Ubergangs-
zustandes rational entworfen('? 121 und synthetisiert (Abbil-
dung 37). Eine Reihe von ihnen inhibiert verschiedene
Influenza-Neuramidasen auflerordentlich gut, und einige
(z.B. GS4104 und GG167) befinden sich in klinischen Tests.
(GS4104 ist eine veresterte Vorstufe von GS4071, die vom
Verdauungstrakt absorbiert werden kann. Der Ester wird
dann von natiirlichen Esterasen gespalten.) Die Entdeckung
einer von Ala246 und Ile222 flankierten hydrophoben
Bindungstasche, die nicht von Sialinsdure, jedoch von
GS4071 genutzt wird, gestattete das Design von Inhibitoren,
die Wechselwirkungen eingehen, die vom natiirlichen Sub-
strat nicht genutzt werden.!'!! Jedoch erwies sich keine dieser
Verbindungen (bei Verabreichung als Nasenspray) als besse-
rer Inhibitor als GS4071.

HO" oOH

5.6. Glycoproteine, Neoglycoproteine und
Glycoproteinmimetika

Viele Proteine, besonders solche in eukariotischen Zellen,
sind glycosyliert. Die Glycane sind typischerweise entweder
an das Seitenketten-Amid-Stickstoffatom von Asparagin (N-
verkniipft) oder an hydroxylierte Aminosiuren (z.B. Serin,
Threonin) gebunden. Weitere Verkniipfungen sind bekannt,

Angew. Chem. 1999, 111, 24462471
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Abbildung 32. a) Eine Strategie zur Synthese von Aminoglycosidmimeti-
ka.['3.185] b) Oberflichen-Plasmonen-Resonanz(SPR)-Assay zur Charak-
terisierung der Bindung an 16S-rRNA.["?l (Im SPR-Assay hingt der
Winkel, bei welchem ein Minimum der reflektierten Lichtintensitit
beobachtet wird, empfindlich von den Brechungsindices auf beiden Seiten
des Trdgers, einem diinnen Goldfilm, ab. Der Brechungsindex der
(Losungs-) Seite wird durch Bindungsereignisse beeinfluf3t.)
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Abbildung 33. Modell der Bindung von Neomycinmimetika an die Stelle,
an der auch das natiirliche Aminoglycosid Paromomycin gebunden wird,
basierend auf Modellierungsstudien unter Verwendung der NMR-Struktur
eines Abschnitts der ribosomalen 16S-RNA.%]

Abbildung 34. Wichtige Wechselwirkungen zwischen dem viralen Hiamag-
glutinin und dem Rezeptor Sialinsdure. Gestrichelte Linien stellen
potentielle Wasserstoffbriickenbindungen dar und dicke Pfeile hydrophobe
Wechselwirkungen (z.B. zwischen der Himagglutinin-Seitenkette Trp 153
und den Atomen C8 und C9 des Sialosids). Die Darstellung basiert auf der
Kristallstruktur von Weis et al.['8]

jedoch weniger verbreitet, einschlielich einer ungewohnli-
chen C-Verkniipfung zu Tryptophan.[! Eine Proteinglycosy-
lierung kann eine Reihe von Auswirkungen haben.['3 Die
Zucker konnen die physikalischen Eigenschaften des Proteins
in Losung erheblich beeinflussen. Dies ist fiir die Mucine
bekannt, eine Klasse hoch O-glycosylierter Proteine, die fiir
die Konsistenz der Schleimhautsekrete verantwortlich sind.”!
Zusitzlich kann das Saccharid einen Einfluf3 auf die Stabilitét,
die Funktion und die Erkennungseigenschaften des Glyco-
proteins haben. Glycoprotein-/Glycopeptid-Mimetika wer-
den aus einer Reihe von Griinden entworfen: z.B. zur
Untersuchung der Saccharid-Funktion, zur Modifizierung
der Erkennungseigenschaften und zur Verbesserung der
biologischen Aktivitdt sowie wegen der vereinfachten Syn-
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Abbildung 35. Inhibitoren der Himagglutinin-vermittelten viralen Bindung. Zum Vergleich: Das Sialinsdure-Monomer (Methylglycosid) hat einen ICs)-
Wert von 2 mM.'® a) Ein fluoreszierendes, stark bindendes monomeres Sialosid;l'?!! b) ein quervernetztes Liposom von Spevak und Mitarbeitern;!'%7]
c) Polyglutamat mit angebundener Sialyllactose von Kamitakahara et al.;'*8 d) Inhibitoren auf Polyacrylamidbasis von Choi et al.;®! ¢) auf Sialosyl-
phospholipiden basierende Liposome, die gegen den Rotovirus wirksam sind, konnen moglicherweise auch gegen das Influenza-Virus angewendet

werden.[1%]

SRATIRRLFE

Abbildung 36. Schematische Darstellung der Bindung, der Desialylierung und der
vorgeschlagenen Rezeptor-vermittelten Endocytose des Influenza-Virus durch die in
Abbildung 35 ¢ dargestellte polyvalente Verbindung.
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these. Verschiedene Strategien zur Herstellung von
Glycoproteinmimetika sind in Abbildung 39 ge-
zeigt. Im ersten Ansatz bleibt das Protein unver-
dandert, und nur das Saccharid wird ersetzt. Im
zweiten Fall wird bei unveridndertem Protein und
verdndertem oder unverdndertem Saccharid die
Bindung zwischen Saccharid und Protein sowie die
Position der Glycosylierung abgewandelt. Im radi-
kalsten Ansatz ist entweder das Proteingertist
verdndert oder komplett aufgegeben.

Der erste Ansatz erfordert Synthesemethoden
zur Herstellung von homogenen Glycoproteinen,
welche leider nur sehr schwierig priparativ zu-
génglich sind. Durch Fermentation erhaltene Gly-
coproteine sind sehr heterogen,!! allerdings kann
die chemische Synthese von Glycoproteinen 4u-
Berst schwierig sein. Die Festphasen-Peptidsynthese
(SPPS) mit Glycosylaminosiuren ist leider hiufig
durch relativ geringe Ausbeuten gekennzeichnet,
insbesondere bei ldngeren Proteinen und Saccha-
riden. Das Vorliegen von Glycanen (insbesondere
O-Glycanen) schlieBt die Verwendung vieler ge-

Angew. Chem. 1999, 111, 24462471
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Abbildung 37. Inhibitoren der Influenza-Neuraminidase. a) DANA; b), c) carbocyclische DANA-Analoga;"”  Protein zu verdauen. (Alterna-

d) GG167;1 ¢), f) GS4071 und das oral aktive Prodrug GS4104.1°"
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Abbildung 38. Bedeutende Wasserstoffbriickenbindungen sowie elektro-
statische und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Neuraminidase und
dem Substrat. Gestrichelte Linien stellen Wasserstoffbriickenbindungen
und elektrostatische Wechselwirkungen dar, Pfeile hydrophobe Wechsel-
wirkungen (z.B. zwischen der Methylgruppe der AcNH-Funktionalitidt und
den Seitenketten von Ile 222 und Trp178). Die Abbildung basiert auf der
von Varghese et al. verdffentlichten Kristallstruktur.[*!]

Mimetika O
natirliches veranderte veranderte verandertes
Glycoprotein Saccharide Bindung an das Protein Ruickgrat

(Neoglycoproteine)

Abbildung 39. Ansitze fiir das Design von Glycoproteinmimetika.

wohnlich fiir die SPPS benutzter Schutzgruppen aus, da die
Glycosidbindungen unter den Entschiitzungsbedingungen
instabil sind. Trotzdem hat man Fortschritte bei den Syn-
thesemethoden erzielt.'?1321 So wurden priiparative Verfah-

Angew. Chem. 1999, 111, 24462471

tiv konnen Proteasen zur Kon-

densation von Glycopeptidfrag-
menten genutzt werden.) Glycosyltransferasen werden dann
zur erneuten Ausarbeitung der Saccharide genutzt.['** Der
zweite Ansatz beeinhaltet die direkte Endoglycosidase-kata-
lysierte Ubertragung der Glycane von einem Oligosaccharyl-
Asparagin-Donor unmittelbar auf das Glycoprotein.['3% 13
Ein weiterer Syntheseansatz basiert auf einer Intein-vermit-
telten ProteinspleiBung.'¥ 141 Neuere Studien deuten darauf
hin, daB3 Glycoproteine durch eine Intein-unterstiitzte Reak-
tion eines Extein-Intein-Fusionsproteins mit einem einen
N-terminalen Cysteinrest enthaltenen Glycopeptid herge-
stellt werden konnen (Abbildung 41).

Ein anderer Ansatz zur Konstruktion von Glycoproteinmi-
metika ist die Herstellung eines ,,Neoglycoproteins®, in dem
das Saccharid iiber eine nichtnatiirliche Briicke angebracht
ist.'] Die Anbindung des Saccharids an das Peptid kann
durch chemische oder enzymatische Methoden erfolgen und
kann ortsspezifisch oder willkiirlich sein. Wang und Mitar-
beiter!*8l nutzten den in Abbildung 40b gezeigten Ansatz, um
ein C-verkniipftes Glycopeptid herzustellen, das ein kompe-
titiver Inhibitor von Glycoamidasen ist, die das gesamte
Saccharid von N-verkniipften Proteinen (durch Hydrolyse
einer Seitenkettenamidgruppe) abspalten. Bertozzi und Mit-
arbeiter haben eine Srategie fiir den chemoenzymatischen
Aufbau von O-verkniipften Glycopeptiden durch enzymati-
sche Oxidation der 6-OH-Gruppe eines GalNAc-Peptids zum
Aldehyd und anschlieBende Oximbildung mit einem Hydro-
xyaminoglycosid entwickelt.'?l Alternativ war es bei der
Synthese von verschiedenen Saccharid-Impfstoffen erforder-
lich, Zucker oder Saccharid-Konjugate chemisch an ein
Trigerprotein (z.B. Himocyanin) anzubinden.['*]

Der letzte Ansatz, die Konstruktion eines Glycoproteinmi-
metikums mit stark modifiziertem Proteingeriist oder voll-
standig nichtpeptidischem Gerdist, ist niitzlich fiir die Nach-
ahmung von Proteinen, in denen das Proteingeriist kaum
Funktionen (auBer als Geriist fiir die vielen Kopien des
Glycans) ausiibt. An nichtnatiirliche Peptide oder nicht-
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L __gezes ) bearbeitete
Endoglycosidase Proteasen
o Glycosyl-
GIcNAc transferasen
@ Vans g
neue Glycoform
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H
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2 : H—:H:om <So—o—.

kurzes glycosyliertes Peptid
HN (aus der Verdauung des naturlichen
Proteins oder durch chemische Synthese)

Glycosylpolypeptid
(chemisch synthetisiert)

Endoglycosidase
(z.B. Endo A, Endo M)

Abbildung 40. Enzymatische Methoden zur Synthese homogener Glycoproteine (Einzelheiten siche

Text).
o HS
HzN—*NJ\‘:FCOOH
. H .
Protein Intein
Intein-katalysierte
Thioesterbildung
(0]
o S s
Protein
HoN COOH
.
H,N COOCH
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2"
H2N N COOH
. H
Protein

Abbildung 41. Verwendung von Inteinen zur Kondensation biologisch
produzierter Proteine mit synthetischen Glycopeptiden.
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peptidische Grundgeriiste gekniipfte
O-Glycosid-Cluster ahmen z.B. Muci-
ne nach.l'> 14 Sjalyl-Lewis® und an-
dere Saccharide sind mit Polyacryl-
amid,!'1  ROMP“-Polymeren (durch
Ringoffnungsmethatese-Polymerisa-

_°

Peﬁﬂges tion hergestellten Oligomeren)!' und
Glycopeptide dendritischen Superstrukturen!'¥’l ver-

kniipft worden.

chemische Synthese

6. Zusammenfassung und
Ausblick

Die in der vorliegenden Ubersicht
beschriebenen Beispiele sind eine
Auswahl aus den neuesten Fortschrit-
ten auf dem Gebiet des Designs von
Kohlenhydratmimetika. Eine Reihe
von Kohlenhydraten ist erfolgreich
durch einfachere, synthetisch besser
zugingliche und stabilere Verbindun-
gen nachgeahmt worden. Mit der Her-
stellung von Kohlenhydratmimetika
wurde es moglich, neue funktionelle
Gruppen, die die Affinitdt des Mole-
kiils gegeniiber dem Target erhohen,
einzubeziehen. Man darf hoffen, daB
die beschriebenen und beim Design
der Mimetika benutzten Prinzipien
breit anwendbar sind und das Design
von Therapeutika erméglichen, die in
bedeutende biologische Kohlenhy-
drat-Erkennungsprozesse eingreifen.

Diese Arbeit wurde von der National Science Foundation
und den National Institutes of Health sowie vom Skaggs
Institute for Chemical Biology und von der Fa. Novartis
unterstiitzt.
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