Kohlenhydrate als Informationstrager

Zellen und deren Wechselwirkungen
erkennen und verstehen
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Die Erforschung zellularer Erkennungsprozesse mithilfe hierzu geeigneter
Kohlenhydratderivate ist Grundlagenforschung, aber bereits mit dem
mittelfristigen Ziel, diagnostische Methoden fiir die Pharmaindustrie, Bio-

chemie oder Medizin zu entwickeln.

Investigating cellular recognition events facili
L

Vielfiltige Wirkungsweise und
schwieriges Forschungsfeld

B Kohlenhydrate sind eine der vier bedeut-
samsten Biomolekiilklassen und entsprechen,
bezogen auf ihr Trockengewicht, den am meis-
ten produzierten Biomolekilen. Sie kommen
ubiquitdr vor und iibernehmen vielfdltige Auf-
gaben, wie z. B. als Geriistbestandteil, Ener-
giespeicher oder Informationstrager. So sind
Kohlenhydratstrukturen auf Oberflache von
Zellen lokalisiert und stellen die ersten Kon-
taktpunkte dar, die pathogene Bakterien,
Viren oder aber kiorpereigene Zellen haben,
wenn sie in Interaktion mit einer anderen
Zelle treten. Die Pharmaforschung beschéftigt
sich bereits seit den 1980er-Jahren mit die-
ser Thematik, und es gibt bereits einige Pra-
parate auf dem Markt, die Kohlenhydrat-
strukturen als Leitstruktur besitzen. Eine
wesentliche Herausforderung bei der Arbeit
mit Kohlenhydraten ist jedoch, dass natiirlich
vorkommende Glykanstrukturen durch deren
Mikroheterogenitdt nur sehr schwer zu iso-
lieren sind und daher ein hoher Bedarf an
synthetischen Reinsubstanzen besteht. Hinzu
kommt die geringe Stdrke der Wechselwir-
kungen mit anderen Teilchen, was sehr emp-
findliche analytische Methoden, parallele
Untersuchungsmethoden oder Miniaturisie-
rung erforderlich machen. Bei der Untersu-
chung von Kohlenhydratstrukturen fehlt
immer noch ein grundsatzliches Verstandnis
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der Struktur-Wirkungsbeziehungen auf mole-

kularer Ebene. Hinsichtlich dieser Fragestel-

lungen kann die moderne Synthesechemie
zwel Dinge bieten:

e die Bereitstellung komplexer, naturidenti-
scher Kohlenhydratstrukturen in Rein-
substanz, in Mengen von etlichen Milli-
gramm und

e die Bereitstellung von Wirkstoffen auf Koh-
lenhydratbasis.
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Am KIT in Karlsruhe beschaftigt sich ein
Arbeitskreis um Dr. Moritz B. Biskup mit der
Darstellung kurzkettiger Polyanionen auf Koh-
lenhydratbasis. Unter anderem in Zusammen-
arbeit mit einer physikalisch-chemischen
Arbeitsgruppe interessiert man sich fir die
Mobilitdt von Zellen und deren Ansiedlung
auf Oberfldchen. Zurzeit werden im Labor
kurzkettige Hyaluronsaurefragmente syn-
thetisiert, die auf Oberflachen angebracht
werden. AnschlieBend wird deren Einfluss
auf die Ansiedlung von Zellen untersucht bzw.
wie diese unterbunden werden kann. Vor
allem im Hinblick auf die Krebsforschung
kann dies durchaus interessant sein, da die
Ansiedlung von Zellen als Vorstufe zur Meta-
stasenbildung behandelt wird.

Die Biosynthese komplexerer Kohlenhy-
drate, wie z. B. N-Glykanstrukturen in Glyko-
peptiden, erfolgt durch eine Abfolge hochre-
gulierter Syntheseschritte in den Zellen. Hier-
bei tritt in einer Vielzahl unterschiedlicher
Organismen ein gemeinsamer, kohlenhy-
drathaltiger Vorldufer fiir diese Strukturen
auf. Der hohe Konservierungsgrad bei der
Biosynthese von komplexen Kohlenhydraten
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A Abb. 1: Schematisches Bild einer Kohlenhydratstruktur. A, Tetradecasaccharidvorlaufer fiir
N-Glykane. B, hiervon abgeleitete Zielstruktur (griine Markierung in A) und deren Retrosynthese

bis zur p-Glukose und p-Mannose.



A Abb. 2: Der Vakuumpumpstand PC 3001
VARIO erméglicht mit seinen Automatikfunk-
tionen ein unbeaufsichtigtes Ablaufen der
Prozesse und verringert durch das Nachfiih-
ren des Siedepunkts die Prozesszeit.

deutet auf eine frithe Entwicklung wahrend
der Evolution hin; dies unterstreicht ein-
drucksvoll die Bedeutung solcher Strukturen
fiir Lebewesen. Der gemeinsame Kohlenhy-
dratvorldaufer wird wahrend der Biosynthese
auf das Enzym tibertragen und anschlieBend
weiter ,bearbeitet”. Jeder dieser Bearbei-
tungsschritte kann als Regulationspunkt bei
der Biosynthese von Glykopeptiden angese-
hen werden und ist ggf. fiir die Verbringung
in das richtige Zellkompartiment oder die kor-
rekte Faltung der Peptidkette verantwortlich.
Allerdings ist ein genauer Einblick in diese
Prozesse auf molekularer Ebene bisher noch
nicht moglich und bietet noch viel Raum fiir
wissenschaftliche Forschung.

Die praktische Umsetzung

Aus kommerziell erhdltlichen einfachen Koh-
lenhydratbausteinen, wie z. B. bo-Mannose
oder p-Glukose, werden zunéchst funktiona-
lisierte Kohlenhydratbausteine aufgebaut und
diese anschlieBend selektiv zu komplexen Oli-
gosacchariden verkniipft. Exemplarisch sei
hier die Syntheseplanung eines N-Glykan-
fragments skizziert (Abb. 1).

In der Praxis erfolgen die meisten Reak-
tionen in Losung; wéihrend viele der Reak-
tionen recht robust sind, sind einige ausge-
sprochen anfallig gegentiiber Luftfeuchtigkeit
oder Sauerstoff. Aus diesem Grund werden

diese Prozesse unter Inertgas-Atmosphéare
mittels Vakuumschutzgaslinien realisiert. Die-
se Schutzgaslinien sind Glasapparaturen, die
es erlauben auf einen Anschluss im Wechsel
Vakuum oder Schutzgas zu legen. Ein stabiles
und leistungsfdhiges Laborvakuum wird
bendtigt, um die ReaktionsgefdBe rasch zu
evakuieren und anschlieBend mit Inertgas zu
spiilen. Bei der Vakuumbereitstellung kom-
men Drehschieberpumpen der Serie XS von
VACUUBRAND zum Einsatz. Die zweistufige
RZ 6 mit einem Endvakuum von 2 x 10 Milli-
bar und einem Saugvermogen von bis zu
5,7 Kubikmeter pro Stunde stellt unter Gas-
ballast noch ausreichende Vakuumkapazita-
ten bereit, um eine schnelle Evakuierung der
Versuchsaufbauten zu ermoglichen. Neben
den Drehschieberpumpen ist ein VACUUB-
RAND-Messgerit des Typs VAP 5 mit einer
Pirani-Messsonde in die Anlage integriert,
das zu jedem Zeitpunkt eine Kontrolle der
Apparatur auf Dichtheit ermoglicht.

Um die dargestellten Substanzen in Rein-
form zu erhalten, ist es unerldsslich nach
jedem Reaktionsschritt und anschlieBender
Aufarbeitung oder jeder erfolgten Chromato-
grafie die Losemittel zu entfernen. Hierfiir
werden herkommliche Rotationsverdampfer
genutzt. Auch hier kommen Vakuumpumpen
von VACUUBRAND zum Einsatz. Im Gegen-
satz zu den Schutzgaslinien nutzt man hier,
je nach Siedepunkt und Art des Losemittels,
chemiebestindige Membranpumpstande mit
unterschiedlichen Leistungsdaten und Regel-
maoglichkeiten. Bei Leichtsiedern reicht der
Pumpstand PC 510 NT aus, der als geregelte
Einzelplatzlosung mit einer zweistufigen Che-
miemembranpumpe ausgestattet ist und ein
Endvakuum von sieben Millibar erreicht. Bei
hartnédckigeren, hoher siedenden Losemitteln
kommt entweder der dreistufige PC 3001
VARIO (Abb. 2) oder der vierstufige PC 3003
VARIO zum Einsatz, die als Einzelgerdte End-
driicke von zwei bzw. 0,6 Millibar erreichen
konnen. In der Praxis ist ein Vakuum von vier
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B Seit dem 1. Oktober 2009 ist der Zusam-
menschluss des Forschungszentrums Karls-
ruhe und der Universitat Karlsruhe (TH) zum
KIT, dem Karlsruher Institut fiir Technologie,
amtlich. Mit 8.000 Mitarbeitern und einem
Jahresbudget von Gber 700 Millionen Euro
wachsen diese beiden Einrichtungen zu einer
der weltweit groBten Forschungs- und Lehr-
einrichtungen zusammen, mit dem hohen

Anspruch, in ausgewahlten Forschungsge-
bieten eine weltweite Spitzenposition einzu-
nehmen. Die organische Chemie, bereits seit
Jahren hoch angesehener Forschungsbereich,
gewinnt mit ihren Fachabteilungen und unter
anderem mit Forschungsarbeiten zur Che-
mie der Zellerkennung dabei zunehmend an |
Bedeutung. B

bis flinf Millibar eher realisierbar, da man mit
recht hohen Leckraten bei den verwendeten
Schleifdichtungen am Rotationsverdampfer
rechnen muss. Fiir dauerhafte Betriebsdrii-
cke im Rezipienten von ein bis zwei Millibar
wird ausschlieBlich der vierstufige PC 3003
VARIO genutzt. Die eingesetzten Rotations-
verdampfereinheiten sind praktisch baugleich
und unterscheiden sich nur hinsichtlich der
zugeschalteten Vakuumpumpe.

Nach jedem synthetischen Schritt wird
nach erfolgter Isolation und Aufreinigung die
chemische Reinheit und Identitiat der neu dar-
gestellten Verbindung durch Kernresonanz-
spektroskopie tberpriift.

Mittelfristiger Nutzen und Praxis-
bezug

Die Kohlenhydratchemie ist ein Forschungs-
bereich, der aufgrund der komplexen Zugén-
ge zu reinen Kohlenhydratderivaten lange
Zeit vernachldassigt wurde, mit den heutigen
Maoglichkeiten in der modernen Synthese- und
Biochemie aber viele neue Lisungsansitze
und Chancen bietet. Nicht zuletzt, weil mit
modernen, neu entwickelten Laborgerdten
ganz andere Voraussetzungen und Moglich-
keiten geschaffen wurden. Um reproduzier-
bare Ergebnisse in einem schwierigen For-
schungsgebiet zu erhalten, ist es notig, mog-
lichst viele Parameter zu kontrollieren. Durch
moderne Labortechnologie, chemieresisten-
ter, langlebiger und robuster Vakuumtechnik
mit intelligenten Regelmoglichkeiten ist es
heute moglich, Ergebnisse zu erhalten, die
noch vor einigen Jahren nur sehr schwer zu

realisieren gewesen wéaren.
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