Chemie und Bedeutung des Kohlenhydrat-Anteils

menschlicher Serum-Glykoproteine

Von Karl Heide und Hans-Gerhard Schwick !

Herrn Professor Karl Winnacker zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Glykoproteine iiben als Transportproteine, Inhibitoren, Enzyme, Hormone, Komple-
mentfaktoren und Immunglobuline wichtige biologische Funktionen aus. Ihre Chemie ist
durch einige Regeln gekennzeichnet. So konnen nur Asparagin, Threonin oder Serin die
Oligosaccharid-Gruppen tragen; bei der N-Acylglykosylamin-Bindung unter Beteiligung
von Asparagin liegt in der Peptidkette stets die Gruppierung Asn-X-Thr oder Asn-X-Ser
vor. Beim Molekulargewicht der Glykoproteine, ihrem Kohlenhydrat-Gehalt und den relati-
ven Anteilen der einzelnen Zucker findet man allerdings kaum Ubereinstimmungen. Die
biologische Bedeutung des Kohlenhydrat-Anteils ist noch ungekldrt, doch zeichnet sich
eine Vorstellung von der Rolle der leicht entfernbaren Neuraminsiure ab.

1. Einleitung

Glykoproteine sind in der Natur weit verbreitet. Sie beste-
hen aus einem Proteinanteil und kovalent daran gebunde-
nen Zuckern, die laut Definition keine Nucleinsiuren sein
sollen. Uns interessieren hier nur die Glykoproteine des
menschlichen Blutplasmas!! =71, Sic bilden zahlenmiBig
den iiberwiegenden Anteil der Plasmaproteine, denn frei
von K ohlenhydraten sind von den ca. 60 gut charakterisier-
ten und in reiner Form isolierten Proteinen nur Albumin,
retinol-bindendes Protein!® und einige Spurenproteine
(Tabelle 1). Infolge des reichlichen Vorkommens des
Albumins, das iiber 50% der Gesamtproteine ausmacht,
iiberwiegen jedoch mengenméBig die kohlenhydrat-freien
Proteine.

Tabelle 1. Kohlenhydrat-freie Human-Serumproteine. (Das Serum enthilt
ca. 43 % Glykoproteine und ca. 57 % kohienhydrat-freie Proteine.)

Protein Menge im Serum
[mg/100 ml]

Albumin 4400

retinol-bindendes Protein 5

C-reaktives Protein <1

Lysozym 1

a-Amylase (B) (Speichel)

Carboanhydrase

2. Chemische Zusammensetzung und
Struktur der Glykoproteine

2.1. Kohlenhydrat-Gehalt der Glykoproteine

Die Zuckerbausteine, die in den Glykoproteinen gefunden
werden, sind N-Acetyl-glucosamin, N-Acetyl-galaktos-
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amin, Galaktose, Mannose, Glucose, Fucose, N-Acetyl-
neuraminsiure (Sialinsiure) und Xylose. Sie wurden frither
nach den von uns eingehend beschriebenen Modifikationen
bekannter Methoden bestimmt!®!: Galaktose und Man-
nose nach der Orcin-Methode von Sérensen und Hau-
gaard, Hexosamin mit p-Dimethylamino-benzaldehyd
nach Elson und Morgan in der Modifikation von Blix,
Acetyl-neuraminsdure mit Bial-Reagens nach Klenk,
Fucose mit der Cystein-Schwefelsiure-Methode von Dische
und Shettles.

Neuerdings gelingt es, die Zucker mit verbesserten chroma-
tographischen Techniken nachzuweisen und quantitativ
zu bestimmen!'®~ 13 Glucosamin und Galaktosamin
werden im Aminosdure-Analysator bestimmt!’#!, Zur Be-
stimmung der Neuraminsiure wird meist die Thiobarbitur-
sidure-Methode herangezogen!'*). Kiirzlich wurde o-Phen-
anthrolin empfohlen, das mit gebundener Neuraminsdure
ohne jede Vorbehandlung einen farbigen Komplex bil-
det!*®l.

In Tabelle 2 sind die Kohlenhydrat-Gehalte einer Reihe
von Human-Plasmaproteinen zusammengestellt. Fiir eini-
ge Plasmaproteine liegen auch detailliertere Angaben vor
(Tabelle 3). In Tabelle 4 ist der Anteil der einzelnen Zucker-
bausteine am Gesamtkohlenhydrat-Gehalt veranschau-
licht (Ig=Tmmunglobulin).

Glykoproteine, iiber die keine so ausfithrlichen Analysen
vorliegen, sind vor allem die Komplementfaktoren C5*+7!
und C9!*#! sowie die Lipoproteine. In den Lipoproteinen,
die etwa 10-15% der Gesamtserumproteine ausmachen,
wurden von uns 1957 erstmals Kohlenhydrate nachge-
wiesen*®, Wir fanden im B-Lipoprotein bei einem Peptid-
anteil von 26.5% 1.4%, Hexosen, 0.2%, Neuraminsiure und
0.459; Acetyl-hexosamin. o, -Lipoprotein hat einen Peptid-
anteil von 419/ mit 1.39, Hexosen, 0.1 %, Neuraminsiure
und 0.25 % Acetyl-hexosamin. Diese Befunde wurden 1966
bestiitigt!*%. Von den insgesamt sechs Apolipoproteinen
—dassind dic Peptidketten, die das Gerlist der Lipoproteine
bilden - enthalten Apo-Ser und Apo-Ala Kohlenhy-
drate®1),
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Tabelle 2. Kohlenhydrat-Gehalt von Human-Plasmaproteinen.

Mol.- Hexosen  Ac- Ac- Neur- Fucosce Summe Lit.
Gew. [%] Hexosamin  aminsiure  [%] [%]
[%] [%]

Préalbumin 50000 0.4 — — — [7
a;-Antitrypsin 54000 50 3.6 34 0.2 122 [17]
Prothrombin 60000 4.6 (2.8) 29 (3.1 4.2(2.3) — L7 [18]
2;B-Glykoprotein 50000 4.8 44 3.7 0.4 133 71
Transcortin 55700 5.4 4.7 32 0.8 14.1 [7.19]
o, T-Glykoprotein 60000 55 4.5 34 0.3 137 [7]
ay-Antichymotrypsin 68000 9.9 74 6.6 0.7 24.6 [17]
9.5S-a;-Glykoprotein 308000 5.5 3.7 3.5 0.1 12.8 [20]
Gce-Globulin 50800 20 2.0 0 0.2 42 M
Inter-o- Trypsininhibitor 160000 3.1 32 20 0.1 84 [1n
harnsiure-bindendes 24-22-Globulin 12.1 [21]
Antithrombin TIT 65000 6.2 4.1 3.1 134 [17]
Zn-a,-Glykoprotein 41000 7.0 4.0 7.0 0.2 18.2 [17]
22-HS-Glykoprotcin 49000 5.2 39 4.1 0.2 134 [17]
Ci-Inaktivator 104000 10.8 9.2 143 04 347 [17]
histidin-reiches 3.8S-a,-Glyk oprotein 58500 6.4 44 35 0 143 [22]
Serum-Cholinesterasce 348000 9.3 84 6.0 0.2 23.9 [23]
Plasminogen 81000 1.45 [24]
48-2-8,-Glykoprotein 60000 10.7 9.0 75 0.5 217 [25]
8S-a3-Glykoprotein 220000 11.0 10.8 9.2 0.4 314 [26]
$,C-Globulin (C3) 185000 1.8 0.48 045 0.16 2.73 [27]
B¢E-Globulin (C4) 230000 1.9 14 1.0 0.1 43 [28]
Fibrinogen 341000 1.1 1.0 0.7 0 28 [7
Antihdmophiles Globulin (F VIII) 2 x 108 (240000) 2.8
Faktor XIII 340000 1.9 1.6 1.2 0.2 4.9 [29]
Ba2-Glykoprotein | 40000 78 6.2 4.5 0.3 18.8 [N
Ef_élkyt;‘;tr‘:tein I } 60000 22 1.8 15 02 57 [30]
P2-Glykoprotein LI 35000 2.5 20 5.5 0.1 10.0 [31]
1gG-Globulin 150000 1.1 13 03 0.2 29 [32
IgA-Globulin 160000 (Aggr.) 32 23 1.8 0.2 7.5 [7]
IgM-Globulin 900000 (Aggr.) 5.4 44 1.3 0.7 (1.8 [32
IgD-Globulin [mol/mol] 166000 47 36 15 0.5 1.3 [33]
IgE-Globulin [mol/mof] 190000 53 36 18 4 114 [34]
Tabetle 3. Kohlenhydrat-Antciie einiger Humanserum-Glykoproleine.

Hexosen [%] Ac- Ac-Neur- Fucose Xylose Summe Lit.

Gal Man  Glu  Hexosamin  aminsiure [%] [%] [%]
(%] [%]

ay-Fetoprotein 0.49 0.68 0.89 1.3 + 3.36 [35, 36]
saures o,-Glykoprotein 7.6 5.5 13.2 10.9 0.7 + 379 {1, 11]
thyroxin-bindendes Globulin 25 23 0.8 5.0 [a] 3.7 0 0.5 14.8 [37]
Coeruloplasmin 1.2 1.8 24 24 0.18 7.98 [38]
Haptoglobin 2.8 2.8 5.3 53 0.2 16.4 [39]
a-Makroglobulin 1.36 207 3.94 1.80 0.26 943 [40, 17]
Himopexin 3.08  3.84 11 6.9 0.4 21.92 [41]
Transferrin 0.74 1.85 20 1.3 5.89 [42]
Clg 262 087 253 1.35 [a] 0.31 0.13 7.81 [43, 44]
J-Kette [mol] [b] 2 3 34 ! 1 [45]
.Sceretory component* 312 395 4.36 1.9 226 15.59 [46]

[a] Freie Base.
[b] Die J-Kette ist eine zusitzliche Kette in IgA und IgM.

Man ist heute in der Lage, dic Analysenzahlen von sehr
viel mehr Glykoproteinen zu iiberschauen als dies friiher
moglich war. Hierzu haben vor allem die Arbeiten aus
unscren Laboratorien {iber hochgereinigte, aus Nebenfrak-
tionen der technischen Plasmafraktionierung isolierte
Glykoproteine beigetragen.

Eine Betrachtung der Tabellen zeigt, daB der Kohlen-
hydrat-Gehalt der Plasmaproteine in einem weiten Bereich
streut: Prdalbumin enthilt nur 049, Hexosen, das saure
a,-Glykoprotein dagegen ca. 38 9, Gesamt-Kohlenhydrate.
(Neue Analysen mit der Gaschromatographie weisen
darauf hin, daB Prdalbumin iiberhaupt keine Kohlen-
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hydrate enthilt'*?}; der Nachweis solch geringer Mengen
an Hexosen mit der von uns angewendeten Orcin-Methode
ist auch problematisch.) Das saure x;-Glykoprotein gilt
fir Strukturuntersuchungen als Standard-Typ eines
Serum-Glykoproteins.

Auch die Relation der Zucker zueinander ist unterschied-
lich. So enthilt z. B. das Ge-Globulin keine Neuraminsiure.
Fucose fehlt im histidin-reichen o,-Glykoprotein, im
Fibrinogen und im B,-Glykoprotein 1. Im sauren o-
Glykoprotein ist kein Galaktosamin nachweisbar.

Das Galaktose : Mannose-Verhiltnis (Tabelle 3) ist bei
kohlenhydrat-reichen a,-Globulinen >1, beim Haptoglo-
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Tabelle 4. Anteile der Zuckerbausteine am Gesamtkohlenhydrat-Gehalt.

Hexosen  Ac- Ac-Neur-  Fucose

[%a] Hexosamin  aminsdure  [%]
[%] [%]

saures «,-Glykoprotein 35 35 29 18
%;-Antitrypsin 41 29 28 1.6
Prothrombin 39 25 36
21 B-Glykoprotein 36 33 28
Transcortin 38 33 23 57
thyroxin-bindendes 35 39 23 3.1
Globulin (Xylose)
x, T-Glykoprotein 40 33 25 22
x;-Antichymotrypsin 40 30 27 28
9.58-a,-Glykoprotcin 43 29 27 0.8
x;-Fetoprotein 33 29 38
Ge-Globulin 48 48 0 48
Inter-a-Trypsininhibitor 37 38 24 1.2
Antithrombin 111 46 31 23
Coeruloplasmin 37 30 30 2.5
Zn-2,-Glykoprotein 38 22 38
4,-HS-Glykoprotein 39 29 31 1.5
Cl-Inaktivator 31 26 38 1.1
histidin-reiches 45 31 24 0
3.88-%,-Glykoprotein
Haptoglobin 34 32 32 12
a2-Makroglobulin 36 42 19 2.8

41.5 35 22 1.3
Serum-Cholinesterase 39 35 25 0.8
8S-x;3-Glykoprotein 35 34 29 1.3
Hédmopexin 315 35 31 1.8
Transferrin 44 34 22
Fibrinogen 39 36 25 0
Faktor XItI 39 33 24.5 4.1
B.-Glykoprotein 1 41.5 33 24 1.6
C3-Aktivator ) 39 315 2% 35
B2-Glykoprotein 11
B2-Glykoprotein 11 25 20 55 —
IgG-Globulin 38 45 10 7
IgA-Globulin 43 31 24 27
IgM-Gilobulin 46 37 il 6
Clq 74 21 38 1.6
»Secretory component® 46 28 12 15

bin betrigt es 1 und bei einer Reihe anderer Glykoproteine
ist es <1. Das Verhéltnis Gesamtzucker:Hexosamin liegt
im allgemeinen im Bereich von 2.9-3.4. Das Hexosen:He-
xosamin-Verhiltnis liegt bei 1 oder leicht dariiber. Hierbei
fallen die ,,Secretory component” und C1q aus der Reihe.
C1q zeigt auch hinsichtlich seiner Aminosiiure-Zusam-
mensetzung Besonderheiten#3),

Die hochsten Neuraminsdure-Werte gehen einher mit ei-
nem besonders hohen Gesamtkohlenhydrat-Gehalt. Dies
gilt fiir den Cl-Inaktivator und das saure a,-Glykoprotein.
B2-Glykoprotein IIT hat bei einem Gesamtkohlenhydrat-
Gehalt von nur 10% den hochsten relativen Anteil an
Neuraminséure. Die Neuraminsiurereste als Tréger einer
negativen Ladung verleihen den Glykoproteinen cine
groBere elektrophoretische Beweglichkeit. Dies macht sich

besonders bei den Immunglobulinen bemerkbar (Tabelle
2 und 3).

2.2. Die Kohlenhydrat-Peptid-Bindung!!]

Die Kohlenhydrate sind in Form groBerer Oligosaccharid-
Einheiten mit den Peptidketten verbunden. Die Molekular-
gewichte dieser Zuckerkomplexe betragen beim Transfer-
rin 2370 und beim sauren o, -Glykoprotein 3170. Zu Unter-
suchungen iiber die Natur der Bindung werden die Glyko-
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proteine entweder mit Pronase, einer Proteinase aus Strep-
tomyces griseus, oder mit einer Kombination von Pepsin,
Trypsin, Chymotrypsin oder Papain behandelt. Aus den
Spaltansétzen lassen sich die Glykopeptide herausfrak-
tionieren. Uberschiissige Aminosiurereste werden mit
Pronase oder Carboxypeptidase entfernt.

Die Aufkldrung der Bindung wird dadurch erleichtert, dal
die Asparagin-Kohlenhydrat-Bindung relativ stabil ist ge-
gen Alkalien und Siuren. Verdiinnten Sduren gegeniiber

CH,OH
O NH-CO-CHy-CH-COOH
OH &H
HO 2
NH~CO-CH,4
CH,0H Flt
HO }—0, O—CH—(;H—COOH
H NH, r2)
NH-CO-CHjg

ist sie stabiler als die Glykosidbindungen in den Oligosac-
charid-K omplexen. Es war daher moglich, aus einem Gly-
kopeptid die Verbindung (/) zuisolieren, in der der Zucker-
komplex iiber die reduzierende Gruppe des N-Acetyl-glu-
cosamins mit der Amidgruppe des Asparagins verbunden
ist. Dieser Bindungstyp ist charakteristisch fiir die meisten
Plasmaproteine. Neben dieser N-Acylglykosylamin-Bin-
dung findet man noch die O-glykosidische Bindung wie
in (2)!53). Hierbei sind die Zucker z B. iiber N-Acetyl-
galaktosamin mit der Hydroxygruppe von Threonin oder
Serin verbunden. Diese Bindung kommt neben der N-
Acylglykosylamin-Bindung im Human-IgA*# und im Ka-
ninchen-IgG vor!**l. In einem Waldenstrém-IgM wurde
ausschlieBlich die N-glykosidische Bindung gefunden!9l,

2.3. Aufbau der Oligosaccharid-Einheiten

Die Sequenz der Zuckerbausteine wird durch sukzessiven
enzymatischen Abbau der Glykopeptide mit Glykosidasen
ermittelt. Hierbei werden Neuraminidase, B-Galaktosida-
se, o-Mannosidase und B-Acetyl-glucosaminidase einge-
setzt!*7). Diese Enzyme geben zugleich Hinweise iiber die
Art der Bindung, mit der die Zuckerbausteine verkniipft
sind. Weitere Aufkldrung hieriiber erhilt man durch Perjo-
dat-Oxidation und durch Methylierung der Glykopeptide
mit anschlieBender Charakterisierung der Alditolacetat-
Derivate der methylierten Zucker durch Gas-Chromato-
graphie und Massenspektrometrie!*®: %91, Neuerdings wird
auch die alkalische Hydrolyse mit anschlieBender Des-
aminierung mit salpetriger Siure empfohlen °1.

Untersuchungen iiber die Oligosaccharid-Einheiten des
IgM haben gezeigt, daB3 sie sich von zwei Grundtypen
ableiten: einem einfach gebauten, der nur aus N-Acetyl-glu-
cosamin und Mannose besteht, und einem komplexen Typ,
der auBBerdem noch Galaktose, Fucose und Neuraminsiure
enthélt (Abb. 1). Sie enthalten offenbar eine gemeinsame
Core. Ein im Prinzip dhnlicher Aufbau der Kohlenhydrat-
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Gruppen wurde auch schon friiher im sauren o;-Glykopro-
tein'!), Fetuin, a,-Makroglobulin, Transferrin!!), IgAl54
und 1gG!® 3 nachgewiesen.

Man Man©

al,? al,b
13
Man®—ai> ManGD—-y
Glci\IAc

Mf.n@
GlecNAc

Glykopeptid 1

Acetyl-
neuraminsiure Gal
a2,b ﬁ 1,6
Gal GlcNAc
B1.6 iﬁ 1,2
GlcNAc Man®
B2 al,6
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Man©————-> Man@-—> <«—TI'uc
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Acctyl-
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GlcNAc
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+ Acetyl-
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a2,6
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a2,6 B1,6
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B2 alb GlcNAc

Man®—aﬁ—>Man® — «—Fuc
GlclIIAc

Glykopeptid VI

Man©
/Man —» [GlcNAc — GlcNAc -+ Asn} Core

Man©

Abb. 1. Strukturvorschlige fir die Glykopeptide [, IV, V und VI des
Immunglobulins M (IgM) nach Hickman et al. [58]. Zur Core rechnet
auch der bindende Asparaginrest.

Die Zuckerkomplexe sind also in jedem Falle iiber N-Ace-
tyl-hexosamin mit der Peptidkette verbunden. Beim sauren
a~Glykoprotein soll sich nach Wagh die Kohlenhydrat-
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Gruppe schon beim N-Acetyl-glucosamin verzweigen!®?],
nach Sato erst bei der Mannose!!l. Mannose gilt auch
im Transferrin/®!! und in anderen Immunglobulinen als
Verzweigungspunkt. Die Neuraminséure, die als N-Acetyl-
neuraminsiure vorliegt, und die Fucose sind endstindig.
Stellungsisomerien sind daher bei ihnen moglich. Die Neur-
aminsdure ist an Galaktose gebunden. Im sauren o ,-Glyko-
protein soll es jedoch auch einen bis drei schwerer abspalt-
bare Neuraminsiurereste geben, die mit N-Acetyl-glucos-
amin verkniipft sind!6°!,

Abweichungen vom normalen Aufbau der Zuckerkom-
plexe wurden bei mehreren Proteinen beobachtet. Im
Liquor fand man ein neuraminsdure-armes Transfer-
rin!7-64. Neuraminsiure-armes, saures «,-Glykoprotein
wurde im Serum und Urin von Patienten mit Morbus
Hodgkin, psoriatischer Arthritis und Diabetes gefun-
den!®%-961. Als Erkldrung wird angefithrt, dafl diese
chronisch Kranken das Glykoprotein iiber lange Zeit in
ungewShnlich groBen Mengen bilden und daB dabei ihre
Synthese-Kapazitdt nachlaBt. Variation der Kohlenhy-
drate wurde auch im Falle des Fibrinogens beschrie-
ben'®7-98] Der Gerinnungsfaktor X aus Rinderplasma
soll in zwei Formen vorkommen: Faktor X-I hat ein bis
zwei Neuraminsiure- und cin bis zwei Hexosereste weniger
als Faktor X-1II bei gleicher Gerinnungsaktivitit!5°},

2.4. Lokalisation der Kohienhydrate in den Peptidketten

Die genaue Lokalisation der Kohlenhydrat-Komplexe
(hier als C1, C2 usw. bezeichnet) in den Peptidketten ist
bisher nur fir IgM- und IgG-Globulin und das saure
o;-Glykoprotein bekannt. Im Human-1gM befinden sich
in jedem Monomeren (Molekulargewicht 180000) zehn
Oligosaccharid-Einheiten!”®], also auf jeder p-Kette fiinf
(Abb. 2). C1 liegt im Fd-Bereich, etwa bei Aminosiure
170, C2 in der Hinge-Region nahe der Disulfidbriicke etwa
bei Position 230. C3, C4 und C5 liegen im Fc-Bereich.
Dic im Inneren des Molekiils gelegenen C1, C2 und C3
sind vom komplexen Typ, C4 und CS5 bestehen nur aus
Hexosamin und Mannose.

Diesc Beobachtungen, die an den beiden Waldenstrom-
IgM-Globulinen Ou und Di gemacht wurden, konnten
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Abb. 2. Schema der Polypeptidketten-Struktur einer Monomereneinheit
des Human-1gM Ou mit den Positionen der Kohlenhydrat-Komplexe
C1-CS (nach {70]). PCA =S5-Oxopyrrolidincarbonyl.
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am IgM-Paraprotein Dau bestitigt werden!”!1. Die Koh-
lenhydrat-Zusammensetzung der fiinf Oligosaccharid-Ein-
heiten dieser drei [gM-Globuline ist aus Tabelle 5 ersicht-
lich. Es besteht bis auf die kursiv gedruckten Mannose-
Werte recht gute Ubereinstimmung. Bei diesen Untersu-
chungen war besonders darauf zu achten, daB die J-Kette
entfernt wird, denn sie enthilt ebenfalls Kohlenhydrate
(s. Tabelle 3).

Tabelle 5 veranschaulicht zugleich die Mikroheterogenitét
der Glykoproteine. Fast alle Glykoproteine sollen die Koh-
lenhydrat-Einheiten in verschiedenen Stadien der Vervotl-
stindigung oder mit kleinen Modifikationen enthal-
ten(2-58:72.731 (Diese Mikroheterogenitit am Beispiel der
Waldenstrom-Globuline demonstrieren zu wollen, ist
sicherlich nicht ganz korrekt, denn jedes Paraprotein ist
einmalig — dies gilt {iir seine Aminosduren und vielleicht
auch fiir seine Kohlenhydrate.)

Das IgG enthilt nur etwa ein Viertel der Kohlenhydrate
(2.9 %) des IgM. Diese liegen im Falle des Kaninchen-1gG
in drei Oligosaccharid-Einheiten vor!*5! (Abb. 3). C1 befin-
det sich im Fd-Teil jeder der beiden H-Ketten und ist

Die Tatsache, daB es neben kohlenhydrat-armen IgG-
Molekiilen kohlenhydrat-reichere mit mehreren Zucker-
Einheiten gibt, wurde auch im Falle des Human-IgG be-
schrieben'”#l. Von 76 1gG-Myelomglobulinen hatten 29%;
einen hoheren Kohlenhydrat-Gehalt. In kohlenhydrat-
armen Molekiilen sind die Kohlenhydrate nur im Fc-Teil
lokalisiert. Ein Beispiel hierfur ist das 1gG1-Globulin Eu,
dessen komplette Aminosidure-Sequenz bekannt ist und
dessen Kohlenhydrat-Einheit am Asparagin-297 sitzt!?>l.
In Molekiilen mit 2- bis 2.5-fach erhdhtem Kohlenhydrat-
Gehalt kommen die Zucker auBerdem .noch im -Fd-Teil
oder in den L-Ketten vor. In Molekiilen mit 3- bis 4-fach
hoherem Zucker-Gehalt findet man sie im Fc- und Fd-Teil
und in den L-Ketten. Die kohlenhydrat-reichen IgG-Mole-
kiile haben auflerdem wesentlich mehr Acetyl-neuramin-
sdure: Thr Acetyl-neuraminsiure: Fucose-Verhiltnis be-
trigt 0.44-0.98 gegeniiber 0.18-0.27 bei den kohlenhydrat-
armen [gGs.

Aufgrund dieses hoheren Gehaltes an Acetyl-neuramin-
sdure wandern die kohlenhydrat-reichen IgG-Molekiile in
der Elektrophorese schneller. Solche schneller beweglichen

Tabelle 5. Kohlenhydrat-Zusammensetzung der Glykopeptide der IgM-Globuline Dau, Ou und Di; Angaben in Reste pro Molekiil (nach [71]).

Dau H-Kette Cl C2 3 C4 CSs Summe
(a]

Fucose 2 1 1 2

Mannose 17 3 6-7 2 3 3-4 17-19

Galaktose 5 1 2 1 4

Glucosamin 10 2 3 2 1-2 2 10-11

Acetylneuraminsiure [b] 4

Ou und Di H-Kette Cl c2 C3 C4 (& Sumime
[a]

Fucose 25 ! 1 1 3

Mannose 1517 2-3 2-3 3 5 8-11 20-25

Galaktosc 5-5.5 2 2 2 6

Glucosamin 12-13 3 3-5 4-5 2 2-3 14 18

Acetylneuraminsdure 4

[a] H-Kette=schwere Kette des Immunglobulins.
[b] Aus Mangel an Substanz nicht bestimmt.

in ca. 15% der Molekiile nachweisbar. C2 liegt unsymme-
trisch auf nur einer H-K ette unmittelbar neben der Disul-
fidbriicke in etwa 80% der Molekiile. C3 ist wiederum
auf beiden H-Ketten im Fc¢-Bereich (in Position 67 vom
Carboxy-Ende her gesehen) gebunden und scheint in allen
1gG-Molekiilen vorzukommen.

1gG-Globuline konnten wir frither aus hochgereinigten
Normalserum-Gammaglobulinen durch priparative Zo-
nenelektrophorese isolieren. Sie enthielten 0.47 % Acetyl-
neuraminsiure, wihrend die langsamste [gG-Fraktion nur
0.18% Acetyl-neuraminsiure aufwies!’¢l,

L }\ettc——' Pepsin
S Papain
Cl é l (|33
[ Asn—1 Ser~L_ys—Pr’o—Thx'—?‘\'s—Pl'o—Pro~Pro—Glu—Leu Asn H-Kette
N
I
|
[ Asn T Ser—Lys-—Pr‘o—Tlhr—Cys—Pro—Pro—Pro—Glu—Leu A?n II-Kette
Cl ? Cc2 C3
S

L—l‘\'ette——J

Abb. 3. Peptidketten-Struktur des Kaninchen-IgG mit den Kohlenhydrat-Einheiten C1, C2 und C3 (nach [S5]).
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Abel et al.l’¥ schiitzen, daB im IgG 91% der Molekiile
kohlenhydrat-arm und 9% kohlenhydrat-reich sind. Der
Kohlenhydrat-Gehalt von 2.9 % ist ein Durchschnittswert.
Auch im IgM gibt es Molekiile mit L-Ketten-Kohlenhy-
draten. Bence-Jones-Globuline kénnen demnach - je nach-
dem von welchem Paraprotein sie sich ableiten — auch
Kohlenhydrate enthalten!”7!.

Das saure a;-Glykoprotein ist ein Einketten-Protein mit
ca. 210 Aminosduren und fiinf Oligosaccharid-Einheiten,
die sich sédmtlich im N-terminalen Drittel des Molekiils
befinden und an Asparagin gebunden sind (Abb. 4)U781
Bei einigen weiteren Proteinen (Tabelle 6) ist lediglich
die Anzahl der Zucker-Einheiten pro Molekiil bekannt.

PCA-Tle-Pro—Leu-Cys—Ala—Asn—Leu—Val-Pro—Val-Pro—
(lll
Ile=Thr—Asn-Ala—Thr-Leu—-Asp—-Arg-Ile~Thr—-Gly-Lys~
Ala-Tyr-Ile-Ala—Ser—Ala—Phe—Arg—-Asn—-Glu—-Glu-Tyr-
CIZZ
Asn~Lys—Ser—Val-Gln—-Glu—Ile—=Gln—Ala~Thr—Phe~Phe—
C': 3

Tyr—Phe-Thr—Pro—-Asn~Lys—Thr-Glu~Asp—Thr-Ile~Phe~
Leu~-Arg—-Glu~Tyr—-GIn-Thr-Arg—Gln—-Asp-Gln—Cys-Ile—

(|34 C|5
Tyr—Asn—Thr-Thr—-Tyr—Leu—Asn-Val-Gln-Arg—Glu—-Asn—
Gly-Thr-ile-Ser—Arg-Tyr-Thr-lle-Ser-Arg—Tyr—Val-
Gly—-Gly—Gln—-Glu—His~Val-Ala-His—Leu—Leu-Ile—Leu~
Arg—-Asp—Thr-Lys—Thr-Leu—Met-Leu—Ala=Phe—Asp—--- -

Abb, 4. Ausschnitt aus der Peptidkette des saurcn o;-Glykoproteins

mit den fiinf Oligosaccharid-Einheiten (nach {78]).

Human-Fibrinogen mit einem Kohlenhydrat-Gehalt von
2.8% besitzt Zucker-Einheiten in der Bf- und y-Kette.
Die A,-Kettc ist frei von Kohlenhydrat!7°.

Tabelle 6. Oligosaccharid-Einheiten in Glykoproteinen.

Ketten Einhciten/ Lit.
Molekiil
saures a;-Glyko-
protein 1 5 [78])
Coeruloplasmin 1 (dimer) 6 [38]
%:-Makroglobulin =~ 10 31 [72
Haptoglobin 2-1 4p 13 [80.81]
Transferrin I (dimer) 2 gleiche [42]
Fibrinogen Bf (dimer) 29 [79]
v (dimer) 2
1gG (L. H)2
1gM (L. o 2 einfach }x 0
3 komplex

2.5. Einflul der Kohlenhydrate auf das physikalisch-
chemische Verhalten der Glykoproteine

Der hohe Gehalt an Neuraminsdure hat beim sauren a,-
Glykoprotein Auswirkungen auf das physikalisch-chemi-
sche Verhalten!®2L Vergleichende Untersuchungen mit dem
nativen und dem neuraminsédure-freien Glykoprotein hin-
sichtlich Viskosititsgrenzzahl, Diflusions- und Reibungs-
koeffizient sowie Verhalten in der Ultrazentrifuge weisen
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darauf hin, daB das native Molekiil eine etwas ungleichmi-
figere Form hat. Diese Form konnte dadurch erklirt
werden, daBl alle Neuraminsiurereste im N-terminalen
Drittel der Peptidkette lokalisiert sind und daf3 daher dieser
Teil des Molekiils moglicherweise stidrker hydratisiert ist
als die iibrigen Partien.

Der hohe Kohlenhydrat-Gehalt wirkt sich auch auf die
Bestimmung des Molekulargewichtes aus. Bei Anwendung
der Gelfiltrationsmethode mit Sephadex G-75 findet man
z. B. fiir das saure a,-Glykoprotein ein Molekulargewicht
von 60000 (richtiger Wert: ca. 44000)!%%), Wendet man zur
Bestimmung des Molekulargewichtes die Acrylamidgel-
Elektrophorese in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
an, so sind die gefundcnen Molekulargewichte abhiingig
vom Vernetzungsgrad des Gels'®*, Diese Anomalie wird
darauf zuriickgefiihrt, da3 das Dodecylsulfat von den Oli-
gosaccharid-Einheiten weniger stark gebunden wird als
vom Protein-Anteil.

Die Kohlenhydrat-Gruppen mit ihrer starken Hydratation
bedingen eine erhdhte Loslichkeit der Glykoproteine. So
gehoren die kohlenhydrat-reichsten Serumproteine Cl-
Inaktivator, saures a;-Glykoprotein und Himopexin zur
Seromucoid-Fraktion. Diese Proteine werden durch Per-
chlorsidure und Trichloressigsdure nicht ausgefillt, zeigen in
Losung eine erhebliche Thermoresistenz und erfordern zur

Prazipitation wesentlich groBere Mengen an Fillungsmit-
teln!8%-80),

Ein besonders interessantes Phinomen bieten die gefrier-
punktserniedrigenden Glykoproteine des antarktischen
Fisches Trematomus borchgrevinki. Sie bewahren das Blut
vor dem Gefrieren selbst bei —1.9°C. Es handelt sich
dabei im wesentlichen um drei Glyk oproteine mit Moleku-
largewichten von 10500, 17000 und 21500. Sie sind aus
Ala-Ala-Thr-Einheiten aufgebaut. Alle Threonine sind O-
glykosidisch mit Galaktosyl-N-acetyl-galaktosamin ver-
bunden. Nach Oxidation der Hydroxygruppen des Zuckers
zu Carboxygruppen geht die Aktivitéit verloren. Bei ge-
ringen Konzentrationen (<19;) sind diese Glykoproteine
ebenso effektiv wie Natriumchlorid. Sie bewirken somit
eine Gefrierpunktserniedrigung, die etwa 100- bis 1000-mal
groBer ist als ihr Molekulargewicht erwarten 14f3t187-88],

Beim Coeruloplasmin beeinflussen chemische Anderungen
die Kristallform. Das native Protein bildet tetragonale,
das neuraminsiure-freie dagegen hexagonale Prismen!®?],

3. Bedeutung des Kohlenhydrat-Anteils

Die Glykoprotcine iiben wichtige biologische Funktionen
aus. Sie sind wirksam als Transportproteine, Inhibitoren,
Enzyme, Hormone, Gerinnungsfaktoren, K omplementlak-
toren und Antikorper. Es erhebt sich dic Frage, ob der
Kohlenhydrat-Anteil irgend ctwas mit ihrer Funktion zu
tun hat. Die Antwort ist nicht ganz einfach — wir wissen
noch zu wenig. Lediglich {iber dic Bedeutung der Neur-
aminsidure liegen einige Erfahrungen vor. Dieser end-
stindige Zucker liBt sich relativ leicht durch Neurami-
nidase abspalten!®®. Ein hochgereinigtes Enzym aus
Vibrio cholera, frei von Proteasen. steht fiir derartige
Untersuchungen zur Verfiigung.
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3.1. Rolle der Neuraminsiure

In Tabelle 7 ist der EinfluB der Neuraminidase-Behandlung
auf die biologische Aktivitdt wichtiger Glykoproteine
zusammengestellt. Einige von ihnen, darunter die Hor-
mone, werden inaktiviert. Die Proteinasen- und Komple-
ment-Inhibitoren werden nicht beeinfluflt. Auch die
Antikorper erleiden keinen Aktivitdtsverlust. Die Trans-
portproteine konnen weiterhin ihre Liganden binden und
transportieren. So kann z. B. neuraminsiure-freies Trans-
ferrin den Reticulocyten nach wie vor Eisen zur Verfiigung
stellen!®!-22). Auch die Bindung von Cortison an Transcor-
tin®3 oder von Progesteron an das saure a-Glykopro-
tein!®#! ist weiterhin m&glich.

Tabelle 7. EinfluB der Neuraminidase-Behandlung auf die biologische
Aktivitit einiger Glykoproteine.

Inaktivierung kein Aktivitdtsverlust

Choriongonadolropin Cholinesterase
(HCG) Thrombin
follikel-stimulierendes Hageman-Faktor Inter-a-Inhibitor
Hormon (FSH) Transcortin %2-Makroglobulin
Erythropoetin thyroxin-bindendes  C1-Inaktivator

ay-Anlitrypsin
Antithrombin 11K

MN-Substanz Globulin
Migrations-Inhibitions- Haptoglobin
faktor (MIF) Coeruloplasmin [a]
Transferrin Antik6rper
Fibrinogen
Prothrombin

[a] Kupfer-Bindung und Oxidase-Aktivitit.

Neuraminsiure-freies Coeruloplasmin wird nach Injektion
in Kaninchen in wenigen Minuten aus der Zirkulation
ausgeschieden und findet sich in den Leberparenchym-
zellen wieder. Diese Zellen haben offenbar eine besondere

Die Abspaltung der Neuraminsiure aus Fibrinogen fiihrt
zu einer veridnderten Struktur des Fibringerinnselsi®8-%91
und neuraminsiure-freies Prothrombin wird, wie wir friiher
fanden, in hochprozentiger Citrat-Losung schneller in
Thrombin umgewandelt!!°%,

Ein Phinomen, das ebenfalls eng mit dem Neuraminsiure-
Gehalt zusammenhingt, ist die Hemmung der durch
Influenza-Virus verursachten Hidmagglutination. In
Tabelle 8 sind eine Reihe von Serum-Glykoproteinen nach
ihrer Inhibitor-Aktivitdt gegeniiber dem Stamm B/Mary-
land angeordnet!'®'1. Die Inhibitor-Eigenschaft geht nicht
mit dem Neuraminsdure-Gehalt parallel, denn das saure
ay-Glykoprotein mit 12% Neuraminsdure ist nur ein
schwacher Inhibitor im Vergleich zum Uromucoid von
Tamm und Horsfall mit nur 7% Neuraminsdure. Nach
Polymerisation des sauren «;-Glykoproteins steigt die
Inhibitor-Wirkung an. Ein geniigend groBes Molekular-
gewicht ist also wesentlich. Die Tatsache, da8 die Gilyko-
proteine gegen andere Virusstimme unterschiedliche
Hemmwirkungen zeigen, weist darauf hin, daf} eine beson-
dere sterische Anordnung der Rezeptoren nétig ist. Die
terminalen Neuraminsdurereste der Glykoproteine
besetzen dabei die Neuraminidase-Rezeptoren der Virus-
partikeln, so daB} diese nicht mehr mit den Erythrocyten
reagieren konnen!!- 1011,

3.2. Beteiligung weiterer Zuckerbausteine

Bei zwei weiteren Proteinen haben wir Hinweise, daB die
Kohlenhydrate direkt fiir die Aktivitdt verantwortlich sind:
Die Komplement-K omponente C9, die fiir die letzte Phase
der Komplement-Reaktion zustdndig ist, bildet mit Eisen
ein Chelat!!°3, Sie kann in ihrer biologischen Aktivitit
durch o-Phenanthrolin ersetzt werden. Die Eisenbindung
erfolgt in diesem Falle durch die Kohlenhydrate, denn
nach Oxidation mit Kaliummetaperjodat wird C9 inakti-

Tabelle 8. Serum-Glykoproteine als Inhibitoren der. Influenza-Virus-Himagglutination (Stamm B/Md) (nach [101]).

Inhibitor- Mol.-Gew. Necuraminsiure

Aktivitit [%] [mol;mol]
Blutgruppensubstanz MM 100 12000000 11.5 4466
Uromucoid [a] 400 7000000 7.0 1586
IgM-Globulin 25 900000 1.8 405
Haptoglobin 1-1 25 85000 52 14
Fetuin (Rind) 12.5 45000 4.5 9
Himopexin 10 80000 5.0 13
7, X-Glykoproten 6.25 60000 70 14
x1:-Makroglobulin 5 820000 1.8 48
B:-Glykoprotein 1 1.67 40000 4.5 6
saures x;-Glykoprotein 0.80 44000 12.1
Coeruloplasmin 0.80 160000 24 2
Zn-1,-Glykoprotein 0.80 41000 4.7
IgA-Globulin 0.80 160000 1.3 11
¥;-Antitrypsin 0.53 54000 36 6
%,-T-Glykoprotein 0.40 60000 7.0 7

[al Von Tumm und Horsfali.

Affinitét fiir Galaktosereste. Entfernt man die nun endstiin-
dige Galaktose mit B-Galaktosidase, so findet man wieder
Halbwertszeiten, die denen des nativen Coeruloplasmins
gleichkommen!®3~°7),
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viert. DafBl kohlenhydrat-reiche Glykoproteine FEisen
binden konnen, wird besonders eindrucksvoll am Beispiel
des Gastroferrins! 13 demonstriert. Dieses eisenbindende
Glykoprotein des Magenschleims mit einem Molekular-
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gewicht von ca. 260000 besteht zu etwa 85% aus Kohlen-
hydraten. Es ist imstande, 6 % seines Gewichtes an Eisen
zu binden. Die Neuraminsiure spielt dabei keine Rolle.

Als zweites Beispiel ist der relativ obskure ,,Colony stimu-
lating factor” fir Granulocyten und Makrophagen zu
nennen, der ebenfalls durch Oxidation der Kohlenhydrate
inaktiviert wird!194],

3.3. Kohlenhydrate als Hemmstoffe fiir
biologische Reaktionen

Die Kohlenhydrate kaschieren erhebliche Teile der Ober-
fliche der Glykoproteine und konnen so proteolytische
Enzyme in ihrer Wirkung behindern. Trypsin und Papain
konnen z. B. das native saure o;-Glykoprotein nur schlecht
spalten!1°5], Von Coeruloplasmin ist ebenfalls eine gewisse
Papain-Resistenz bekannt!%¢!. Schneller wandernde 1gG-
Globuline, die einen hoheren Kohlenhydrat-Gehalt auf-
weisen, sind in gleicher Weise charakterisiert durch eine
relative Stabilitdt gegeniiber Hydrolyse!'°”!, Das exokrine
IgA, das u.a. im Darmschleim seine schiitzende Funktion
als Coproantik&rper ausiibt, soll aufgrund seines Kohlen-
hydrat-Gehaltes von 12 % eine recht hohe Widerstandsfa-
higkeit gegen bakterielle und Verdauungsenzyme
besitzen! 28199 Das 1gD mit einem etwa gleich hohen
Kohlenhydrat-Gehalt wird dagegen auBerordentlich leicht
von proteolytischen Enzymen angegriffen. Seine Kohlen-
hydrate sollen sich im Fd- und im Fc-Teil befinden'! 9.
Sie miissen so weit voneinander entfernt sein, da die
Hinge-Region (iir Spaltungen‘ leicht zugénglich ist.

Das saure o;-Glykoprotein kann Vitamin B, binden,
besitzt jedoch im nativen Zustand nur eine relativ geringe
Bindungskapazitdt. Entfernt man die Neuraminséure, so
steigt die B,,-Bindung auf das Vierfache an!*!!l Durch
Entfernung der Neuraminsaure soll auch die Immunogeni-
tit des sauren a;-Glykoproteins zunehmen. Diese
MaBnahme wird zur Herstellung von Antiseren gegen
dieses Protein empfohlen!!*2!,

Neuerdings ist die Neuraminsdure-Abspaltung in der Tu-
mor-Immunologie interessant geworden. Hierzu werden
z.B. Tumorzellen mit Neuraminidase behandelt und dem
Patienten wieder mit oder ohne BCG injiziert!!?3- 114}
Die Immunzellen sollen nun die freigelegten Tumor-Anti-
gene erkennen und den Tumor mit Hilfe von Antikérpern,
Komplement und der zelluldren Immunitét zerstoren.

Die Tatsache, dal Kohlenhydrate und insbesondere dié
Neuraminsdure die Ausbildung einer humoralen oder zel-
luliren Immunitét behindern, ist auch fiir die Transplanta-
tions-Immunologie interessant. Neben den immunsuppres-
siven Drogen sind auch Serumproteine imstande, eine Sen-
sibilisierung zu unterdriicken!**3, Am bekanntesten und
am meisten diskutiert ist das x-Globulin von Mowbray!! 1],
Dieses Protein konnte die Antikodrperbildung und die
AbstoBung von Transplantaten inhibieren. Die Versuche
waren schwierig zu reproduzieren, und schlieBlich wurde
behauptet, daB- die immunsuppressive Wirkung auf
Ribonuclease-Aktivitdt beruhte. Kiirzlich gelang es Schmid
et al.!''7] gus der Fraktion IV von Cohn ein Peptid mit
einem Molekulargewicht von 40006000 zu isolieren, das
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praktisch frei von Kohlenhydrat ist. Es kann die durch
Phytagglutinin induzierte Proliferation von Lymphocyten
verhindern und bei gegen Hammel-Erythrocyten immuni-
sierten Méusen die Bildung von plaque-bildenden Zellen
inhibieren.

Diese Substanzen scheinen nicht identisch zu sein mit
den Chalonen. Das sind Stoffe, die die Zellproliferation
in bestimmten Geweben hemmen, also Mitose-Inhibitoren.
Sie werden von den Zellen dieser Gewebe gebildet, z. B.
von Lymphocyten, Granulocyten oder Fibroblasten, und
sind ebenfalls fiir die Transplantations- und Tumor-
Immunologie wichtig!*!8-12%  Sje lassen sich aus
diploiden Human-Fibroblasten, Rindermilz oder Kalbs-
thymus isolieren. Die Molekulargewichte licgen zwischen
30000 und 50000. Das Chalon aus Kalbsthymus ist ein
saures a-Glykoprotein, und es erhebt sich die Frage, ob
es etwas mit dem sauren a;-Glykoprotein zu tun hat.

3.4. Biologische Eigenschaften, bei denen Kohlenhydrate
keine Rolle spielen

Auf dem Fc-Teil der Immunglobuline gibt es Bezirke, die
fiir Placenta-Permeabilitidt, Komplement-Bindung, Phago-
cytose und Artspezifitit wichtig sind. Besonders fiir die
erstgenannte Eigenschalt hatte man Kohlenhydrate verant-
wortlich gemacht!! 2!, Aber wie durch Vergleich von nati-
vem und mit spezifischen Glykosidasen behandeltem
Miuse-lmmunglobulin gezeigt werden konnte, sind die
Zucker fiir die Placenta-Permeabilitidt nicht erforder-
lich!'22,

Auch fiir die Komplement-Bindung der [gG-Globuline
scheinen die Zucker keinc Bedeutung zu haben!'23l. Iso-
lierte 1gG-Glykopeptide beeinfluBten die Komplement-
Bindung nicht, und bei zwolf 1gG-Myelomglobulinen mit
unterschiedlichen K ohlenhydrat-Gehalten zeigte die Kom-
plement-Bindung keine Abhdngigkeit vom Zuckerge-
halt!? 24! Bei Phagocytose-Versuchen mit zahlreichen Plas-
maproteinen konnten wir keine Hinweise fiir eine Beein-
flussung durch die Zucker feststellen!!?%]. Das IgM mit
rund 10 % Kohlenhydraten stimuliert die Phagocytose gut,
aber das kohlenhydrat-freie C-reaktive Protein bewirkt
praktisch die gleiche Forderung der Phagocytose.

Ander Artspezifitdt der Immunglobuline scheinen die Koh-
lenhydrate ebenfalls nicht beteiligt zu sein. Sie sind nicht
immunogen!'?¢!. Als Grund hierfiir kann man anfiihren,
daB es nur einige wenige Grundtypen dieser Glykoprotein-
Oligosaccharid-Einheiten gibt (Abb. 1) und daB diese in
der Evolution praktisch gleich geblicben sind. Sie sind
weit verbreitet und werden daher als Sclf toleriert.
Angesichts eines so reichen Tatsachenmaterials fragt man
sich nach der eigentlichen Bedeutung der Kohlenhydrate.
Liegt all diesen Erscheinungen ein gemeinsames Prinzip
zugrunde oder sind die Zucker nur zufillig da, ein Relikt
aus grauer Vorzeit, der Evolution?

3.5. Evolution der Glykoproteine

Analysen der Aminosiure-Sequenz einiger Proteine haben
die Vorstellungen von Darwin bestitigt. Die groBen
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Tabelle 9. Kohlenhydrat-Zusammensetzung von Immunglobulinen verschiedener Spezies. AV = Antigenverwandtschaft zwischen HMW und LMW.

Klasse Spezies Hexose Hexosamin  Fucose  Acetyl- Gesamt- AV
[a] [%] [%] [%] neuraminsdure  Kohlenhydrat
[%] [%]
Knorpelfische Dornhai
Heterodontus francisci
HMW 70000 4.1 34 045 14 93 +
LMW 70000 5.5 44 0.5 1.5 19
Knochenfische Afrikanischer Lungenfisch
Protopterus aethiopicus
LMW 38000 24 2.1 045 0.03 50 -
Loffelstor
Polyodon spatula
HMW 70000 59 3.3 1.1 05 9.0 +
LMW 70000 4.1 29 1.0 0.1 8.1
Schlammfisch
Amia calve
HMW 70000 59 33 0.7 08 10.7 +
LMW 52000 4.8 2.6 0.6 1.1 9.1
Reptilien Schildkréte
Chelydra serpentina
LMW 38000 0.2 0.05 04 0.2 0.8 -
Vogel Huhn
Gallus domesticus
HMW 70000 32 29 0.5 0.6 7.2 -
LMW 66000 20 1.25 0.45 04 4.1
Siuger Mensch
Homo sapiens
HMW (IgM) 70000 5.6 4.2 1.0 1.3 12.1 -
LMW (IgG) 50000 1.0 09 03 02 24

[a] Die Abkiirzungen HMW (High molecular weight) und LMW (Low molecular weight) bedeuten Molekulargewichte von 900000 bzw. 150000 fiir die

nativen Antikorper.

Etappen der Evolution lassen sich an den Veranderungen
der Sequenz des Cytochroms C iiberschauen!!27, Dieses
Protein, das bei der biologischen Oxidation in den Zellen
eine Rolle spielt, hat sich in der Evolution am wenigsten
verdndert. Die Feinheiten unseres Stammbaumes, beson-
ders der letzten Phasen, lassen sich am Hidmoglobin
ablesen'' 281, Diese beiden Proteine enthalten jedoch kein
Kohlenhydrat.

Von den Serum-Glykoproteinen sind die Immunglobuline
wegen ihrer Bedeutung in Prophylaxe und Therapie am
besten untersucht!! 2% 130, Sie bestehen nach den Untersu-
chungen von Porter und Edelman, die dafiir 1972 den
Nobelpreis erhielten!!3!), aus zwei leichten (L) und zwei
schweren (H) Peptidketten. Die L- und H-Ketten sollen
sich von einem Ur-Gen, das nur die halbe L-Kette codiert,
ableiten. Durch Gen-Duplikation und Hypermutation ha-
ben sich daraus die heutigen Immunglobulin-Gene
entwickelt!!327 1351 Von den H-Ketten sollen die Ketten
des IgM, die p-Ketten, die entwicklungsgeschichtlich
iltesten sein.

AuBer der Aminosdure-Sequenz gibt auch die Kohlen-
hydrat-Zusammensetzung wichtige Hinweise iiber die
Evolution der Immunglobuline!'*®- 1371, So sind die Koh-
lenhydrat-Gehalte der hochmolekularen Antikorper (IgM),
deren H-Kette ein Molekulargewicht von ca. 70000 hat,
praktisch gleich geblieben (Tabelle 9). Sie stimmen auch mit
den in einigen Spezies vorkommenden 7S—IgM-Anti-
korpern, mit denen sie eine komplette Antigengemein-
schaft zeigen, {iberein. Aus der Reihe fillt lediglich das
IgM-Globulin des Huhnes, das einen geringeren Kohlen-
hydrat-Gehalt hat.

Die H-Ketten des IgG-Globulins, die y-Ketten, mit Mole-
kulargewichten von ca. 50000, haben antigenmiBig nichts
mit der p-Kette zu tun. Sie haben, wie schon in Tabelle
2 gezeigt, beim Menschen einen Gesamtkohlenhydrat-
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Gehalt, der noch unter 3% liegt. Die y-Ketten bestehen
normalerweise aus einem variablen Teil (V) und drei kon-
stanten Teilen (C;, C, und C3), deren Bereich ca. 110
Aminosiduren mit einem Molekulargewicht von etwa 12 500
umfaBtl!38), Fehlt einer dieser konstanten Bereiche, wie
z.B.beider H-Kette der Schildkrote oder des Afrikanischen
Lungenfisches, so betrdgt das Molekulargewicht dieser ver-
kiirzten H-Ketten nur ca. 38000.

Im Rinder-IgG ist die komplexe Oligosaccharid-Einheit
C3im Bereich C; der H-Kette lokalisiert. Wenn ein solcher
kohlenhydrat-haltiger Kettenabschnitt fehlt, so ist wie bei
der Schildkrote der Kohlenhydrat-Gehalt der H-Kette sehr
gering. Fehlt dagegen infolge abweichender Gen-Duplika-
tion ein kohlenhydrat-armer Kettenabschnitt, wie es z. B.
beim Afrikanischen Lungenfisch sein kodnnte, so kann der
Kohlenhydrat-Gehalt der H-Ketten hoher liegen als bei
den H-Ketten mit drei konstanten Bereichen.

Beim Huhn betrigt das Molekulargewicht der H-Kette
der LMW-Antikorper 66000. Es erhebt sich die Frage,
ob ein zusitzlicher konstanter, kohlenhydrat-haltiger Ket-
tenabschnitt den im Vergleich zum IgG des Menschen
erhohten Kohlenhydrat-Anteil verursacht hat. Moglicher-
weise besteht ein Zusammenhang zwischen dieser abwei-
chenden Struktur und den Konformationsidnderungen der
Hiihner-Antikrper in Salzlosungen verschiedener -Kon-
zentration, die verantwortlich sein sollen fiir das besondere
Prézipitationsverhalten der Hithner-Antikorper im Agar-
gelt!3°1 Hiihner-Antik rper benstigen bekanntlich fiir die
Bildung von Immunprizipitaten einen NaCl-Gehalt von
8 D/0.

In den Immunglobulinen der Vertebraten wurden bei allen
untersuchten Species Mannose, Galaktose, Glucosamin
und Acetyl-neuraminsdure nachgewiesen. Das Mannose:
Galaktose-Verhiltnis war bei Sidugetieren und Viégeln
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groBer als 1, bei Tieren, die unterhalb der Vogel stehen,
lag es in der Grofienordnung um 1. Die Fucose fehlte
bei zwei der untersuchten Spezies!' 4?1, Die Kohlenhydrat-
Zusammensetzung der Transferrine differiert je nach Spe-
zies ebenfalls erheblich!!4!-142), Die Unterschiede werden
damit erklirt, daBl die Proteine eine unterschiedliche
Anzahl von Heteropolysaccharid-Einheiten enthalten sol-
len: Affen-(Cynomolgen-), Hithner- und Rinder-Transfer-
rin eine, Human-, Pferde- und Kaninchen- zwei und
Schweine-Transferrin vier.

Ct C2
A X
/ﬁS C4 C5
i
B 53¢ "%
/_ R
D 132 £ 181

Abb. 5. Struktur des sauren o,-Glykoproteins (vgl. Abb. 4). Zur Veran-
schaulichung der homologen Bezirke wurde die Kette in die Bereiche
A bis E zerlegt (nach [143]).

Fiir die Entwicklungsgeschichte der Glykoproteine ist die
kiirzlich durch Aminosiduresequenz-Analysen festgestellte
Verwandtschaflt zwischen den Immunglobulinen und dem
sauren «,-Glykoprotein von besonderem Interessel'+3L
Die Peptidkette des sauren «,-Glykoproteins enthilt, wie
Abbildung 5 zeigt, zwei Partialsequenz-Duplikationen.
Bereich B ist homolog mit dem Carboxyende des
Abschnitts A. Bereich D ist homolog mit Bereich C. Der
aus 43 Aminosiduren bestehende amino-terminale
Abschnitt A ist homolog mit dem amino-terminalen Ende
der L-Kette (x-Typ) des IgG-Globulins. Die 22 Amino-
sduren vom Carboxyende des Bereichs D zeigen eine sehr
hohe Homologie mit der x-Kette des Haptoglobins!!*4,
Sequenz E ist homolog mit einem konstanten Bereich
der H-Kette des Kaninchen-IgGt'l. -

B i

Abb. 6. Schematische Darstellung der ,reduzierten” Aminosiure-Sequenz
dessauren a -Glykoproteins. Die Bereiche B und C mit Sequenz-Duplika-
tion und die Haptoglobin-Sequenz D sind ausgeklammert. Die Peptid-
Kette besteht duann noch aus A, das dem variablen Bereich der L-Kelte
des 1gG entspricht, E, das dem konstanten Berecich der-H-Kette des
IgG dhnelt und einem Teilbereich von D. Sie umfaBt ca. |10 Aminosiduren
und stellt so das hypothetische Ur-Immunglobulin dar (nach[143]).

LBt man, wic in Abbildung 6 gezeigt, die Abschnitte mit
Sequenz-Duplikation und den Haptoglobin-Bereich weg,
so erhiilt man eine . reduzierte” Peptidkette. die dem hypo-
thetischen Ur-Immunglobulin entspricht. Der Gedanke

[*] Die Angaben-in den Abb. 4 sowie 5 und 6 stimmen nicht véllig
iiberein: Bei Abb. 4 ist einc Peptidkettc aus,ca. 210 Resten, bei Abb.
5 und 6 aus 181 Resten zugrundegelegt. An der Aussage der Abbildungen
5 und 6 dndert sich dadurch im Prinzip jedocht nichts.
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liegt nahe, daB das saure o ,-Glykoprotein daraus entstan-
den ist.

Angesichts der genetischen Verwandtschaft dieser beiden
Proteine fragt man sich, ob das saure a ;-Glykoprotein heu-
te noch funktionell mit der Immunabwehr zu tun hat, zu-
mal es bei allen entziindlichen Prozessen im Serum stark
erhoht ist, und wie die Zucker in die Peptidkette eingebaut
werden, d. h. wie die Glykoproteine sich bilden.

3.6. Synthese der Glykoproteine

Die Synthese der Serum-Glykoproteine erfolgt im wesentli-
chen an zwei Stellen: in der Leber und im Lymphgewebe.
Ausnahmen hiervon bilden der fibrin-stabilisierende Fak-
tor, der aus den Thrombocyten kommt, und einige Gly-
koprotein-Hormone, die der Hypophyse sowie der Placenta
entstammen. Die meisten Glykoproteine werden aus-
schlieBlich in der Leber synthetisiert!!*® = 147 (Tabelle 10).
Transferrin soll in der Leber und in Lymphocyten gebildet
werden. Die Immunglobuline entstammen Plasmazellen,
die sich von B-Lymphocyten ableiten. Die fiir dic Bildung
des sekretorischen IgA zustindigen Plasmazellen kénnen
das Protein in Brustdriisen, Bronchien, Darmschleim etc.
produzieren. Mdglicherweise werden in den Lymphocyten
weitere Glykoproteine gebildet.

Der Ablauf der Glykoprotein-Synthese konnte auf drei
Arten erfolgen!®3-731:

1. Protein und Kohlenhydrat-Gruppen konnten getrennt
synthetisiert und am Bildungsort der Peptidkette, den
Ribosomen, miteinander verkniipft werden.

2. Der Einbau der Kohlenhydrat-Gruppen konnte erfol-
gen, nachdem die Peptidkette das Ribosom verlassen hat
und sich im endoplasmatischen Reticulum befindet.

3. Auch eine Kombination der beiden vorstehenden Mog-
lichkeiten wire denkbar, bei der ein Teil der Kohlenhy-

Tabelle 10. Syntheseort von Glykoproteinen des Humanplasmas.

Glykoprotein Syntheseort
a,-Fetoprotein Leber
saures x,-Glykoprotein Leber
vitamin-B, ,-bindendes

Protein TC | Leukocyten
oy-Antitrypsin Leber
Prothrombin Leber
Ge-Globulin Leber
Haptoglobin Leber
Antithrombin HI Leber
Coeruloplasmin Leber
Cl-Inaktivator Lcber
Cholinesterase Leber
23-Makroglobulin Leber

Transferrin Leber, Lyinphgewebe:
Milz, Brustdriise.

Lymphocyten, Makrophagen

C4 Leber
Himopexin Leber
B:-Glykoprotein 1 Leber
Fibrinogen Leber

Faktor XIII Leber?
fibrin-stabilisierender

Faktor Thrombocyten

Immungiobuline Lymphgewebe: Lymphknoten,
Milz, Brustdriise. -

Plasmazellen
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drate in der Ribosomen-Phase eingebaut und der Rest
spater angehingt wird.

Der sukzessive Einbau nach Fall drei scheinl fiir die Syn-
these der Serum-Glykoproteine in Leber und Lymphocyten
zuzutreffen. Mit radioaktiv markiertem Leucin und !*C-
Monosacchariden konnte gezeigt werden, daB die L-Kette
eines IgG-Myelomglobulins von der Maus in ca. 3040
Sekunden synthetisiert wird!!*#~!3°] Der gesamte Peptid-
anteil des [gG-Molekiils entsteht in etwa 90 Sekunden. Die
in der Ribosomen-Fraktion gefundenen Antikdrper sind
praktisch kohlenhydrat-frei, lediglich Glucosamin ist schon
nachweisbar. Die Antikorper wandern nun zur Peripherie
der Zelle. Auf dem Wege dorthin durch -die Kanile des
endoplasmatischen Reticulums werden durch mehrere Gly-
kosyl-Transferasen, die entlang der Membranen des rauhen
und glatten endoplasmatischen Reticulums und im Golgi-
Apparat lokalisiert sind, schrittweise weitere Monosaccha-
ride angehdngt. Zuletzt werden die endstindigen Fucose-
und Acetylneuraminsdurereste eingebaut. Insgesamt dauert
es ca. 20-30 Minuten, bis komplette Antikorper-Molekiile
auflerhalb der Zelle erscheinen.

Inhibiert man den Einbau der Monosaccharide! %! durch
Zugabe von 2-Desoxy-D-glucose!!*?), so unterbleibt die
Wanderung der neugebildeten Antikorper-Molekiile zur
Peripherie hin. Sie bleiben in den ribosomen-haltigen Mem-
branen und konnen nicht in das rauhe endoplasmatische
Reticulum oder von dort zu den glatten Membranen ge-
langen. Fiir das Ausschleusen der Glykoproteine aus dem
glatten endoplasmatischen Reticulum oder dem Golgi-Ap-
parat aus der Zelle sollen die Zucker nicht wichtig sein.

Der Aufbau der Oligosaccharid-Einheiten ist nicht durch
einen Ribonucleinsiure-Code gesteuert wie im Falle def
Peptidkette. Er hidngt vielmehr vom Vorhandensein dér
betreffenden Glykosyl-Transferasen im Gewebe, in dem
die Synthese stattfindet, ab. Das Vorkommen oder Fehlen
dieser Enzyme ist natiirlich genetisch determiniert. Bei
der Synthese des Ovotransferrins (Conalbumin), das hin-
sichtlich seiner Aminoséure-Struktur und immunologisch
mit dem Serum-Transferrin des Huhnes identisch ist, aber
eine andere Kohlenhydrat-Zusammensetzung aufweist —
es enthilt nur Glucosamin und Mannose — waren offenbar
die fiir den Einbau weiterer Zuckerreste erforderlichen
Enzyme nicht zugegen!!*3. Da der Einbau in die Peptid-
kette nicht durch RNA codiert ist, aber doch genetisch
gesteuert sein muf, so nahm man an, daB das Signal
fiir das Eingreifen der Glykosyl-Transferasen in der Amino-
sdure-Sequenz verankert ist. Immer dann, wenn die Amino-
siure-Folge Asn—X—Thr oder Asn—X—Ser - wobei X
eine beliebige Aminosiure sein kann — auftritt, soll Hexos-
amin an Asparagin angehingt werden!?-3-134]. Die Amino-
sdure X soll den Typ der Oligosaccharid-Einheit bestimmen.

Man kann gegen diese Hypothese einwenden, daf3 die
Ribonucleasen A und B die gleiche Aminosiure-Sequenz
haben, die eine enthilt Zucker, die andere nicht. Aber
wie schon im Falle der Hiihner-Transferrine gesagt, spielen
auch Vorkommen und Natur der Glykosyl-Transferasen
eine Rolle, und es diirfen keine Inhibitoren fiir den Einbau
der Zucker zugegen sein.

Damit wird das Vorkommen der Zucker in den Glykopro-
teinen verstindlich, aber die Frage nach dem eigentlichen
Sinn ist immer noch nicht geklart.
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3.7. Funktion der Kohlenhydrate in Glykoproteinen

Nach der Hypothese von Eylar'!'*%) soll die Bedeutung
der Zucker darin liegen, daB sie den in den Zellen gebildeten
Proteinen den Austritt durchdie Zellmembran in den extra-
zelluliren Raum erméglichen. Sie wiren somit eine Art
chemischer PaB. Die Belunde von Melchers und
Knopft'*8-159 (5. Abschnitt 3.6) schienen Eylars Auffas-
sung zu bestitigen. Es gibt jedoch auch Argumente
dagegen. So wird z. B. das Serumalbumin, das die iiberwie-
gende Menge der Plasmaproteine ausmacht, in Zellen syn-
thetisiert und kann deren Membran passieren, obwohl
es keine Kohlenhydrate enthilt. Der Hypophysenvorder-
lappen scheidet Hormone aus; drei davon — LH, FSH
und TSH - sind Glykoproteine, die anderen drei — Wachs-
tumshormon, ACTH und Prolactin — nicht. Auch die
neueren Arbeiten von Esterly'' 'Y und Melchers!' > lassen
die Hypothese zweifelhaft erscheinen. Die Vielzahl der
geschilderten Phdnomene steht eher im Einklang mit der
Auffassung von Winterburn und Phelps''*% 157, Hiernach
sollen die Zucker Rezeptoren in einem Erkennungsprozell
sein. Beispiele fiir positive Erkennung wiren

1. Hormone, die iiber Neuraminsiurereste ihre Zielzelle
finden - wie Choriongonadotropin und FSH - und die
inaktiviert werden, wenn man die Neuraminsiure entfernt.

2. der rasche Katabolismus von neuraminsiure-freiem
Coeruloplasmin. Solange die Neuraminsidure endstindig
war, erkannten die Leberparenchymzellen das Protein
nicht. Die nach Abspaltung der Neuraminsiure freigelegten
Galaktosereste wurden dagegen sofort erkannt — vielleicht
von Sialyl-Transferasen der Zellmembran — und das Asialo-
Coeruloplasmin verschwand in kiirzester Zeit aus der Blut-
bahn.

3. die Hamagglutination durch Influenza-Viren.

Negative Erkennung wiire z. B. das Maskieren von Antigen-
determinanten oder das Kaschieren grofBerer Bezirke der
Molekiiloberfliche. Das sind die in Abschnitt 3.3
erwihnten Phiinomene, die heute in der Tumor- und Trans-
plantations-Immunologie wichtig sind. Bei der Aktualitat
dieser modernen Forschungsrichtungen der Medizin lohnt
es sich, der Bedeutung der Glykoproteine nachzugehen.
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Wie ,,aromatisch“ sind A5-Phosphorine?
Elektrophile Substitutionsreaktionen

Von Werner Schifer und Karl Dimroth!™

Herrn Professor Karl Winnacker zum 70. Geburtstag in
Dankbarkeit gewidmet

Der Begriff ,,Aromazitdt“t!! wird vom priaparativen Chemi-
ker auch so verstanden, daB3 die Substitution eines H-Atoms
unter Erhalt oder Riickbildung des aromatischen Systems
vor der Addition zu einer weniger ungesittigten Verbindung
begiinstigt ist. — Bei der Umsetzung von Phosphoniumyli-
den mit Elektrophilen beobachtet man stets eine Zweistu-
fenreaktion: Addition zum Phosphoniumsalz und, in Ge-
genwart einer ausreichend starken Base, Abspaltung eines
a-Protons. Ist das neue, substituierte Ylid stark mesome-
riestabilisiert, so kann das Proton auch vom weniger stabili-
sierten Ausgangsylid unter ,,Umylidierung“!? aufgenom-
men werden.

Solche Reaktionen beobachteten Mirkl etal. auch bei
der Umsetzung von cyclischen 6n-delokalisierten Phospho-
niumyliden wie 1,1-Diphenyl- und 1,12-Triphenyl-

[*] Dr. W. Schiifer und Prof. Dr. K. Dimroth
Organische Chemie im Fachbereich Chemie
der Universitit
355 Marburg, Lahnberge
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phosphanaphthalin!®. Mit Methyljodid oder Diazonium-
salzen entstanden zunichst die Phosphoniumsalze, die in
Gegenwart von Basen in die4- oder 2-substituierten 1,1-Di-
phenyl-A3-phosphanaphthaline iibergefiihrt werden konn-
ten; mit Sdurechloriden bilden sie sich direkt unter Umyli-
dierung,

Da 1,1-Dialkoxy-A>-phosphorine!*! nach anderen Kriteri-
en der Aromatizitét erheblich ,,aromatischer” sein sollen
als 1,1-Dialkyl- oder 1,1-Diaryl-A3-phosphorine, miiBten
sich diese sehr schwach basischen Verbindungen besonders
fiir die aus der Benzol-Chemie bekannten elektrophilen
Substitutionen an C-2 oder C-4 eignen. Die priparative
Uberpriifung scheitert jedoch daran, daB derartige 1,1-
Dialkoxy-A*-phosphorine mit einem substituierbaren H-
Atom an C-2 oder C4 bisher nicht zugénglich sind.

Wir berichten hier iiber die Synthese von A>-Phosphorinen
mit anderen elektrofugen Gruppen als einem Proton an

- C-4. An diesen Derivaten konnten wir zeigen, daB sie

glatt und in hoher Ausbeute, auch in saurem Medium,
elektrophil substituiert werden konnen, ohne daB hierbei
ein Hinweis fiir die intermedidre Bildung eines Phospho-
niumsalzes gefunden wurde.

Den Zugang zu solchen A°-Phosphorinen bildet (1,1-Di-
methoxy-2,6-diphenyl-A°-phosphorin-4-yl)carbenium-1e-
trafluoroborat (/)!5%. Es reagiert in Acetonitril in Gegen-
wart von etwas Wasser zunichst zum nicht isolierten
Alkohol (2). Dieser kann elektrophil unter Abspaltung
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