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1. Einleitung

Proteine aller Lebewesen sind im Regelfall auf vielerlei
Weise modifiziert. Eine funktionell wichtige posttranslatio-
nale Modifikation ist dabei die Proteinphosphorylierung. Das
Vorhandensein oder Fehlen von Phosphatgruppen an spezi-
fischen Hydroxyaminos%uren reguliert unter anderem die
Aktivit%t, Stabilit%t, Lokalisation und Oligomerisierung von
Proteinen und steuert auf diese Weise den Durchsatz von
Stoffwechselwegen, die Weitergabe externer und interner
Signale sowie Zeitpunkt und Verlauf spezifischer Entwick-
lungsschritte.[1] Die komplexeste und gleichzeitig energetisch
aufw%ndigste Modifizierung von Proteinen ist jedoch die
Proteinglycosylierung. Bereits die Vielzahl der verschiedenen
Zucker, die entweder N- oder O-glycosidisch mit den Ami-
nos%ureresten Asparagin oder den Hydroxyaminos%ureres-
ten Threonin, Serin, Hydroxyprolin, Hydroxylysin und Tyro-
sin verbunden sein k1nnen (Abbildung 1), spiegelt die
Komplexit%t der Proteinglycosylierung eindr5cklich wider.[2]

Dazu kommt die kaum 5berschaubare F5lle der mehr oder
weniger stark verzweigten Oligo- und Polysaccharide unter-
schiedlichster Zusammensetzung, die sich an den jeweiligen
proximalen Bindungszucker anschließen. Anders als bei der
Proteinphosphorylierung blieb die funktionelle Bedeutung
der Glycosylierung lange Zeit weitgehend unverstanden,
sieht man einmal von der Rolle von Sacchariden f5r die
Blutgruppenspezifit%t ab.[3] Erst in den letzten Jahren wurde
klar, dass das Fehlen einzelner Glycosyltransferasen, die am
Aufbau der „Zuckerb%ume“ bestimmter Proteine beteiligt
sind, zu schwersten erblichen Entwicklungsst1rungen beim
Menschen f5hren kann. Zwar sind die molekularen Zusam-
menh%nge und Ursachen dieser St1rungen erst in Ans%tzen
verstanden, schon heute scheint aber klar, dass die Zucker-
komponenten von Proteinen eine herausragende Rolle in der
embryonalen und fr5hkindlichen Entwicklung beim Men-
schen und bei nahezu allen anderen Lebewesen spielen.
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Proteinmodifikationen durch Saccharide sind in großer Zahl be-
kannt. Der vorliegende Aufsatz konzentriert sich auf zwei Typen von
Modifikationen, die Protein-N-Glycosylierung und die Protein-O-
Mannosylierung, die mit wenigen Ausnahmen von Hefe bis Mensch
im Laufe der Evolution konserviert geblieben sind. Sie sind dadurch
gekennzeichnet, dass die Glycosylierungsprozesse im endoplasmati-
schen Reticulum der Zellen beginnen und im Golgi-Apparat fortge-
setzt werden und dass die Anfangsschritte /ber dolicholaktivierte
Vorstufen verlaufen. In der gentechnisch einfach handhabbaren B3-
ckerhefe Saccharomyces cerevisiae sind die beiden Prozesse mole-
kularbiologisch am besten untersucht worden. Dies ist der Haupt-
grund daf/r, dass zahlreiche genetisch bedingte, schwerwiegende
Entwicklungsst4rungen bei Kindern, wie das CDG (Congenital Dis-
order of Glycosylation) und die kongenitalen Muskeldystrophien mit
neuronalen Migrationsdefekten, mithilfe der Hefe aufgekl3rt werden
konnten.
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Abbildung 1. Typen von eukaryotischen Zucker-Peptid-Bindungen. Ver-
wendete Abk-rzungen: Asn: Asparagin, Ser: Serin, Thr: Threonin, Hyl:
Hydroxylysin, Hyp: Hydroxyprolin, Tyr: Tyrosin, GlcNAc: N-Acetylglu-
cosamin, GalNAc: N-Acetylgalactosamin, Glc: Glucose, Gal: Galacto-
se, Rha: Rhamnose, Xyl: Xylose, Ara: Arabinose, Man: Mannose, Fuc:
Fucose. Die anomeren Konfigurationen k�nnen Lit. [2] entnommen
werden.
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Die B%ckerhefe, Saccharomyces cerevisiae, ein vielge-
nutzter eukaryotischer Modellorganismus, verf5gt aus-
schließlich 5ber zwei Wege der Proteinglycosylierung: die N-
Glycosylierung von Asparaginresten und die O-Mannosylie-
rung von Threonin- oder Serinresten. Zur Bildung der Gly-
canketten sind dabei 5ber 100 Genprodukte notwendig. N-
Glycosylierung und O-Mannosylierung sind von der Hefe bis
hin zum Menschen hoch konserviert und unterscheiden sich
von allen 5brigen, in Abbildung 1 aufgezeigten Typen der
Proteinglycosylierung in zwei wichtigen Details: Erstens
werden beide Glycosylierungstypen bereits im endoplasma-
tischen Reticulum (ER) eingeleitet, und zweitens wirken li-
pidaktivierte Zucker und keine Zuckernucleotide als unmit-
telbare Vorstufen f5r die Verkn5pfung mit dem Protein.[4,5]

Die meisten der oben erw%hnten, genetisch bedingten
St1rungen beimMenschen gehen auf Defekte in genau diesen
beiden Glycosylierungswegen zur5ck. Der vorliegende Auf-

satz konzentriert sich daher auf die von der B%ckerhefe bis
zum Menschen konservierten Proteinmodifikationen und
stellt ihre Besonderheiten und funktionelle Bedeutung vor.
Zudem soll gezeigt werden, in welcher Weise die B%ckerhefe
als Modell bei der Aufkl%rung biochemischer Leistungen in
komplexeren Systemen helfen kann. Andere Glycosylie-
rungstypen werden nur kurz besprochen, da diese bereits in
zahlreichen Cbersichtsartikeln behandelt wurden.[2,6–11]

2. Biosynthese von Glycoproteinen

Unter Glycoproteinen versteht man Proteine, die kova-
lent mit meist verzweigten, aus unterschiedlichen Monome-
ren bestehenden Oligosacchariden verkn5pft sind.[12] Der
Kohlenhydratanteil der Glycoproteine liegt in der Regel bei
unter 20% des Molekulargewichts, kann in manchen F%llen
aber bis zu 90% betragen. Bei tierischen Zellen werden
Glycoproteine von den stets extrazellul%ren Proteoglycanen
abgegrenzt, die meist sehr viel l%ngere, unverzweigte, aus sich
seriell wiederholenden Einheiten bestehende Polysaccharid-
ketten enthalten.[12] Bei den so genannten N-glycosylierten
Proteinen sind die Oligosaccharide N-glycosidisch mit der g-
Amidogruppe eines Asparaginrestes verbunden. Diese
Gruppe der Glycoproteine ist hinsichtlich ihrer Struktur,
Biosynthese und Funktion am besten untersucht; sie kommt
in allen eukaryotischen Organismen, aber auch bei Arch%en
und in Ausnahmen bei Bakterien vor.[13] In der Regel sind N-
glycosylierte Proteine sekretorische Proteine, d.h., sie
werden entweder aus den Zellen sezerniert oder sie gelangen
auf dem gleichen intrazellul%ren Sekretionsweg an die Zell-
oberfl%che, wo sie in der Plasmamembran, der extrazellul%ren
Matrix oder der Zellwand verankert werden. Dabei ist der
Kohlenhydratanteil des Proteins nach außen orientiert und
bildet einen Teil der Glycocalyx.
Von den O-glycosylierten Proteinen wurde der Mucin-

Typ intensiv studiert, dessen 5ber GalNAc an Serin oder
Threonin gebundene, wenig verzweigte und meist langkettige
Saccharide Bestandteile der extrazellul%ren Schleime bei
Tieren sind. Die Proteine des GlcNAc-Typs tragen an Serin
und Threonin nur diesen einen Aminozucker und bilden nicht
zuletzt wegen ihres intrazellul%ren Vorkommens die Aus-
nahme unter den Glycoproteinen. Schließlich gibt es den bei
Hefen entdeckten O-Man-Typ, der in neuerer Zeit auch in
S%ugern nachgewiesen wurde und wegen seiner funktionellen
Bedeutung Aufmerksamkeit erlangt hat. BeimO-Man-Typ ist
ein Mannoserest mit Serin oder Threonin verkn5pft; bei der
Hefe kann er zu einer Oligomannosekette verl%ngert sein,
w%hrend sich bei h1heren Eukaryoten ein lineares Hetero-
saccharid ausN-Acetyglucosamin (GlcNAc), Galactose (Gal)
und Neuramins%ure anschließt.

2.1. N-glycosylierte Proteine
2.1.1. Fr he Versuche

Der mit der g-Amidogruppe des Asparaginrestes ver-
bundene Zucker ist bei allen Eukaryoten ein N-Acetylglu-
cosamin, was bereits in den 1960er Jahren aufgekl%rt
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wurde.[14] Das Studium der Biosynthese gestaltete sich inso-
fern schwierig, als die damals gerade entdeckten aktivierten
Zucker, die Zuckernucleotide,[15] sich nicht als geeignete
Vorstufen f5r bestimmte Glycosyltransferasen erwiesen. Erst
ein neues Prinzip der Synthese glycosidischer Bindungen wies
den richtigen Weg: die Nutzung von polyprenolphosphatak-
tivierten Sacchariden, den so genannten Lipid-Intermediaten,
die bei der Bildung bakterieller Polysaccharide und Pepti-
doglycane (Mureine) entdeckt worden waren.[16] Die eu-
karyotischen Polyprenole haben einen ges%ttigten a-st%ndi-
gen Isoprenrest und werden Dolichole genannt. Die Haupt-
komponenten bei der Hefe bestehen aus 14 bis 18 Isopren-
resten, bei S%ugern ist die Kette um drei Isopreneinheiten
l%nger. Es wurden sowohl Dol-P-Monosaccharide (Dol-P-
Man, Dol-P-Glc)[17] als auch Dol-PP-Oligosaccharide[18] aus
S. cerevisiae und aus S%ugern isoliert und charakterisiert (P=

Monophosphat, PP=Diphosphat). Die Struktur des Oligo-
saccharids wurde von Kornfeld und Mitarbeitern aufgekl%rt
(Abbildung 2). Dar5ber hinaus wurde gezeigt, dass die un-
terschiedlichsten N-gebundenen Oligosaccharide der ver-
schiedensten Proteine allesamt als GlcNAc2Man9Glc3 vom
Dol-PP-aktivierten Zustand auf das Protein 5bertragen
werden. Im Anschluss wird das proteingebundene Oligosac-
charid durch Abspaltung bestimmter Zuckerreste und durch
Hinzuf5gen anderer Zuckerreste protein- und gewebsspezi-
fisch in seine endg5ltige Struktur umgewandelt.[4,19]

In den folgenden Abschnitten werden die Biosynthese der
lipidgebundenen Vorstufen und die Cbertragung der Sac-

charide auf Proteine im Detail besprochen. Dies geschieht
anhand von Daten, die f5r S. cerevisiae und f5r S%uger er-
halten wurden, da von diesen Organismen die eingehendsten
Untersuchungen vorliegen. Soweit bekannt, verlaufen die
entsprechenden Reaktionen bei anderen Eukaryoten, z.B.
den Pflanzen, weitgehend analog.[20]

2.1.2. Die Biosynthese des Dolichol-PP-Oligosaccharids: der
Dolicholzyklus

In Abbildung 2 ist die Abfolge der Reaktionen wieder-
gegeben, die zur Bildung des in der Evolution konservierten
Lipid-Kern-Oligosaccharids Dol-PP-GlcNAc2Man9Glc3
f5hrt. Dieses wird dann en bloc auf die nascierende Poly-
peptidkette transferiert. Das Protein wird dabei mittels ER-
assoziierter Ribosomen synthetisiert und durch einen Prote-
inkanal – den Sec61-Komplex – in das Lumen des endoplas-
matischen Reticulums transloziert. Auf der luminalen Seite
der ER-Membran befindet sich das aktive Zentrum der f5r
den Transfer auf das Protein verantwortlichen Oligosaccha-
ryltransferase (OST), ein aus mehreren Untereinheiten be-
stehender Membranproteinkomplex.
Der Aufbau des Kern-Oligosaccharids beginnt mit dem

Transfer eines a-gebundenen N-Acetylglucosaminphosphats
von UDP-GlcNAc auf Dolicholphosphat unter Bildung von
GlcNAc-PP-Dol. Diese Reaktion wird sehr spezifisch durch
Tunicamycin gehemmt, eine Substanz, die urspr5nglich gegen
Viren entwickelt wurde.[21, 22] Im Anschluss werden zun%chst

Abbildung 2. Biosynthese des lipidgebundenen Oligosaccharids und Gbertragung auf die nascierende Polypeptidkette im endoplasmatischen Reti-
culum in Saccharomyces cerevisiae. Die identifizierten ALG-Gene f-r die jeweiligen Glycosylierungsschritte sind angegeben (f-r die entsprechenden
Humangene siehe Tabelle 1). Die Synthese beginnt auf der cytosolischen Seite mit UDP-GlcNAc oder GDP-Man als Glycosyldonoren (UDP=Uri-
dindiphosphat, GDP=Guanosindiphosphat). Das Dol-PP-GlcNAc2Man5 wird auf die luminale Seite des ER unter Beteiligung des Rft1-Proteins
transloziert und mit Dol-P-Man und Dol-P-Glc zum Volll4ngen-Saccharid Dol-PP-GlcNAc2Man9Glc3 verl4ngert. Dieses wird durch den Oligosaccha-
ryltransferase-Komplex OST, bestehend aus neun Untereinheiten (essenzielle Gene sind fett gedruckt), auf Asparaginreste der Konsensussequenz
Asn-X-Ser/Thr -bertragen. Der Hemmstoff Tunicamycin hemmt spezifisch den ersten Schritt der Biosynthese, die Gbertragung eines GlcNAc-
Phosphatrestes von UDP-GlcNAc auf Dolicholphosphat. Die rot markierten Mannosereste stammen von GDP-Man, w4hrend die gelb markierten
Mannosereste von Dol-P-Man -bertragen werden. Die drei Glucosereste stammen von Dol-P-Glc. GN: N-Acetylglucosamin, M: Mannnose, G:
Glucose, Dolichol-P oder Dolichol-PP.
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ein zweiter GlcNAc-Rest sowie f5nf Mannosen auf der cy-
tosolischen Seite des ER 5bertragen, wobei in allen F%llen die
Zuckernucleotide UDP-GlcNAc oder GDP-Man als Zu-
ckerdonoren wirken. Danach wird das dolicholdiphosphat-
gebundene Heptasaccharid auf die luminale Seite verlagert[23]

und dort um die restlichen vier Mannosen und drei Glucosen
erg%nzt; dies geschieht in einer definiert ablaufenden Reak-
tionssequenz, die durch die Spezifit%t der einzelnen Glyco-
syltransferasen sichergestellt wird. An dem biochemisch noch
wenig verstandenen Translokationsschritt durch die Mem-
bran ist in der Hefe das Produkt des RFT1-Gens beteiligt.[24]

Als Glycosyldonoren im Lumen des ER fungieren die lipid-
aktivierten Zucker Dol-P-Man und Dol-P-Glc. Anhand eines
k5nstlichen Vesikelsystems konnte gezeigt werden, dass es
nach der Synthese von Dol-P-Man auf der Vesikelaußenseite
zu einer Verlagerung des Mannoserestes in das Vesikellumen
kommt.[25] Unklar ist allerdings, ob die Dol-P-Man-Synthase,
deren aktives Zentrum zum Cytosol orientiert ist, zus%tzlich
auch die Translokation katalysiert, oder ob daf5r ein eigenes,
bisher nicht identifiziertes Protein verantwortlich ist.
In der Hefe sind die Gene und Genprodukte f5r die

Synthese des Dol-PP-Oligosaccharids weitgehend bekannt.
Bereits 1982 hatten Huffaker und Robbins mithilfe der
[3H]Mannose-Suizidmethode 5ber ein Dutzend Mutanten
selektiert, die im Kohlenhydratanteil N-glycosylierter Pro-
teine defekt waren.[26] Diese Selektionsmethode beruht
darauf, dass die gesuchten Mutanten weniger [3H]Mannose
enthalten und damit in ihnen eine geringere letale Strahlen-
dosis als im Wildtyp wirksam wird. Die Mutanten wurden als
alg-Mutanten, die entsprechenden Gene mit ALG, f5r „as-
paragine-linked glycosylation“, bezeichnet. Sie sind in Ab-
bildung 2 der jeweiligen Reaktion zugeordnet. Mithilfe des
1996 abgeschlossenen Hefe-Genomprojekts wurden mittler-
weile 5ber den Weg der Komplementation der entsprechen-
den alg-Mutanten f5r die meisten Reaktionsschritte die be-
troffenen Gene identifiziert. Sie sind in Tabelle 1 aufgef5hrt
und, soweit bekannt, den orthologen Genen in S%ugern ge-
gen5bergestellt. Besonders aufw%ndig war die Analyse der
aus neun Proteinuntereinheiten bestehenden Oligosaccha-
ryltransferase, deren Gene nicht bei dem Suizidmutanten-
Screen angefallen waren.

2.1.3. Die Oligosaccharyltransferase

Zwei Proteine aus Extrakten von Hundepankreas, Ribo-
phorin I und II, denen irrt5mlich Name und Funktion –
„Ribosomentr%ger“, die Ribosomen am rauen ER fixieren
sollen – bereits zugewiesen waren, wurden nachfolgend als
Komponenten eines Proteinkomplexes mit Oligosaccharyl-
transferase-Aktivit%t identifiziert.[27] Nhnlich zuf%llig ent-
puppte sich ein mit Kernporen in Verbindung gebrachtes
Protein, Wbp1 (wheat germ agglutinin binding protein), als
essenzielle Komponente der OST in Hefen.[28] Im Laufe von
biochemischen und genetischen Untersuchungen an Hefe
wurden neun Proteinuntereinheiten identifiziert, von denen
f5nf f5r das Zellwachstum unabdingbar sind.[29] Auch bei
S%ugern wurden mittlerweile sieben Proteine als Bestandteile
der OST identifiziert; sie sind in Tabelle 1 jenen aus Hefe
gegen5bergestellt. Die genaue Funktion der einzelnen Un-

tereinheiten ist noch kaum verstanden. Vernetzungsexperi-
mente von Stt3 mit der nascierenden Polypeptidkette[30, 31] und
die Tatsache, dass ein Stt3-Homologes in dem Prokaryoten
Campylobacter eine N-Glycosylierung katalysiert,[32] spre-
chen stark daf5r, dass es sich hierbei um die katalytische
Untereinheit handelt. Ost3 und Ost6 kommen als Alterna-
tivkomponenten in der Hefe-OST vor; sie k1nnen die Spe-
zifit%t gegen5ber den zu glycosylierenden Proteinen ver%n-
dern und sind an der Wechselwirkung mit unterschiedlichen
Transferasekomplexen beteiligt.[33] Im Falle der S%uger-OST
wurden zwei OST-Komplexe mit jeweils einer der beiden
Isoformen von Stt3 nachgewiesen, die in verschiedenen Ge-
weben unterschiedlich stark exprimiert sind.[34]

Die OSTerkennt die zu glycosylierenden Proteine an der
Konsensus-Sequenz Asparagin-X-Serin/Threonin (N-X-S/T),
auch als Sequon bezeichnet, wobei X jede Aminos%ure außer
Prolin sein kann.[35, 36] Lediglich 66% der Sequons sind gly-
cosyliert,[37] weshalb noch weitere Strukturbedingungen f5r
eine N-Glycosylierung erf5llt sein m5ssen. So beeinflussen

Tabelle 1: Homologien von Genen der N-Glycosylierung zwischen Hefe
und Mensch.[a]

Hefe Mensch
Annotierung Gen

Gene f�r Enzyme der LLO-Synthese
ALG1 AA67521 MAT-1*
ALG2 AAH31095 hALG2*
ALG3 AAH02839 NOT56*
ALG5 AAH12531 hALG5*
ALG6 Q9Y672 hALG6*
ALG7 AAH00325 DPAGT1
ALG8 NP_076984 hALG8*
ALG9 AF395532 hALG9*/DIBD1
ALG10 AAH0347 hALG10*
ALG11 CAI12890
ALG12 Q9BV10 hALG12*
ALG13 NP_060936 hALG13*
ALG14 NP_659425 hALG14*

Gene f�r Untereinheiten der OST
STT3 NP_689926 STT3A*

NP_849193 STT3-B*
OST1 NP_002941 RPN1 (Ribophorin I)
WBP1 P39656 OST48/DDOST
SWP1 P04844 RPN2 (Ribophorin II)
OST2 NP_001335 DAD1*
OST3 und OST6 NP_006756 N33 (Isoform a)*

NP_839952 N33 (Isoform b)*
NP_115497 IAP*

OST4 XP_376043
OST5

[a] Die mit Stern bezeichneten Humansequenzen konnten mithilfe der
Hefesequenzen identifiziert werden, oder es konnte ihre spezifische
Funktion ermittelt werden. LLO: lipid-linked oligosaccharide; ALG : as-
paragine-linked glycosylation; STT: staurosporine temperature sensitive;
OST: oligosaccharyltransferase; WBP : wheat germ binding protein;
SWP : suppressor of WBP ; MAT: mannosyltransferase; NOT: Not56-like
protein; DPAGT: dolicholphosphate N-acetyl glucosaminephosphate-
transferase; DIBD : disrupted in bipolar disorder; DAD: defender against
apoptotic death; N33 : tumor suppressor candidate 3; IAP : implantation
associated protein.
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unter anderem die Aminos%uren innerhalb und in unmittel-
barer N%he des Sequons die Lage des Sequons innerhalb der
Peptidkette, die Proteinfaltungsrate und auch die Verf5g-
barkeit des Dolichol-Vorstufensaccharids die Glycosylie-
rungseffizienz.[38] Der bevorzugte Glycosyldonor der OST ist
das Volll%ngen-Substrat Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol, obwohl
k5rzere dolicholgebundene Saccharide 5bertragen werden
k1nnen.[39]

Der Reaktionsmechanismus f5r die OST ist intensiv dis-
kutiert worden.[36,40] So schlugen Bause und Legler vor, dass
sich eine Wasserstoffbr5cke zwischen einem Carboxamid-
Proton des Asparagins und dem Hydroxy-Sauerstoffatom der
Hydroxyaminos%ure bildet, wodurch sich die Nucleophilie
des Carboxamid-Stickstoffatoms erh1ht (Abbildung 3). Der

von Imperiali und Hendrickson postulierte Reaktionsme-
chanismus basiert auf Peptidacceptor-Untersuchungen, die
auf einen Asx-Turn als Erkennungsmotiv der OST hindeuten.
Es werden Wasserstoffbr5cken zwischen der Asparagin-b-
Carbonylgruppe einerseits und der peptidischen a-NH-
Gruppe und der b-OH-Gruppe von Serin/Threonin anderer-
seits angenommen (Abbildung 3). Die enzymvermittelte
Deprotonierung des Stickstoffatoms induziert eine Tauto-
merisierung des Carboxamids zum Imidol und erleichtert
einen nucleophilen Angriff am elektrophilen Lipid-Oligo-
saccharid. Das aktive Zentrum der OST befindet sich auf der
luminalen Seite des ER. Die m1gliche Glycosylierungsstelle
ist etwa 65 Aminos%uren von der ribosomalen Peptidyl-

tRNA-Bindungsstelle entfernt und trifft somit auf die Poly-
peptidkette, kurz nachdem sie im Lumen des ER er-
scheint.[31,41] Die Hydroxygruppe von Serin oder Threonin ist
f5r die Reaktion essenziell, was die M1glichkeit bietet, durch
Modifizierung dieser Gruppe die N-Glycosylierung zu regu-
lieren. Die O-Mannosylierung eines N-Glycosylie-
rungssequons im Zellwandprotein Ccw5p der Hefe ist z.B. die
Ursache f5r das Ausbleiben einer entsprechenden N-Gly-
cosylierung.[42]

2.1.4. Variationen des Saccharidanteils im Golgi-Apparat

W%hrend es im Reaktionsverlauf der N-Glycosylierung
im ER, soweit entschl5sselt, kaum Unterschiede zwischen

Hefen und S%ugern gibt, zeigen die Folgereaktionen,
die vor allem in den Zisternen des Golgi-Apparates
ablaufen, erhebliche Unterschiede. Diese sind darauf
zur5ckzuf5hren, dass in S%ugerzellen Zucker und
deren Transferasen zur Verf5gung stehen, die in Hefe
nicht vorkommen. Wie in Abbildung 4 dargestellt,
wird das Oligosaccharid, bevor es gebunden an ein
Protein das ER verl%sst, durch die Abspaltung einer
spezifischen Mannose und aller drei Glucosen ver-
kleinert, was in beiden Organismengruppen glei-
chermaßen passiert. Daran kann sich im S%uger eine
komplizierte Folge von Prozessierungs- oder Trim-
ming-Reaktionen anschließen, die weitere hydrolyti-
sche Abspaltungen von insgesamt f5nfMannosen und
die Anheftung einer unterschiedlichen Zahl von
GlcNAc-, Gal- und Sialins%ure- sowie Fucose-Resten
(bei Pflanzen auch Xylose) umfasst, was zu der
enormen Vielfalt der Glycanstrukturen vom „Kom-
plex-Typ“ f5hrt. Dies geschieht in einer strikten
Reihenfolge auf Basis der Spezifit%t der beteiligten
Glycosyltransferasen.[7] Wird die Zahl der Mannosen
nicht verringert, ergibt sich der „Oligomannose-Typ“,
der in Hefe ausschließlich vorkommt, aber abh%ngig
vom Protein im Golgi-Apparat um weitere (bis zu
5ber einhundert) Mannosen unter Bildung der so
genannten outer chain verl%ngert werden kann.[43]

2.2. O-glycosylierte Proteine
2.2.1. Die O-Mannosylierung

Mannosylierte Threonin- und Serin-Reste in
Proteinen wurden lange Zeit als pilzspezifische Proteinmo-
difikation angesehen. 1969 von Sentandreu und Northcote[44]

urspr5nglich f5r die B%ckerhefe beschrieben, wurden die
entsprechenden Proteinmodifikationen erst knapp 30 Jahre
sp%ter auch bei S%ugern entdeckt. Aus Muskel- und Nerven-
zellen ließ sich ein dominantes Protein, das a-Dystroglycan,
isolieren, das O-glycosidisch gebundene Tetrasaccharide des
Typs NeuAc2!3Gal!4GlcNAc!2Man tr%gt.[45, 46] Die he-
fetypische O-Mannosylierung kommt mit gr1ßter Wahr-
scheinlichkeit bei allen tierischenOrganismen, mit Ausnahme
der Nematoden (z.B. Caenorhabditis elegans) vor; bei
Pflanzen (z.B. Arabidopsis thaliana, Oryza sativa) ist sie
ebenfalls nicht zu finden. Außer bei Eukaryoten wurde dieO-

Abbildung 3. Vorgeschlagene Reaktionsmechanismen f-r die Oligosaccharyl-
transferase. a) Nach dem Modell von Imperiali und Hendrickson befinden sich
Wasserstoffbr-cken zwischen der Carbonylgruppe von Asparagin und dem R-ck-
grat-Amid sowie der Hydroxygruppe von Threonin und Serin. Die enzymvermit-
telte Deprotonierung des Asparagin-Stickstoffatoms durch einen basischen Rest
im aktiven Zentrum bewirkt eine Tautomerisierung des Carboxamids zum
Imidol. Die so entstandene nucleophile Gruppe k�nnte dann mit dem elektrophi-
len Lipid-Oligosaccharid reagieren. Das Modell st-tzt sich auf Acceptorpeptid-
Untersuchungen mit einer Asx-Turn-Konformation. b) Das Modell von Bause und
Legler favorisiert das Auftreten von b-Turn- oder anderen Schleifenstrukturen, die
durch Wasserstoffbr-cken zwischen dem b-Amid-Stickstoffatom und der Hydro-
xygruppe der Hydroxyaminos4ure zu einer Deprotonierung des Amids f-hren.
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Mannosylierung auch bei Mycobakterien (Mycobacterium
tuberculosis) entdeckt.[47]

Die Biosynthese O-mannosidisch gebundener Zucker-
ketten in S. cerevisiae wurde aufgekl%rt: Anders als bei den
5brigen Protein-O-Glycosylierungen (Abbildung 1) wird der
Mannoserest w%hrend der Translokation der Peptidkette auf
das Protein im ER-Lumen 5bertragen, wobei der aktivierte
Zucker von Dol-P-Man und nicht von der entsprechenden
Zuckernucleotid-Vorstufe stammt.[48] F5r die Anheftung der
folgenden Mannosen im Golgi-Apparat wird GDP-Man als
Glycosyldonor genutzt (Abbildung 5). Die Biosynthese der
O-mannosidisch gebundenen Zuckerketten im S%uger ver-
l%uft analog zu jener in der Hefe.[49,50]

Die Familie der PMT(Protein:Mannosyltransferase)-
Gene wurde in B%ckerhefe entdeckt. Die Reinigung der
ersten Protein-Mannosyltransferase war durch die sehr ge-
ringe verf5gbare Menge und die große Labilit%t des Enzyms
beeintr%chtigt. Mithilfe eines die In-vitro-Reaktion hem-
menden Antik1rpers konnte dann aber gen5gend immunpo-
sitives, wenn auch enzymatisch inaktives Material f5r eine
Proteinsequenzierung gewonnen werden, was die Klonierung
des PMT1-Gens erm1glichte.[51] Die Ausschaltung dieses
Gens zeigte, dass weitere Transferasen mit der gleichen En-
zymaktivit%t vorhanden sind. Die schließlich aufgedeckte
Genfamilie besteht bei der B%ckerhefe aus sieben Genen, die
trotz relativ geringer Homologie auf Proteinsequenzebene
eine große Nhnlichkeit im Hydropathieprofil aufweisen. Sie
lassen sich mit den bei weiteren Pilzen identifizierten PMT-
Genen in drei Subfamilien gliedern (Abbildung 5).[5,52]

Anders als bei der B%ckerhefe und der nahen Verwandten
Candida albicans findet sich bei der Spalthefe (Schizosac-
charomyces pombe) und bei filament1sen Pilzen (z.B. Neu-
rospora crassa) nur je ein Vertreter jeder Subfamilie. Die in
den Genomen h1herer Eukaryoten gefundenen sowie die
mithilfe von Drosophila-Mutanten aufgesp5rten PMT-Gen-
familien bestehen jeweils nur aus zwei Genen, von denen je
eines der PMT2- und eines der PMT4-Subfamilie zuzuordnen
ist (Abbildung 5).[49,53,54]

Die Frage, warum die PMT-Gene stets in mehreren
Kopien vorhanden sind, kann zumindest teilweise beantwor-
tet werden. So zeigte sich zum einen bei der Hefe, dass das
aktive Enzym ein Heterodimer aus Pmt1 und Pmt2 ist. In-
zwischen sind bei Hefen sowohl heteromere als auch homo-
mere Kombinationen nachgewiesen worden. Auch beim
S%ugerenzym stellte sich heraus, dass es nur als Heterodimer
aktiv ist.[50,55,56] Zum anderen hat sich gezeigt, dass in Hefen
verschiedene PMT-Komplexe deutlich unterschiedliche Sub-
stratspezifit%t aufweisen. Zwar nutzen sie allesamt Dol-P-
Man als Mannosyldonor, aber die Zielproteine sind unter-
schiedlich.[57] Selbst innerhalb eines Proteins werden die
Dom%nen durch unterschiedliche Pmt-Proteine mannosy-
liert.[42]

Die Topologie des Pmt1-Proteins in der ER-Membran ist
aufgekl%rt: Das Protein durchdringt mit sieben Dom%nen die
Membran (7-Transmembransp%nner), wobei es mit seinemN-
terminalen Ende im Cytosol und mit seinem C-terminalen
Ende im Lumen des ER liegt (Abbildung 6). Die zwei gr1ß-
ten Proteinschleifen, die Schleifen 1 und 5, liegen im Lumen

Abbildung 4. Prozessierung und Reifung von N-Glycanketten. Nach den ersten Trimming-Reaktionen im ER erfolgt der Gbertritt des korrekt gefal-
teten Proteins (symbolisiert durch eine gr-ne Ellipse) aus dem ER in den Golgi-Apparat, wo in sehr geordneter Weise weitere Demannosylierun-
gen, die Gbertragung eines GlcNAc-Restes und schließlich die Abspaltung von zwei weiteren endst4ndigen Mannosen folgen. Durch terminale
Glycosylierungen entsteht die fertige Glycanstruktur (PM=Plasmamembran). Sie ist abh4ngig vom betreffenden Protein, der Enzymausstattung
des Organs und dem jeweiligen Organismus. Die entstandenen Glycanstrukturen werden als Oligomannose-Typ, Komplex-Typ oder Hybrid-Typ
zusammengefasst. In der Abbildung ist nur ein m�glicher terminaler Reaktionsweg eines biantenn4ren Glycans vom Komplex-Typ dargestellt; die
Zahl der Antennen kann bis zu sechs betragen. Im Falle l�slicher lysosomaler Glycoproteine kommt es zur Bildung eines Mannose-6-phosphatres-
tes, der als Sortiersignal f-r die Zielfindung in das Lysosom dient (siehe Abschnitt 3.2).
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des ER.[58] Schleife 1 bindet das Peptidsubstrat und ist somit
zumindest an der Bildung des Reaktionszentrums beteiligt.
Die Bildung der jeweiligen Pmt-Pmt-Komplexe verl%uft 5ber
Wechselwirkungen von Transmembranspannen.[55]

Die schrittweise Verl%ngerung der O-mannosidisch ge-
bundenen Zuckerketten im Golgi-Apparat wird in Hefe von

a-1,2-Mannosyl- (KTR-Familie; KTR : killer toxin
resistent) und a-1,3-Mannosyltransferasen
(MNN1-Familie, MNN : mannan) katalysiert.[59]

Anders als bei den Pmts handelt es sich hierbei um
Typ-II-Membranproteine mit nur einer Trans-
membranspanne, einem kurzen, cytoplasmatischen
N-Terminus sowie einer luminalen, katalytisch ak-
tiven C-terminalenDom%ne. Bei S%ugern 5bertr%gt
die POMGnT1 (Protein-O-Mannose:b-1,2-N-Ace-
tylglucosaminyltransferase 1) im Golgi-Apparat
GlcNAc, ausgehend von UDP-GlcNAc, unter Bil-
dung einer a-1,2-Bindung mit der proteingebun-
denen Mannose.[60,61] Die an der weiteren Verl%n-
gerung beteiligten Galactosyl- und Sialyltransfera-
sen sind bislang unbekannt; m1gliche Kandidaten
sind Fukutin und FKRP (Fukutin related protein).

2.2.2.Weitere Protein-O-Glycosylierungen

In Tieren sind weitere O-gebundene Saccha-
ridketten als Proteinmodifikationen bekannt. Am
gr5ndlichsten untersucht sind O-Glycane, die 5ber
GalNAc verkn5pft sind. Sie wurden urspr5nglich
an extrazellul%ren Schleimen (Mucinen) entdeckt,
was Anlass zum Namen Mucose-Typ-Glycosylie-
rung f5r diese Proteinmodifikation gab. Es sind
acht GalNAc-Transferasen in S%ugern bekannt (in
der Literatur gibt es aber Hinweise auf mehr), die
an der initialen Glycosylierung beteiligt sind und
im cis-Golgi GalNAc von UDP-GalNAc spezifisch
auf unterschiedliche Mucine 5bertragen.[8] F5r die
Cbertragung von GalNAc auf die entsprechenden
sekretorischen Proteine ist keine Erkennungsse-
quenz bekannt. Eine Zuckersequenz der GalNAc-
gebundenen Glycane ist unter anderem das Sialyl-

LewisX-Tetrasaccharid NeuNAc-a-2,3-Gal-b-1,4-(Fuc-a-1,3)-
GlcNAc-b-1,3-Gal, das in unterschiedlich modifizierter Form
wichtige Funktionen wahrnimmt (siehe Abschnitt 3.3). Mit
Vorkommen, Biosynthese, Molekularbiologie und Funktion
der Glycoproteine vom Mucin-Typ befassen sich bereits etli-
che Cbersichtsartikel,[6, 7,8, 62] weshalb hier auf eine weiterge-
hende Besprechung dieser Proteinmodifikation verzichtet
wird.
Eine ebenfalls bei h1heren Eukaryoten einschließlich

Pflanzen und filament1sen Pilzen (nicht jedoch S. cerevisiae)
vorkommende, intensiv erforschte Proteinglycosylierung ist
die posttranslationale Verkn5pfung eines solit%ren, b-O-gly-
cosidisch gebundenen GlcNAc-Restes mit Serin oder Threo-
nin.[63] Es handelt sich hierbei um cytosolische und nucle%re
Proteine, wie Transkriptionsfaktoren, Kernporenproteine
und nucle%re Onkoproteine. Die Modifizierung mit GlcNAc-
Resten erwies sich dabei – anders als die permanente „ex-
trazellul%re“ Glycosylierung – als eine reversible Verkn5p-
fung: Eine spezifische, bei neutralem pH-Wert aktive nu-
cleocytoplasmatische b-N-Acetylglucosaminidase vermag
den Zuckerrest wieder abzuspalten. Dieser dynamische Pro-
zess von Synthese und Abbau ist an einer Reihe von zellu-
l%ren Funktionen wie Transkription und proteasomalem
Proteinabbau beteiligt und kompetiert in einigen F%llen (z.B.

Abbildung 5. a) Verlauf der Protein-O-Mannosylierung in der B4ckerhefe Saccha-
romyces cerevisiae. Die erste Mannose wird im Lumen des ER durch die Protein:O-
Mannosyltransferasen (Produkt der PMT-Gene, rot) von Dol-P-Man auf das zu gly-
cosylierende, sekretorische Protein (blau) -bertragen. Die Verl4ngerung des Saccha-
rids erfolgt im Golgi-Apparat, wobei GDP-Man als Zuckerdonor fungiert. b) Evoluti-
ve Verwandtschaft der Protein:O-Mannosyltransferasen. In Hefen finden sich je-
weils drei PMT-Familien, in allen h�heren Eukaryoten nur zwei, wobei je ein Mit-
glied der Subfamilie 2 und eines der Subfamilie 4 vorkommt. Die PMT-Gene der
h�heren Eukaryoten werden POMT genannt. Die Zahlen geben an, wie viele unter-
schiedliche Transferasen im Genom der Organismen insgesamt vorhanden sind. In
Saccharomyces cerevisiae gibt es noch ein siebtes, aber deutlich k-rzeres Homolog
(nicht gezeigt).

Abbildung 6. Die Membrantopologie der Protein:O-Mannosyltransfera-
se 1 von Saccharomyces cerevisiae. Jeder Kreis entspricht einer Amino-
s4ure; die schwarz gef-llten Kreise sind Aminos4uren, die in allen Mit-
gliedern der PMT-Familie identisch sind, die grauen entsprechen hoch-
konservierten Resten. Die Beweisf-hrung f-r die Topologie und die
Methodik sind in Lit. [58] nachzulesen.
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SV40-T-Antigen, c-Myc-Onkogen) mit der Proteinphos-
phorylierung/-dephosphorylierung an identischen Hxdroxy-
gruppen.[9] Auch zu dieser Proteinmodifikation gibt es zahl-
reiche Cbersichtsartikel.[10, 63]

3. Funktionelle Aspekte der Proteinglycosylierung

3.1. Allgemeines

Eine Proteinmodifikation, die sich in Struktur und Bio-
genese im Laufe der Evolution von der einzelligen Hefe bis
zum Menschen erhalten hat, muss geradezu zwingend von
großer funktioneller Bedeutung sein. Umso irritierender war
es daher 5ber viele Jahrzehnte, dass f5r diese aufw%ndigen
Proteinver%nderungen keine grunds%tzlich wichtige und all-
gemein g5ltige Rolle gefunden wurde.[64] Hakomori sprach
von einem „Enigma“.[65] Cberlegt man, worin sich Oligo- und
Polysaccharide gegen5ber anderen biologischen Polymeren
auszeichnen, so ist dies vor allem die F5lle von isomeren
Verbindungen, die aus nur wenigen Monomeren gebildet
werden kann.[66] So lassen sich z.B. aus zwei Molek5len
Glucose elf verschiedene Disaccharide (allein aus der Pyra-
nose-Form), aus zwei Molek5len Glycin jedoch nur ein Di-
peptid bilden; aus drei verschiedenen Monosacchariden
k1nnen 1056 isomere Trisaccharide, aber aus der entspre-
chenden Zahl Aminos%uren lediglich sechs Tripeptide her-
vorgehen. Da jedes Isomer als eine Informationseinheit auf-
gefasst werden kann, sind Kohlenhydrate Molek5le mit der
potenziell h1chsten Informationsdichte. Wenngleich diese
Eigenschaft in Zellen nur zu einem kleinen Teil genutzt wird,
m5sste sie mit der biologischen Funktion der Stoffklasse in
enger Beziehung stehen.
Mit der Methode der Genzerst1rung (gene disruption)

wurde nachgewiesen, dass das Fehlen vieler der Glycosylie-
rungen f5r niedere Eukaryoten wie auch f5r Tiere und
Pflanzen letal ist.[26, 67] Aber was wissen wir heute konkret
5ber Funktionen der Oligosaccharidseitenketten N-glycosy-
lierter Proteine? Prinzipiell m5ssen wir zwei Arten von
Funktionen unterscheiden: Zum einen solche, die f5r einen
simplen Einzeller wie die Hefe genauso bedeutend sind wie
f5r S%uger und deshalb evolutiv konserviert wurden. Zum
anderen jene, die mit den komplexen, in Hefe nicht vor-
kommenden Saccharidtypen einhergehen und die daher nur
in h1heren, vielzelligen Organismen eine Rolle spielen. Beim
ersten Typus handelt es sich vorwiegend um intrazellul%re
Funktionen, beim zweiten um extrazellul%re Funktionen
(d.h. im Wesentlichen Leistungen, die auf Zell-Zell-Erken-
nung beruhen und davon abh%ngig sind und die z.B. Ent-
wicklungsvorg%nge steuern). F5r die sexuelle Paarung zwi-
schen a- und a-Zellen, die einzige Zell-Zell-Wechselwirkung,
die f5r die Hefe relevant ist, spielen zwar zwei hochspezifi-
sche, stark glycosylierte Verklebeproteine (die Agglutinine),
eine wichtige Rolle, doch beruht deren Aktivit%t auf einer
Protein-Protein-Wechselwirkung und nicht auf einer Koh-
lenhydrat-Protein-Wechselwirkung.[68]

3.2. Intrazellul�re Funktionen

Gut belegt sind derzeit zwei intrazellul%re Prozesse, an
denen N-gebundene Saccharidketten entscheidend als Si-
gnalgeber beteiligt sind: 1) die Sortierung von Proteinen in
das Lysosom und 2) die Qualit%tskontrolle bei der Faltung
sekretorischer Proteine, die sicherstellt, dass nur richtig ge-
faltete Proteine im ER-Lumen auf den Sekretionsweg zur
Zelloberfl%che geschickt werden; andernfalls greift ein ER-
spezifischer, Saccharid-abh%ngiger Proteinabbau, ERAD
(ER-associated degradation).
Bereits seit den 1970er Jahren ist bekannt, dass l1sliche

lysosomale Proteine Mannose-6-phosphatreste an ihren
mannosereichen Oligosacchariden tragen. Diese sind das
Sortiersignal f5r den Transport in das Lysosom, das Verdau-
ungsorganell tierischer Zellen.[69] Entsprechend modifizierte
Zuckerketten wurden auch bei Proteinen nachgewiesen, die
im Verdauungsorganell der Hefe, der Vakuole, vorkommen.
Allerdings stellte sich in diesem Fall heraus, dass Mannose-6-
phosphatreste nicht f5r die korrekte zellul%re Lokalisierung
der Proteine verantwortlich sind.[70]

Die abschließenden Reaktionen in der Biosynthese des
Dol-PP-Oligosaccharids sind die Verkn5pfungen mit drei
Glucoseresten (siehe Abschnitt 2.1.2). Sofort nach dem
Transfer des Saccharids auf das Protein werden diese bereits
wieder durch zwei spezifische Glucosidasen (siehe Abbil-
dungen 4 und 7) abgespalten. Lange Zeit wurde nicht ver-
standen, warum Glucosen am lipidgebundenen Kern-Sac-
charid vorhanden sind, da in keiner der Kohlenhydratstruk-
turen von Glycoproteinen Glucose als Baustein vorkommt.
Noch r%tselhafter wurde die Rolle der Glucose, als Parodi ein
Enzym entdeckte, welches das deglucosylierte Glycoprotein
wieder reglucosyliert.[71]

Heute wissen wir, dass die Glucosylierung zum einen ein
Signal f5r eine effiziente Cbertragung des Oligosaccharids
auf das Protein ist[39] und zum zweiten etwas mit der korrek-
ten Faltung des sekretorischen Glycoproteins zu tun hat.[72]

Solange Glucosereste am neu synthetisierten Protein vor-
handen sind, wird dessen Verlagerung in das n%chste sekre-
torische Kompartiment, die Golgi-Zisternen, nicht freigege-
ben, und es bleibt an Komponenten des ER – dem mem-
brangebundenen Calnexin und/oder dem l1slichen, homolo-
gen Calreticulin – gebunden (Abbildung 7). Ist das Protein
nach der Abspaltung der drei Glucosen immer noch nicht
korrekt gefaltet, erkennt dies der Faltungssensor UDP-
Glc:Glycoprotein-Glucosyltransferase („Parodi“-Enzym) an
der Exposition hydrophober Subdom%nen und reglucosyliert
das Man9GlcNAc2-Oligosaccharid mit einem Glucoserest.
Das Protein erh%lt dadurch eine erneute Chance, seine native
dreidimensionale Struktur zu erlangen. Proteine, die im ER-
Lumen ihren nativen Zustand nicht erreichen, m5ssen ent-
fernt und abgebaut werden. Dies ist erstaunlicherweise bei
einem erheblichen Anteil mancher sekretorischer Proteine
erforderlich. So wird beim CFTR-Genprodukt (CFTR=

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), einem
Chlorid-Kanal, der im mutierten Zustand cystische Fibrose
verursacht, selbst bei Gesunden 5ber 50% des neu syntheti-
sierten Proteins rasch wieder abgebaut und unterliegt somit
einem steten Umsatz. Bei Patienten mit mutiertem Protein
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erreicht aufgrund eines erh1hten Umsatzes nur ein sehr ge-
ringer Prozentsatz des Proteins die Plasmamembran, wo
dieser Kanal normalerweise seine Funktion aus5bt.[73] Die
irreversibel fehlgefalteten Proteine werden in Proteasomen
abgebaut. Dazu m5ssen die Proteine das ER-Lumen verlas-
sen, was durch den Sec61-Kanal geschieht (Abbildung 7) – es
wird also der gleiche Kanal genutzt, durch den nascierende
Proteinketten w%hrend ihrer Biosynthese in das Innere des
ER gelangen.[74] Im Cytosol wird das abzubauende Protein
polyubiquitiniert. F5r die Einleitung des Abbaus scheint bei
Glycoproteinen eine modifizierte Zuckerkette des Proteins
verantwortlich zu sein.[75]

Mithilfe von PMT-Mutanten konnte zun%chst bei der
B%ckerhefe, sp%ter auch bei der Spalthefe, gezeigt werden,
dass die Protein-O-Mannosylierung eine f5r Pilze wesentliche
Proteinmodifikation ist. In S. cerevisiae f5hrt erst das gleich-
zeitige Ausschalten von mindestens einem Mitglied jeder
PMT-Subfamilie zum Zelltod, wohingegen in S. pombe be-

reits die Deletion des zur B%-
ckerhefe homologen PMT2-
Gens letal ist.[76, 77] Die Cha-
rakterisierung lebensf%higer
Hefe-pmt-Mutanten ergab,
dass die O-Mannosylierung
eine entscheidende Rolle bei
zahlreichen physiologisch wich-
tigen Prozessen spielt, z.B.
beim polaren Wachstum und
der Bildung einer intakten
Zellwand.[77,78] F5r den hu-
manpathogenen Pilz Candida
albicans wurde ein Zusam-
menhang zwischen Virulenz
und O-Mannosylierung nach-
gewiesen.[79]

Einige dieser Mechanismen
konnten auf molekularer
Ebene aufgekl%rt werden. So
zeigte sich, dass viele Zell-
oberfl%chenproteine mit
Schl5sselfunktionen, z.B. Re-
zeptoren der Plasmamembran,
stark O-mannosyliert sind und
diese Modifikation f5r ihre
Stabilit%t, Sekretion, Lokali-
sierung und/oder Funktion
entscheidend ist.[80] Des Weite-
ren wird eine Rolle der O-
Mannosylierung bei der Pro-
zessierung falsch gefalteter
Proteine im ER[81] und eine
Beteiligung an der Regulation
der N-Glycosylierung disku-
tiert.[42] Kommt bei Pilzen die
O-Mannosylierung zum Erlie-
gen, laufen einige zellul%re
Prozesse nicht mehr richtig ab,
was letztlich zum Zelltod f5hrt.
F%llt dieO-Mannosylierung

bei M%usen aus, sterben diese bereits w%hrend der fr5hen
Embryonalentwicklung,[82] beim Menschen manifestiert sich
eine rezessive Erbkrankheit, das Walker-Warburg-Syndrom,
worauf im Abschnitt 3.4 n%her eingegangen wird.

3.3. Extrazellul�re Funktionen

Zwar gab es immer wieder Hinweise, dass die Zucker-
komponenten der Glycoproteine f5r spezifische Zell-Zell-
Erkennungen und -Wechselwirkungen von Bedeutung sind,
fundierte Belege daf5r gibt es allerdings erst seit Ende der
1980er Jahre. Leukozyten, so zeigte sich, wechselwirken mit
Endothelzellen 5ber spezifische kohlenhydratbindende Zell-
adh%sionsmolek5le, die Selektine. Es handelt sich hierbei um
eine Familie von Membranproteinen, die sowohl auf der
Leukozytenoberfl%che als auch auf Endothelzellen vorhan-
den sind. Die Wechselwirkung von Glycanstrukturen be-

Abbildung 7. Der Calnexin-Calreticulin-Zyklus bei der Faltungskontrolle im ER. W4hrend der Translokation
der nascierenden Polypeptidkette durch den Sec61-Komplex (Translokon) werden Asparaginreste der Se-
quenz Asn-X-Ser/Thr durch die OST erkannt und mit dem Glc3Man9GlcNAc2-Oligosaccharid glycosyliert.
Die beiden distalen Glucosereste werden sodann durch die Glucosidase I und II entfernt, und das erzeug-
te Glc1Man9GlcNAc2 bindet an das membranst4ndige Calnexin oder das l�sliche Calreticulin, zwei homo-
loge ER-Lektine f-r monoglucosylierte Oligosaccharide. Dabei wird das Protein dem ERp57, einer Thioldi-
sulfid-Oxidoreduktase pr4sentiert, die sowohl mit Calnexin als auch mit Calreticulin wechselwirkt und an
der Disulfidbildung -ber die Bildung gemischter Disulfide mitwirkt. Nachdem die verbleibende dritte Glu-
cose durch die Glucosidase II entfernt wurde, dissoziieren die Komplexe. Ist das Protein richtig gefaltet,
verl4sst es auf dem Sekretionsweg das ER. Bei unvollst4ndiger Faltung jedoch wird das GlcNAc2Man9-
Oligosaccharid durch UGGT reglucosyliert. Dadurch kommt es zu einer erneuten Bindung an das Calne-
xin/Calreticulin. Eine dritte M�glichkeit, falls das Protein zu lange im ungefalteten Zustand im ER ver-
bleibt, ist der Abbau des Proteins. Dabei wird das fehlgefaltete Protein ins Cytosol retransloziert und nach
Abspaltung der Glycankette durch eine membrangebundene PNGase und nach Ubiquitinierung (Ub)
schließlich durch das Proteasom abgebaut (ERAD-Weg). Hierbei wird die durch die ER-Mannosidase I ge-
nerierte Man8GlcNAc2-Struktur vom ER-Lektin EDEM/Htm1p erkannt und die Retranslokation eingeleitet.
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stimmter Glycoproteine der Zelloberfl%che mit Selektinen
bewirkt letztlich, dass die mit hoher Geschwindigkeit im
Blutstrom mitgef5hrten Leukozyten abgebremst werden.
W%hrend sie stark verlangsamt am Endothel entlangrollen,
kommt es 5ber aktivierte Integrine auf der Leukozyten-
oberfl%che zu weiteren, st%rkeren Wechselwirkungen, was die
Voraussetzung f5r den Austritt der Leukocyten aus dem
Endothel und das Erreichen des Entz5ndungs-/Infektions-
herdes ist. Der durch Selektine vermittelte Prozess l%sst sich
durch eine Reihe von zugesetzten Oligosacchariden hemmen,
wobei vor allem die in Abschnitt 2.2.2 angesprochenen
LewisX-Saccharide wirksam sind. Die große medizinische
Bedeutung dieser Prozesse, besonders im Hinblick auf die
m1gliche Linderung chronischer Entz5ndungen, hat vielz%h-
lige Cbersichtsartikel zur Funktion proteingebundener Oli-
gosaccharide im Zusammenhang mit Selektinen hervorge-
bracht.[62]

Die in den letzten Jahren als Ursachen f5r erblich be-
dingte Krankheiten zunehmend bekannt gewordenen St1-
rungen der Proteinglycosylierung werden im folgenden Ab-
schnitt behandelt. Soweit aufgekl%rt, gilt auch f5r sie, dass
extrazellul%re Funktionen der Saccharidketten betroffen sind.

3.4. Genetisch bedingte Glycosylierungsdefekte beim Menschen

Die bis heute bekannten, genetisch bedingten Untergly-
cosylierungen l1sen beim Menschen im Kindesalter gravie-
rende St1rungen aus, die durch ein multisystemisches
Krankheitsbild gekennzeichnet sind, bei dem vor allem die
Hirnentwicklung sowie Funktionen des Nerven-, Leber-,
Magen- und Darmsystems betroffen sind. Sie werden, soweit
Protein-N-Glycosylierungen betroffen sind, als CDG-Syn-
drom zusammengefasst (Congenital Disorders of Glycosyla-
tion), und sie belegen wohl am eindr5cklichsten die große
biologische Bedeutung der Proteinglycosylierung.
Die Entdeckungsgeschichte von CDG begann Anfang der

1980er Jahre mit Befunden des belgischen Kinderarztes Jaak
Jaeken (Abbildung 8). Jaeken beobachtete an einem Zwil-
lingsp%rchen eine Reihe schwerwiegender, motorischer St1-
rungen sowie eine stark verz1gerte geistige Entwicklung.[83]

Die eindeutig genetische Ursache der Krankheit resultierte in
einer Reihe ver%nderter, funktionell v1llig verschiedener
Proteine, was der g%ngigen Vorstellung widersprach, ein
Gendefekt entspreche einem defekten Protein. Jaeken fiel
auf, dass die betroffenen Proteine Glycoproteine waren. Bei
einem genetischen Defekt in einem der vielen, f5r die Pro-
teinglycosylierung erforderlichen Enzyme (siehe Abschnitt 2)
muss eine große Zahl von Glycoproteinen betroffen sein, die
dann in geringerer Menge, Aktivit%t oder Stabilit%t vorliegen
k1nnten. Jaeken entwickelte einen einfachen Test f5r die
rasche Feststellung von Unterglycosylierung in Serumproben
von Patienten.[84] Abbildung 8 zeigt, wie das Serumglycopro-
tein Transferrin, ein Eisentransportprotein, bei unterschied-
licher Glycosylierung sein elektrophoretisches Laufverhalten
%ndert. Dieses Protein hat zwei N-Glycosylierungsstellen, die
beim Gesunden im Normalfall von zwei biantenn%ren (teil-
weise triantenn%ren) Sacchariden des Komplex-Typs besetzt
sind. Aufgrund der endst%ndigen Sialins%uren tr%gt das Mo-

lek5l mindestens vier negative Ladungen, die sein Laufver-
halten in der isoelektrischen Fokussierung bestimmen. Bei
CDG-Patienten zeigt sich wegen der Unterglycosylierung
oder gar dem v1lligen Fehlen von Oligosacchariden am
Transferrin ein deutlich anderes Bandenmuster. Dar5ber
hinaus l%sst sich mithilfe der SDS-Polyacrylamidgel-Elektro-
phorese der komplette oder partielle Verlust von N-Glycan-
ketten sichtbar machen.
Mit diesen einfachen Tests sind heute an die tausend Pa-

tienten mit genetisch bedingten N-Glycosylierungsdefekten
identifiziert worden. In welchem Einzelschritt des komplexen
Biosynthesegeschehens die Mutationen vorliegen – als De-
fekte in den einzelnen Glycosyltransferasen des Dolicholzy-
klus (Abbildung 2), der nachfolgenden Prozessierungsreak-
tionen oder bei der Bereitstellung der Ausgangssubstrate – ist
im Einzelfall mit aufw%ndigeren Methoden zu kl%ren (siehe
n%chster Abschnitt). Bisher sind 19 Subtypen von CDG be-
kannt, in denen jeweils eine unterschiedliche Reaktion (oder
besser: das daf5r verantwortliche Gen) nicht funktioniert.
Eine detaillierte Analyse der Mutationen hat gezeigt, dass in

Abbildung 8. Serum-Transferrin, ein diagnostischer Marker f-r CDG.
a) Jaak Jaeken entdeckte und beschrieb den ersten CDG-Fall. Transfer-
rin hat im Normalfall zwei biantenn4re Glycanketten vom Komplextyp
(c), die gelegentlich auch zu einer triantenn4ren Struktur verzweigt
sein k�nnen (nicht gezeigt). Bei der isoelektrischen Fokussierung (b)
ist daher beim gesunden Menschen das Tetrasialo-Transferrin die
Hauptform. In CDG-I-Patienten, hier als Beispiel CDG-Ia, kommen zu-
s4tzliche Banden vor, die Disialo- und Asialo-Transferrinformen repr4-
sentieren. M�gliche strukturelle Ver4nderungen sind rechts angedeu-
tet. Dar-ber hinaus l4sst sich mithilfe von SDS-PAGE (b) der komplet-
te oder partielle Verlust von N-Glycanen sichtbar machen.
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den jeweiligen CDG-Typen immer noch enzymatische Rest-
aktivit%ten vorhanden sind. Ein vollst%ndiger Verlust der
Lipid-Oligosaccharid-Synthese wirkt sich im Embryonalsta-
dium letal aus.[85] Allerdings ist auf molekularer Ebene noch
kaum verstanden, inwieweit der Glycosylierungsdefekt be-
stimmter Proteine oder Proteingruppen f5r die außeror-
dentlich vielf%ltigen Krankheitssymptome verantwortlich ist,
ganz zu schweigen von den Kausalketten, die das defekte
Genprodukt mit dem biologischen Ph%nomen verbinden.
Wie seit vier Jahren bekannt ist, werden %hnlich schwer-

wiegende Entwicklungsst1rungen auch durch genetisch be-
dingte Glycosylierungsdefekte im Zusammenhang mit der
Protein-O-Mannosylierung bewirkt. Es handelt sich dabei um
neuromuskul%re Erkrankungen, z.B. bestimmte Muskeldys-
trophien in Verbindung mit neuronalen Zellwanderungsde-
fekten, wie sie beim Walker-Warburg-Syndrom (WWS) oder
der MEB-Krankheit (muscle-eye-brain disease) auftre-
ten.[52, 86,87] Die Protein-Fehlglycosylierungen dieses Typs
m5ssten eigentlich als eine Unterklasse des CDG-Syndroms
gef5hrt werden, da es sich zweifelsfrei um eine „Congenital
Disorder of Glycosylation“ handelt. Die derzeitige CDG-
Nomenklatur gilt aber bisher nur f5r St1rungen der Protein-
N-Glycosylierung.
Die Entdeckungsgeschichte besagter Erbkrankheiten

begann mit einer Beobachtung an bestimmten Drosophila-
Mutanten. Eine der Mutanten aus der klassischen Mutan-
tensammlung der 1920er und 1930er Jahre weist einen ge-
kr5mmten Hinterleib auf. MartSn-Blanco und GarcSa-Bellida
zeigten, dass die Ursache dieser Mutation, die mit der Be-
zeichnug „rt“ f5r „rotated abdomen“ gef5hrt wird, ein Defekt
in einem dem Hefe-PMT4 homologen Gen war.[53] Der mi-
kroskopische Ph%notyp wies eine gest1rte embryonale Mus-
kelentwicklung auf, bei der eine anomale Muskelfaser-Ver-
ankerung vorlag. Es wurde ein Zusammenhang zwischen
Protein-O-Mannosylierung und erblich bedingten Muskel-
dystrophien postuliert. Bald danach wurde bei S%ugern ein
Protein, das a/b-Dystroglycan, identifiziert,[87,88] das als Ver-
ankerungsmolek5l unter Vermittlung des Dystrophins das
Cytoskelett der Muskelzellen mit der extrazellul%ren Matrix
der Zelle verbindet (Abbildung 9). Endo und Mitarbeiter[46]

wiesen schließlich nach, dass das extrazellul%r exponierte a-
Dystroglycan Glycanketten vom O-Mannose-Typ tr%gt und
dass 5ber diese (siehe Abschnitt 2.2.1) die Wechselwirkung
mit der extrazellul%ren Matrix erfolgt. Inzwischen wurde bei
sieben WWS-Patienten ein Defekt im POMT1-Gen und bei
vier Patienten ein Defekt im POMT2-Gen nachgewie-
sen.[89,90] Die Patienten, die in der Regel das dritte Lebensjahr
nicht erreichen, zeigen außer schweren motorischen Ausf%l-
len vor allem auch neuronale Defekte, was in Einklang mit
der Beobachtung ist, dass im Gehirn 30% der O-glycosy-
lierten Proteine die hefetypische O-Mannose-Modifikation
tragen.[45] Die Gehirnstrukturen der Patienten sind zum Teil
stark ver%ndert,[91] woraus auf eine Rolle des a-Dystroglycans
und seiner Zuckerstruktur bei der Migration der neuronalen
Zellen geschlossen werden muss. In einer POMT1-Knockout-
Maus ist die Mutation sogar embryonal letal, was auf die
fehlerhafte Prozessierung des a-Dystroglycans zur5ckzuf5h-
ren ist und zur fehlerhaften Bildung einer f5r Nager typischen
Basalmembran, der Reicherts-Membran, f5hrt.[82]

In der Zwischenzeit ist klar geworden, dass die an a-
Dystroglycan gebundenen Tetrasaccharide von eminenter
Bedeutung sind und dass nicht nur das v1llige Fehlen des
Saccharids, sondern bereits seine Verk5rzung, z.B. durch das
Fehlen der POMGnT1-Transferase,[60] Ursache f5r die
schwerwiegende MEB-Krankheit ist (Abbildung 9). Anders
als bei den multisystemischen CDG-Erkrankungen mit N-
Glycosylierungsdefekten sind somit die molekularen Details
der fehlerhaften Protein-O-Mannosylierung in ihrer Auswir-
kung zumindest teilweise verstanden. Erstaunlicherweise ist
mit dem a-Dystroglycan bisher nur ein einziges definiertes
Protein mit dieser Modifikation im S%uger bekannt.

4. Hefe hilft bei der Aufkl�rung genetisch bedingter
Glycosylierungsdefekte

Die Aufkl%rung der hier besprochenen neuromuskul%ren
Erbkrankheiten, die auf einer Unterglycosylierung von a-
Dystroglycan beruhen, hat stark von den an Hefe erhaltenen
Befunden profitiert; aber auch f5r die Charakterisierung der
CDG-Typen war die B%ckerhefe Saccharomyces cerevisiae
außerordentlich n5tzlich. Die Vorgehensweise soll abschlie-
ßend an zwei Beispielen erl%utert werden. Die bisher be-
kannten CDG-Typen resultieren aus unterschiedlichen de-
fekten Genen, die f5r den komplexen Biosyntheseweg der
Protein-N-Glycosylierung erforderlich sind. In Tabelle 2 ist
der gegenw%rtige Kenntnisstand der biochemisch und mole-
kular identifizierten CDG-Typen zusammengefasst.
Wie identifiziert man die betroffenen Gene, besonders

wenn deren Identit%ten beim Menschen noch weitgehend

Abbildung 9. a) Der Dystrophin-Glycoprotein-Komplex. Er besteht aus
einer Reihe von Transmembranproteinen, von denen das aus zwei Un-
tereinheiten bestehende Dystroglycan die Verbindung des intrazellul4-
ren Cytoskeletts mit extrazellul4rem Laminin herstellt. Das hantelf�r-
mige extrazellul4re a-Dystroglycan ist in seinem zentralen Abschnitt
hoch O-mannosyliert. Die entsprechenden Tetrasaccharide sind f-r die
Wechselwirkung mit dem Laminin essenziell. b) O-Mannosylglycanket-
te und zugrunde liegende genetische Defekte kongenitaler Muskel-Dys-
trophie mit neuronalen Zellwanderungsdefekten.
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ungekl%rt sind? Im Fall der Hefe sind mittlerweile fast alle
Gene der N-Glycosylierung bekannt, ebenso sind die ent-
sprechenden Knockouts f5r alle nicht essenziellen Gene
verf5gbar. Soweit die entsprechenden Mutanten einen Ph%-
notyp zeigen, zum Teil erst mit einer zus%tzlich eingef5hrten
Mutation, kann untersucht werden, ob mit der potenziell or-
thologen menschlichen DNA der Ph%notyp behoben werden
kann. Transformiert man sodann die entsprechende Hefe-
mutante mit der Patienten-DNA, l%sst sich aus der Nicht-
komplementierung schließen, dass im Patienten eben dieses
Gen defekt ist. So ergab sich f5r CDG-Ii, dass es sich um
einen Defekt im Alg2-Protein handelt (Abbildung 10).[92]

Unter bestimmten Bedingungen zeigt die alg2-Hefemutante
nur ein sp%rliches Wachstum. Sowohl mit dem ALG2-Gen
der Hefe als auch mit der orthologen, humanen DNA, nicht
aber mit der DNA des Patienten l%sst sich das Wildtyp-
wachstum wiederherstellen. Vorausgegangen war hier die f5r
die Eingrenzung des Defekts wichtige Beobachtung, dass es
in kultivierten Hautfibroblasten des Patienten, analog zu
einer alg2-Hefemutante, zu einer Akkumulation von Dol-PP-
GlcNA2Man1 kommt, w%hrend in Kontrollfibroblasten 5ber-

wiegend das Volll%ngensubstrat Dol-PP-GlcNAc2Man9Glc3
vorliegt.
Die Expression des orthologen humanen ALG2 kann

auch die Unterglycosylierung des Modellglycoproteins
Carboxypeptidase Y, die Synthese der dolicholverkn5pften
Oligosaccharide in vivo sowie den Mannosyltransferasede-
fekt in vitro in der Hefe komplementieren (Abbildung 10).[92]

Wie erstaunlich genau sich die jeweiligen Genprodukte von
Mensch und Hefe entsprechen k1nnen, zeigen Versuche, in
denen die bei CDG-Ig-Patienten identifizierten Mutationen
L158P[93] oder T61M[94] in das entsprechendeALG12-Gen der
Hefe eingef5hrt wurden. So l%sst sich eine alg12-Mutante der
Hefe erwartungsgem%ß mit dem ALG12-Wildtypgen kom-
plementieren, nicht jedoch mit dem Hefegen, das an ent-
sprechender Stelle die jeweiligen Mutationen enth%lt.
Wie hier gezeigt, war die Hefe 5beraus hilfreich bei der

Aufkl%rung der Biosynthese-Maschinerie der Protein-N-
Glycosylierung in S%ugerzellen. Der derzeitige Kenntnisstand
zu den meisten an diesem Stoffwechselweg beteiligten S%u-
gergenen basiert auf Informationen, die urspr5nglich bei der
Untersuchung der Hefe erhalten wurden (Tabelle 1). Glei-

Tabelle 2: CDG-Typen und kongenitale St�rungen der O-Glycosylierung.[a]

Typ Gen Aktivit4t Lit.

CDG I
CDG-Ia PMM2 Phosphomannomutase [98]
CDG-Ib MPI Phosphomannoseisomerase [99]
CDG-Ic ALG6 Dol-P-Glc:Man9GlcNAc2-PP-Dol-Glucosyltransferase [100]
CDG-Id ALG3 Dol-P-Man:Man5GlcNAc2-PP-Dol-Mannosyltransferase [101]
CDG-Ie DPM1 Dol-P-Man-Synthase I

GDP-Man:Dol-P-Mannosyltransferase
[102]

CDG-If MPDU1 Mannose-P-dolichol utilization defect MPDU1/Lec35 [103]
CDG-Ig ALG12 Dol-P-Man:Man7GlcNAc2-PP-Dol-Mannosyltransferase [93,94]
CDG-Ih ALG8 Dol-P-Glc:Glc1Man9GlcNAc2-PP-Dol-Glucosyltransferase [104]
CDG-Ii ALG2 GDP-Man:Man1GlcNAc2-PP-Dol-Mannosyltransferase [92]
CDG-Ij DPAGT1 UDP-GlcNAc:Dolicholphosphat

N-Acetylglucosamin-1-phosphattransferase
[105]

CDG-Ik ALG1 GDP-Man:GlcNAc2-PP-Dol-Mannosyltransferase [106]
CDG-IL ALG9 Dol-P-Man:Man6- und Man8GlcNAc2-PP-Dol-Mannosyltransferase [107]

CDG II
CDG-IIa MGAT2 GlcNAc-Transferase II [108]
CDG-IIb GLS1 Glucosidase I [109]
CDG-IIc SLC35C1 GDP-Fucose-Transporter (LAD II) [110]
CDG-IId B4GALT1 b-1,4-Galactosyltransferase [111]
CDG-IIf SLC35A1 CMP-Sialins4ure-Transporter [112]
CDG-IIx COG7 COG-Komplex, Untereinheit 7 [113]
CDG-IIx COG1 COG-Komplex, Untereinheit 1 [114]

Name Gen Aktivit4t Lit.

Defekte in der O-Mannosylglycan-Synthese
Walker-Warburg-Syndrom POMT1/

POMT2
O-Mannosyltransferase [89]

MEB-Krankheit POMGnT1 O-Mannosyl-b-1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase 1 [60]
Defekte in der O-Xylosylglycan-Synthese
Ehlers-Danlos-Syndrom (progeroide Form) b4GALT7 b-1,4-Galactosyltransferase 7 [115]
Multiple-Exostose-Syndrom EXT1/EXT2 Glucuronyltransferase/N-Acetylhexosaminyltransferase [116]

[a] Defekte in der Synthese des Lipid-Oligosaccharides einschließlich dessen Gbertragung auf das Protein durch die Oligosaccharyltransferase werden
als CDG-I bezeichnet, w4hrend Defekte in der Prozessierung der N-Glycankette unter die CDG-II-Gruppe fallen. Dem Transferrin von CDG-I-Patienten
fehlen Sialins4urereste, da nicht jede Glycosylierungsstelle eine Glycankette tr4gt. St�rungen in der LLO-Synthese (nicht optimales Substrat f-r die
OST) oder im Transfer bewirken eine Unterglycosylierung. Die Strukturen der -bertragenen Glycanketten sind jedoch normal oder nur geringf-gig
ge4ndert. Bei CDG-II-Patienten hingegen sind die beiden Glycosylierungsstellen des Transferrins besetzt, jedoch sind die Oligosaccharidstrukturen
ver4ndert.
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ches gilt f5r die Aufkl%rung der CDG-F%lle. Die B%ckerhefe
d5rfte auch zuk5nftig eine wichtige Rolle bei der biochemi-
schen und molekulargenetischen Identifizierung von CDG
spielen – und nicht zuletzt eignet sich Hefe nat5rlich auch als
Modellorganismus f5r andere Biosyntheseprozesse als die
Proteinglycosylierung.

5. Ausblick

In den vergangenen 50 Jahren hat die Erforschung von
Proteinen und Nucleins%uren die Molekularbiologie domi-
niert. Kohlenhydrate fanden – abgesehen von ihrer Rolle im
Energiestoffwechsel – weit weniger Beachtung. Zunehmend

wird aber klar, dass sie als Informationsmolek5le par excel-
lence wichtige biologische Funktionen vor allem f5r die
Steuerung der Entwicklung h1herer Organismen wahrneh-
men. Ein besseres Verst%ndnis der Rolle von Oligo- und Po-
lysacchariden als Protein- und Lipid-Modifikationen wird
auch f5r die Bew%ltigung zuk5nftiger medizinisch-pharma-
zeutischer Herausforderungen von Vorteil sein.[95] Die letzten
Jahre brachten enorme Fortschritte bei der organischen
Synthese von Glycanen und komplexen Glycopeptiden bis
hin zu distinkten Glycoproteinvarianten[96] sowie bei der
Analytik, wo neue Methoden der Massenspektrometrie, der
NMR-Spektroskopie und hochaufl1sender Tennverfahren
entwickelt wurden.[97] Die Besch%ftigung mit der Chemie und
Biologie von Kohlenhydraten verspricht daher faszinierende
Wissenschaft, die L1sung grundlegender biologischer Fragen
und schließlich auch nutzbringende Anwendungen.

Die Arbeiten aus dem Labor der Autoren wurden von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG), vom Fonds der
Chemischen Industrie und der K4rber-Stiftung unterst/tzt. Wir
bedauern, dass aus Platzgr/nden nicht alle relevanten Origi-
nalarbeiten zitiert oder diskutiert werden konnten und h3ufig
auf ?bersichtsartikel ausgewichen werden musste.
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