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Sekundir- und Tertidrstruktur von Polysacchariden in Losungen und

in Gelen

Von David A. Rees und E. Jane Welsh["!

Viele Polysaccharidketten konnen geordnete helicale und bandartige Sekundirstrukturen

annehmen. Es scheint jedoch, daB3 die Ketten héufig so steif und gestreckt sind, daB3 kooperative
Wechselwirkungen, die fiir die Stabilitét in einer Losungsmittelumgebung nétig sind, nur zustan-
dekommen konnen, wenn intercatenare und intracatenare Wechselwirkungen begiinstigt sind.
Deshalb finden wir iiblicherweise zwei- oder mehrstringige Assoziationen von Helices oder
Bindern oder von Helices mit Bidndern. Diese Assoziationen kdnnen als Tertidrstruktur oder
hohere Strukturen aufgefaBt werden. Fiir eine geordnete Sekundérstruktur ist eine sich regelmi Big
wiederholende Aufeinanderfolge von Zuckerresten charakteristisch. Ein Abbruch dieser Sequenz
durch Einbau eines andersartigen Zuckerrestes kann zugleich mit der Sekundirstruktur die
Assoziationen beenden, an denen diese beteiligt ist. Die Assoziation zu Tertidrstrukturen bewirkt
die Verkniipfung nativer Polysaccharide zu dreidimensionalen Netzwerken oder Gelen — dem
Zustand, in dem die Polysaccharide in der Natur fiir die Aufrechterhaltung der Hydratation
und des Zusammenhalts biologischer Gewebe sorgen. Bei einigen Polysacchariden sind Enzyme
fiir die biologische Kontrolie der Netzwerkeigenschaften und der Netzwerktopologie verantwort-
lich. Diese Enzyme modifizieren Zuckerreste auf der Stufe des Polymers und dndern dadurch

die Anordnung der ,,unterbrechenden“ Zuckerreste.

1. Einleitung

Die Vorstellung einer Primar-, Sekundédr- und Tertidrstruk-
tur hat fiir Polysaccharide im wesentlichen dieselbe Bedeutung
wie fiir Proteine und andere Biopolymere; man erhélt dadurch
eine bequeme Moglichkeit, verschiedene Stufen in der Organi-
sation der Strukturen zu unterscheiden. Die Primérstruktur
beschreibt die Sequenz kovalent verkniipfter Monomereinhei-
ten in der Kette. Jede geometrisch regelmifBige Anordnung

[*] Dr. D. A. Rees, E. J. Welsh
Biosciences Division, Unilever Research
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dieser Sequenz im Raum wird als Sekundarstruktur bezeichnet.
Die Tertidrstruktur ist durch die Art definiert, in der sich
diese Anordnungen zu einem kompakten Ganzen zusammen-
fiigen. Bei Polypeptiden und Proteinen sind die a-Helix und
die B-Faltblattstruktur bekannte Beispiele fiir Sekundérstruk-
turen, wiihrend die Gesamtform einer globuldren Untereinheit
ein Beispiel fiir die Tertidirstruktur bildet. Analog dazu sind
bei Polysacchariden helicale und bandartige Sekundarstruktu-
ren bekannt, von denen einige in dieser Arbeit beschrieben
werden. Diese Strukturen kénnen sich zu héheren Ordnungs-
zustdnden zusammenfiigen, z. B. zu Doppelhelices und zu Ag-
gregaten von Helices und Bindern, die man als Tertidrstruktu-
ren und Strukturen hoherer Ordnung ansehen kann.
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Im vorliegenden Aufsatz werden wir uns besonders mit
der Struktur in Losung beschiftigen, weil sie normalerweise
am bedeutungsvollsten fiir das Verstindnis der physikalischen
und biologischen Eigenschaften ist. Jedoch ist die Charakteri-
sierung von Konformationen in Lésung letztlich auf den Ver-
gleich mit geordneten Strukturen angewiesen, die fiir die feste
Phase durch Rontgenbeugung aufgeklirt worden sind. I den
vergangenen fiinf Jahren sind sehr viele Konformationen der
festen Phase bekannt geworden — weitaus mehr als man bislang
in Losung untersucht hat — jedoch konnen sie hier aus Raum-
griinden nicht systematisch beschrieben und diskutiert werden.

Bei Diskussionen iiber Polymere in Losung kénnen wir
natiirlich nicht davon ausgehen, daB geordnete Konformatio-
nen vorliegen miissen. Alle Polymersysteme haben aus Griin-
den der Entropie das Bestreben, in den ungeordneten Zustand
(statistisches Knéuel) iiberzugehen. Das muf3 durch hinrei-
chend begiinstigte nichtbindende Wechselwirkungen iiber-
spielt werden, bevor das Polymer eine geordnete Struktur
annehmen kann. Fiir Polysaccharide sind die ausschlaggeben-
den Wechselwirkungen Wasserstoffbriickenbindungen, Dipol-
krifte und Tonenbeziehungen sowie Solvatationsterme. Beitri-
ge von hydrophoben und Charge-transfer-Wechselwirkungen,
so wichtig sie fiir Proteine und Nucleinsduren sind, haben
hier wahrscheinlich nur wenig EinfluB. Die individuellen se-
kundidren Wechselwirkungen sind so schwach, daB stabile
Konformationen nur dann erreicht werden kdnnen, wenn eine
grofle Zahl von Wechselwirkungen gleichzeitig begiinstigt ist
—das heif3t, wenn sie kooperativ titig werden. Bei Polysacchari-
den scheint es kaum moglich zu sein, daf} eine solche Stabilisie-
rung innerhalb ein- und derselben Kette existiert. Vielmehr
ist es erforderlich, daB sich zwei oder mehr Kettensegmente
zusammenlagern und in Wechselwirkung treten ; meistens han-
delt es sich um lange Abschnitte mit regelméBiger Sequenz.
Hiufig werden solche Abschnitte durch Sequenzinderungen
beendigt, die mit einer geordneten Assoziation unvereinbar
sind. Offensichtlich gibt es hier Analogien mit helixabbrechen-
den Einheiten, z. B. Prolin, in Proteinen. Die Unterbrechung
kann durch ein oder mehrere andersartige Zuckerreste, durch
Verzweigungen der Kette oder durch veridnderte Substitution
zustandekommen.

Eine weitere wichtige Konsequenz von Unterbrechungen
der Sekundir- und Tertidrstruktur in Polysacchariden besteht
darin, daB eine einzelne Kette durch mehrere Bereiche der
Tertidrstruktur laufen kann, d.h. durch mehrere Kettenasso-
ziate, an denen jedesmal ein anderer Partner beteiligt ist.
Dabei wird ein dreidimensionales Netzwerk aufgebaut, also
eine Gelstruktur. In solchen Systemen haben die Unterbre-
chungen eine wichtige Funktion bei der Festlegung der Quer-
briickendichte und -verteilung und demzufolge der Hydrata-
tion und Porenstruktur des Gels. Anscheinend laufen diese
Vorgiinge auf einer spiten Stufe der Polysaccharidbiosynthese
unter enzymatischer Kontrolle ab. Nach der Polymerisation
werden die Bereiche aus regelmifBig angeordneten, assoziie-
rend wirkenden Resten ,demaskiert“, was im folgenden fiir
mehrere Beispiele beschrieben wird. Dieser Vorgang legt einen
Vergleich mit Proteinen nahe, die zunédchst in einer inaktiven
Form sezerniert werden, welche spiter durch Modifizierung
der Primirstruktur in die aktive Form iiberfiihrt wird.

Andere Aspekte dieses Themas, u.a. die Konformation im
festen Zustand und Zusammenhinge zwischen Konformation
und Bindung, sind 1973 zusammenfassend besprochen wor-
den!!l,
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2. Doppelhelices in Lisungen und in Gelen

2.1. Doppelhelices in Losung: Carrageenan und Agarose

Doppelhelixkonformationen wurden fiir einige Algenpoly-
saccharide vom Typ (1) und (3) (siche Abschnitt 2.1.3) im
festen Zustand charakterisiert!?- 31, Sie sind alternierende Co-

0s05°
CH,0H
o)

HO

1,3-verkniipfte 8-p-Galaktose

1,4-verkniipfte 3,6-An-
(1a),R=80,%:1-Carrageenan hydro-p-galaktose
(1b), R=H: x-Carrageenan

polymere aus 1,3-verkniipfter p-D-Galaktose und 1,4-verkniipf-
ter 3,6-Anhydro-D- oder -L-galaktose!*~ 71, Einige Mitglieder
dieser Gruppe enthalten Sulfatester- und/oder andere Substi-
tuenten in unterschiedlicher Menge. Anscheinend bilden Poly-
saccharide mit 3,6-Anhydro-D-galaktose dreizihlige rechts-
giingige Helices und Polysaccharide mit 3,6-Anhydro-L-galak-
tose dreizihlige linksgdngige Helices.

2.1.1. -Carrageenan

1-Carrageenan (1 a) ist die am hochsten sulfatierte Verbin-
dung aus der Gruppe der Polysaccharide, die eine Doppelhelix
bilden. Zugleich ist bei (1a) die Doppelhelixkonformation
am griindlichsten charakterisiert worden, und zwar sowohl
im festen Zustand als auch in Losung. Die Doppelhelix wird
u. a. durch eine Wasserstoffbriicke zwischen den Sauerstoffato-
men O-2 und O-6 von D-Galaktoseresten in zwei Stridngen
stabilisiert. Man sieht, daB nur in diesen beiden Positionen
unsubstituierte Hydroxygruppen vorliegen, und daf die resul-
tierende Wasserstoffbriicke — die sich entlang der Kette auf-
grund der helicalen Symmetrie wiederholt — eine vollstindig
iiber Wasserstoffbriicken verbundene Struktur liefert.

Natives 1-Carrageenan besteht nicht vollstindig aus einer
regelmiBigen, alternierenden Sequenz von Zuckerresten. Viel-
mehr gibt es Unterbrechungen der Kette, die anscheinend
die Abschnitte mit Doppelhelixstruktur beenden. Wir beschrei-
ben zunichst die Eigenschaften von t-Carrageenan, das zur
Entfernung dieser Unterbrechungen chemisch umgesetzt wor-
den ist. Die Art der Unterbrechungen ist in Formel (2 ) gezeigt.

~

O é1,0R"
o

R' = H: mit Periodat spaltbar
R' = H, R" = SO5°

R’ = R = 50,0 }mit NaBH, umsetzbar

Durch Abbau mit Periodat nach Smith!® werden Reste
gespalten, die iiber Position 4 verkniipft sind, in der C1-Sessel-
form vorliegen und nicht in Position 2 sulfatiert sind. Die
anderen Reste werden danach mit NaBH, zu den 3,6-Anhydri-
den umgesetzt!®). Durch diese Reaktionen erhilt man aus
den nativen langen Ketten mit unterbrochener Sequenz kurze
Ketten mit regelmaBiger Sequenz, die wir ,,1-Carrageenanseg-
mente* nennen.
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DaB die 1-Carrageenansegmente in Losung Doppelhelix-
konformationen bilden konnen, wird durch Messungen des
reversiblen ,Aufschmelzens“ dieser Struktur nach verschiede-
nen Methoden gestiitzt. Lichtstreuung und Osmometrie zei-
gen, dall sich das Molekulargewicht erwartungsgemil um
den Faktor zwei dndert' %!, Die Anderung der optischen Dre-
hung!!'!! weist (bei konstanter Temperatur und konstantem
Druck)eine K onzentrationsabhingigkeit auf, die einer Dimeri-
sierung entspricht!'?! (vgl. Abb. 2).

Vorzeichen und Betrag dieser Verschiebung kénnen iiber
einen halbempirischen Ansatz fiir die optische Aktivitdt mit
den Konformationswinkeln des Polysaccharidgeriistes in Be-
ziehung gesetzt werden!!3!. Dabei stellt sich heraus, daB} Vor-
zeichen und Betrag hervorragend mit den Werten iibereinstim-
men, die fiir die im festen Zustand nachgewiesene Doppelhe-
lixgeometrie zu erwarten sind!'#), Ein weiterer durchschiagen-
der Beweis fiir einen Ordnungs-Unordnungs-Ubergang wurde
durch hochauflésende NMR-Spektroskopie sowie Messungen
der NMR-Relaxation erhalten. Aus !*C-NMR-Studien wird
geschlossen, daf3 die Beweglichkeit der Reste in der mutmaB-
lichen Helixform erwartungsgemdl stark eingeschrinkt ist,
da die Spin-Spin-Relaxationszeiten (T;) beim Abkiihlen stark
abnehmen (Abb. 1).

WMWM“AVM\JW} \‘WMNW
WWWWW

DSS
1 1 1

|
no 100 9?0 80 70 60 50
—~=—— 8§ [ppm]

Abb. 1, "> C-NMR-Spektren von t-Carrageenansegmenten bei 80°C (oben)
und 15°C (unten). Konzentration: 6 % (Gew./Vol.), Losungsmittel: 0.t M
NaCl-Ldsung, Standard: DSS (DSS = Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-
sulfonat).

Das fiihrt zu einer derartigen Linienverbreiterung, dal3 die
Signale des hochaufgeldsten Spektrums verschwinden!' .

Eine dhnlich fortschreitende Intensitdtsabnahme ohne wei-
tere Anderungen im hochaufgeldsten Spektrum wurde in den
'H-NMR-Spektren beobachtet und genauso interpretiert. Par-
allel zu diesen Anderungen erscheint eine T,-Komponente
im Mikrosekundenbereich, die mit der Anderung in der opti-
schen Drehung einhergeht.

Eine thermodynamische Beschreibung wurde iiber eine ka-
lorimetrische Bestimmung der Enthalpie fiir den Ubergang
und aus der van’t-Hoff-Isochoren erhalten!! ¢!, Wiederum wird
das Modell den Beobachtungen gerecht. Ferner zeigt sich,
daB die Zustandsinderung nach dem ,,alles-oder-nichts-Prin-
zip“ erfolgt. SchlieBlich ergibt sich durch Rontgenkleinwinkel-
streuung, daBl in Losung stidbchenartige Molekiile vorliegen,
deren Dimensionen einer Doppelhelix entsprechen.
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2.1.2. Andere Carrageenane

x-Carrageenan (1b) hat im wesentlichen die gleiche chemi-
sche Struktur wie 1-Carrageenan, wenn man davon absieht,
daB jede Disaccharid-Wiederholungseinheit nur eine Sulfat-
gruppe trigt, und zwar an O-4 des D-Galaktoserestes!' "\
Durch diese Abweichung ist nicht nur die Konformation im
festen Zustand modifiziert, sondern es dndern sich auch die
Eigenschaften in Losung. Wenngleich die Ergebnisse von
Rontgenbeugungsuntersuchungen nicht so eindeutig sind wie
bei 1-Carrageenan, lassen sie sich doch iiber eine rechtsgingige,
dreizihlige Doppelhelix interpretieren, bei der die Ganghohe
etwas verkiirzt ist und die relativen Positionen der Ketten
verschoben sind'%.

Kurze Ketten mit regelmiBiger Sequenz kénnen aus k-Car-
rageenan in gleicher Weise wie aus 1-Carrageenan erhalten
werden. MiBt man die optische Drehung dieses Produktes,
so zeigt sich ein konzentrationsabhingiger, temperaturindu-
zierter kooperativer Ubergang, der deutlich darauf hinweist,
daB die Doppelhelix in Losung erhalten bleiben kann!'® 1.
Die Kurve zeigt eine Hysterese fiir die Bildung und das ,,Auf-
schmelzen® der geordneten Konformation (Abb. 2, Kurve a);
diese Erscheinung wird durch Zugabe einwertiger Salze ver-
stirkt. Das Ausmal} dieser Effekte scheint mit der Aggregation
der Doppelhelices parallel zu gehen. Daher wird die Aggrega-
tion in Salzlosungen verstirkt, wenn die elektrostatische Ab-
stoBung abgeschirmt wird. Die hohe Ladungsdichte der Dop-
pelhelix des 1-Carrageenans begrenzt die Aggregation; eine
Hysterese wird deshalb in diesem System nicht beobachtet
(Abb. 2, Kurve b).

03

R [°] —=

Abb. 2. Anderung der optischen Drehung (O.R.) mit der Temperatur fiir
Segmente von a) k-Carrageenan (/b ), b) 1-Carrageenan (1 a) und c) Agarose-
sulfat. Aufheiz- und Abkithlkurve sind durch Pfeile gekennzeichnet.
=546 nm, Konzentration: 3 % (Gew./Vol.), Losungsmittel: Wasser.

Furcellaran, ein dritter Vertreter der Carrageenangruppe,
enthilt noch weniger Sulfatestergruppierungen; nur 40 % der
iiber Position 3 verkniipften Reste sind substituiert. Uber
die Konformationen des Furcellarans im festen Zustand und
in Losung ist weniger bekannt; die optische Drehung und
andere Eigenschaften weisen aber nachdriicklich darauf hin,
daB es sich analog wie 1- und k-Carrageenan verhilt!2%, Wie
aufgrund der geringeren Ladungsdichte zu erwarten ist, sind
Aggregations- und Hystereseeffekte noch deutlicher ausge-
pragt als bei k-Carrageenan.
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2.1.3. Agarose und Derivate

Eine neuere Rontgenbeugungsuntersuchung an Fasern aus
Agarose und einigen natiirlichen und chemisch modifizierten
Derivaten vom Typ (3) (Tabelle 1) hat zu einer Gruppe
von Doppelhelixmodellen gefithrt!®. Wie bereits erwihnt,
kehrt die Anwesenheit eines Anhydrozuckers mit L-Konfigura-
tion die Drehrichtung der Helix um, die dreiziihlige Symmetrie
bleibt aber noch erhalten. Die Ganghohe der Helix (1.96 nm)
ist noch kleiner als beim 1-Carrageenan (2.66 nm) und k-Carra-
geenan (2.46 nm); die Werte folgen den Anderungen des Sulfat-
gehaltes. Innerhalb der Agarosereihe wird die Helixgeometrie
durch Einfithrung von Substituenten an O-2 des 3,6-Anhydrids
sowie an O-4 und O-6 des D-Galaktoserestes nicht grundsétz-
lich gedindert. Eine solche Substitution dndert jedoch die Stabi-
litdt der Tertidrstruktur in Losung, insbesondere wenn die
Aggregation der Helices stark ausgeprigt ist.

OR'
CH,OR"
0

HO

1,4-verkniipfte 3,6-An-
hydro-L-galaktose

1,3-verkniipfte
B-p-Galaktose

Tabelle 1. Zusammensetzung substituierter Agarosen vom Typ (3).

mit der Bildung einer Doppelhelix vereinbar und zeigt, wie
bei x-Carrageenan, eine Hystereseschleife beim Erhitzen und
Abkiihlen!2!! (Abb. 2, Kurve c).

2.2. Doppelhelices in Gelen

Assoziteren Polysaccharide und weisen sie Unterbrechungen
in der Sequenz auf, so zwingen diese die individuellen Polysac-
charidketten, mit einer groBen Zahl von Partnerketten zu
kombinieren. Hierauf haben wir bereits in der Einleitung hin-
gewiesen. Wenn der resultierende Komplex hydrophil ist, ent-
steht ein gequollenes Gel. Fiir 1-Carrageenan wird das schema-
tisch in Abbildung 3 gezeigt.

Bei diesen Gelen #ndert sich die optische Drehung analog
wie bei der Bildung einer Doppelhelix und dem ,,Aufschmel-
zen“ in den Segmenten. Der Mittelpunkt fiir den Ubergang
liegt nahe der Temperatur fiir die Sol-Gel-Umwandlung!*®!.
Das gilt sogar, wenn die Ubergangstemperatur durch Ande-
rung der Polysaccharid- oder Salzkonzentration verschoben
wird, und auch fiir Systeme, deren Aufheiz- und Abkiihlungs-
kurven eine Hysterese zeigen. All das deutet darauf hin, daB
die Kettenassoziation wihrend der Helixbildung fiir die Ent-
stehung von Querbriicken in Gelnetzwerken verantwortlich
ist.

Name R’ R” R
Native Agarose H H H
Natiirlich vorkommende O-methylierte Agarose H 50-75% H H
25-50 % CHj;
H H 50% H
50 % CH,4

Chemisch hydroxyethylierte Agarose

Hydroxylgruppen teilweise und regellos mit CH,CH,OH substi-
tuiert

Natiirlich vorkommendes Agarosesuifat (fiir H 13% CH;3 80 % H

die Untersuchung der optischen Drehung 87 % SOY 17% SO%, 3% CHs,
verwendet)

Agarosesulfat, auch natiirlich vorkommend H o)y 80 % H

20 % SOY

Natiirlich mit Brenztraubensdure
substituierte Agarose

ca. 12 % 4,6-0-Carboxyethyliden H

Wie beim Carrageenan reprisentiert die Disaccharid-Wie-
derholungseinheit nur den Idealfall der Primérstruktur, denn
Unterbrechungen entlang der Kette sind iiblich. Auch hier
sind sie unvereinbar mit einer Helixstruktur, k6nnen aber
so modifiziert werden, daB strukturell regelmi Bige Agaroseseg-
mente resultieren. Leider ist es bei diesem Produkt nicht mog-
lich, den volistindigen Ubergang vom geordneten zum un-
geordneten Zustand zu verfolgen, da die Segmente assoziieren
und sich sofort aus der Losung abscheiden, wenn die Helixbil-
dung beginnt!'!®). Ein solches Verhalten ist von einem Ketten-
molekiil zu erwarten, dessen Loslichkeit nicht durch ionische
Substituenten erhoht ist, denn ein Teil der Triebkraft fur
die Auflgsung hingt mit der Konformationsentropie zusam-
men, und diese geht verloren, wenn das Molekiil eine starre
Konformation annimmt. Agarosesegmente, die an C-6 der
D-Galaktose und teilweise an C-2 des Anhydrids sulfatiert
sind, bleiben nach Bildung des geordneten Zustandes in Lo-
sung. Das optische Drehverhalten ist in solch einem Fall
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Der Mechanismus der Gelbildung wird durch Untersuchun-
gen iiber die kompetitive Hemmung weiter erhirtet!>2], Bei
Einfiihrung von -Carrageenansegmenten in ein 1-Carrageenan
sollte sich eine Doppelhelix aus kurzen und langen Ketten
bilden; zur Entstehung eines kontinuierlichen Netzwerkes

f L

vy
Abb. 3. Modell fiir die molekularen Grundlagen der Gelbildung bei 1-Carragee-
nan. Die helixabbrechenden Kinken sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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triagt diese Art von Helixbildung nicht bei. Im Gegensatz
hierzu sollte ein Einbau von Segmenten in Systeme, in denen
die Doppelhelices nach ihrer Bildung aggregieren (wie bei
k-Carrageenan), die Vernetzung nicht mehr verhindern (Abb.
4).

+ —_— + oder
native Segmente Verkniipfung zu Bildung eines
Ketten Dimeren ohne vernetzten
Vernetzung Aggregats
{t-Carrageenan}  (x-Carrageenan)

Abb. 4. Vorstellungen iiber den Einbau von Segmenten in das Gelnetzwerk.

Diese Effekte zeigen sich tatsichlich bei der Bestimmung
von Gelfestigkeiten: Ein Einbau von Segmenten erniedrigt
die Gelfestigkeit von 1-Carrageenan auf etwa ein Viertel. Die
Gelfestigkeit des x-Carrageenans wird dagegen auf mehr als
das Doppelte erhoht. Mit dieser Methode der kompetitiven
Hemmung 148t sich demnach zwischen einer Kettenassozia-
tion durch Dimerisierung und einer Kettenassoziation, bei
der sich gréBere Aggregate bilden, unterscheiden.

der Stufe des Polymers 6-sulfatierte, in Position 4 verkniipfte
Reste zu den Anhydriden umsetzt'>#25), Man nimmt an, da}
diese Reaktion ein Schritt der Biosynthese ist. Durch Identifi-
zierung von Bruchstiicken — und in einigen Fillen auch von
Polysaccharidfraktionen — wird diese Auffassung gestiitzt. Die-
se Vorstufen lassen sich grundsétzlich mit geeigneten Enzymen
zu Agarose, k-Carrageenan oder 1-Carrageenan umsetzen. Ein
isolierter, 6-sulfatierter, in Position 4 verkniipfter Rest in einer
Kette, die ansonsten aus alternierenden 1,3-verkniipften §-D-
Galaktose- und 1,4-verkniipften 3,6-Anhydridresten aufgebaut
ist, wirkt sich stereochemisch als ,,Kinke* aus. Deswegen kann
man den Effekt des anhydridbildenden Enzyms darin sehen,
die Kinken zu entfernen, was ihm den Trivialnamen ,,.Dekinka-
se“ eingebracht hat.

3. Geordnete Biinder in Losungen und in Gelen: Alginate
und Pektine

3.1. Alginate

Die Alginate sind eine weitere Gruppe von Algenpolysaccha-
riden, die in Losung geordnete Konformationen annehmen
konnen, und zwar vornehmlich durch einen Dimerisierungs-
prozeB. Alginate sind lineare Polymere aus 14-verkniipften

CO:° coL
~0 1o HO ~r O HOO HO o
o HO
HO © COze O HO C02® O

Bestimmungen der optischen Drehung'*! und kalorimetri-
sche Messungen!!®' weisen darauf hin, daB8 der Helixgehalt
von Carrageenan- und Agarosegelen 80 % und mehr des be-
rechneten Maximalwerts betréigt. Das iiberrascht angesichts
der topologischen Hinderungen, die bei der Bildung von Dop-
pelhelices in diesen hochgradig ungeordneten Systemen {iber-
wunden werden miissen.

Die genaue Porenstruktur des Gels wird offensichtlich von
Anzahl und Verteilung der Bereiche mit Doppelhelixstruktur
bestimmt. Anzahl und Verteilung sind ihrerseits davon abhiin-
gig, in welchem AusmaB in der kovalenten Struktur regelmiBig
alternierende Sequenzen vorkommen, deren Linge den kriti-
schen Wert fiir die Doppelhelixbildung iibersteigt. Nach unse-
ren Kenntnissen iiber die Biosynthese dieser Polysaccharide
werden diese Variablen wahrscheinlich enzymatisch reguliert.
Anscheinend entstehen diese Kohlenhydratketten wie die mei-
sten anderen Polysaccharide durch Ubertragung von Glyko-
sylresten von Nucleosiddiphosphaten als Donoren. Sehr wahr-
scheinlich werden die Zuckerreste in ihrer unsubstituierten
Form polymerisiert und anschlieBend durch Einfiihrung von
Sulfatgruppen sowie Bildung von Anhydriden und anderen
Derivaten modifiziert. Uber diese Stufen weil man sehr wenig,
In der Agarosereihe sind wahrscheinlich Uridindiphosphat-D-
galaktose und Guanosindiphosphat-L-galaktose beteiligt!*3.

Fiir die Agarose- und Carrageenanreihe wurde in den ent-
sprechenden Algenarten ein Enzym nachgewiesen, das auf
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1,4-verkntipftes a-L~-Mannuronat

B-D-Manno- und a-L-Gulopyranosyluronatresten. Diese Reste
kommen in Sequenzen mit Homopolymer-126~28 und auch
alternierender Struktur vor; letztere ist jedoch nicht streng
regelmiBig!2®-3%1, Das Verhiltnis dieser beiden Sequenztypen
oder ,Blocke* variiert mit der Herkunft der Pflanzen und
ihrem Reifegrad. Weiterhin hingt es davon ab, welchem mor-
phologischen Bereich die Polysaccharide entstammen. Man
kann natiirlich vorkommende Polymere erhalten, die fast aus-
schlieSlich aus Polymannuronat bestehen, und andere, in de-
nen Guluronat iiber 70 7 der Reste ausmacht.
Untersuchungen iiber die Faserbeugung von Alginatproben,
die eine dieser extremen Zusammensetzungen aufweisen, gaben
Einblick in die K onformationen von zwei der Blocke. Im festen
Zustand nimmt die Polymannuronsiure eine abgeflachte, band-
dhnliche zweizihlige Konformation an'*!], die der Konfor-
mation anderer -1,4-didiquatorial verkniipfter Hexosane, z. B.
Cellulose, Chitin und Mannan, dhnelt. Liegt die Salzform
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vor, kann die Helix zu einer dreizihligen Konformation modi-
fiziert werden'??), die immer noch gestreckt und bandihnlich
ist. In Polyguluronsdure!®* ist aufgrund der diaxialen 1,4-Ver-
kniipfung der Reste die Rotation um die glykosidischen Bin-
dungen sogar noch stirker gehindert. Das Polymer nimmt
eine gestauchte zweizihlige Konformation an, die in allen
bisher untersuchten Salzen erhalten bleibt®?!,

Um zu priifen, ob die Blocke in Losung die Sekundér-
und Tertidrstruktur beibehalten, kann man die drei Sequenzty-
pen durch saure Partialhydrolyse herausspaltent2”-28!, Polygul-
uronatsegmente zeigen eine erhohte und zunéchst unerwartete
Bindung von Ca?*, wenn die Kettenlinge einen kritischen
Wert von ca. 20 Resten iiberschreitet!* %), Diese Beobach-
tung eines Schwellenwerts fiir die starke Bindung von Calcium
weist auf einen kooperativen Mechanismus hin. Bei den ent-
sprechenden Polymannuronatoligomeren werden solche Ef-
fekte nicht beobachtet. Auch andere Kriterien lassen den
SchluB zu, daB bei der Bindung von Calcium durch Polygul-
uronatsequenzen kooperative Effekte wirksam sind. Bei Po-
lymannuronat- und alternierenden Sequenzen treten sie hinge-
gen nicht auf®*#. Solche kooperativen Effekte bedeuten, daB
die Bindung eines jeden Ions die des ndchsten erleichtert,
d.h., daB die Bindungsorte eine regelmaBige Anordnung auf-
weisen, die angesichts der Steifheit und Gestrecktheit der Ket-
ten (sieche oben) eher intercatenar als intracatenar sein sollte.
Unter Anwendung physikalischer und mathematischer Krite-
rien |48t sich ein plausibles Modell erstellen®®', dessen Ketten-
konformation derjenigen dhnelt, die man bereits bei Polygul-
uronsiure durch Faserbeugung charakterisiert hat. Die er-
wihnten Kriterien basieren auf den Kristallstrukturen analoger
Salze, z. B. des Calcium-natrium-p-galakturonatst®” und des
Strontiumsalzes eines sich von der Pektinsdure ableitenden
Disaccharids®). Die Anordnung der Koordinationszentren
wird durch die Zusammenlagerung von zwei Polyguluronat-
ketten bestimmt. Aufgrund der geknickten Form der Ketten
verbleiben Hohlrdume zwischen ihnen, die zufillig die richtige
GroBe haben, um ein Calcium-Ion unterzubringen. Ferner

Abb. 5. Assoziation von Polyguluronatsequenzen durch Chelatisierung von
Calcium-Ionen nach dem ,Eierkarton“-Modell. Unten: Formelausschnitt;
die ausgefiillten Kreise bedeuten die Sauerstoffatome, die das Calcium koordi-
nativ binden.
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sind diese Hohlrdume mit giinstigen Liganden, d. h. mit Carb-
oxylatgruppen und anderen Gruppen mit elektronegativen Sau-
erstoffatomen besetzt. Aus naheliegenden Griinden ist dieses
Modell als ,Eierkartonmodell“ bekannt (Abb. 5)1361,

Polyguluronatsequenzen zeichnen sich weiterhin dadurch
aus, daB sich der Circulardichroismus wihrend der Calcium-
bindung stark dndert.

Bei alternierenden Sequenzen ist die Anderung viel kleiner,
bei Polymannuronatbl&cken tritt gar kein Effekt ein. Die Ande-
rung ist auf den Bereich des n—n*-Ubergangs in der Carboxy-
latgruppe beschrinkt. Das ist im Einklang mit dem Befund,
daB die n-Orbitale in den Polyguluronatsequenzen spezifisch
an der Chelatisierung der Calcium-Ionen beteiligt sind. Auf
der Grundlage des Eierkartonmodells kénnen die Anderungen
im CD-Spektrum iiberzeugend erklirt werden, denn dieses
Modell weist dem Ion den richtigen Platz fiir eine koordinative
Bindung an die n-Orbitale der Carboxylatgruppen zu. Uber-
dies entspricht die Lage des Ions beziiglich der Symmetrieei-
genschaften der Lage von O-4 und O-5, die normalerweise
das Vorzeichen der n—n*-Bande bestimmen.

Es wird angenommen, daB die Gelbildung von Alginaten
hauptsichlich durch Assoziation von Polyguluronatsequenzen
iiber Kationen zustandekommt. Die charakteristischen Ande-
rungen im CD-Spektrum wihrend der Gelbildung, insbeson-
dere bei Alginaten mit vielen Polyguluronatsequenzen (Abb.
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Abb. 6. Charakterisierung der Bindung von Calcium-Ionen an Alginate durch
den Circulardichroismus. Anderungen im CD-Spektrum einer 0.1proz.
Alginatlosung durch Eindiffusion von Calcium-Ionen bis zu einer Konzentra-
tion von 6mmol Ca2*/l. (—-) Alginat, (---) Alginat+Ca?*, (—) Differenz-
spektrum; Verhiltnis von Mannuronat- zu Guluronatresten im Alginat; 29: 71.

6), erhirten diese Ansicht™®. Bei oberflichlicher Betrachtung
siecht man keinen Grund, warum die Eierkartonstrukturen
nicht als Schichtstrukturen ausgebildet sein sollten, an denen
viele Ketten beteiligt sind. Die Stochiometrie der Bindung,
wie sie sich durch Untersuchungen der Gleichgewichtsdialy-
se!*®1und auch bei erneuter Interpretation fritherer Bindungs-
studien mit einer Kationenaustauschmethode!*!! ergibt, weist
allerdings recht deutlich auf eine Dimerisierung hin. Auf beiden
Wegen findet man, da8 jeweils nur ein Calcium-lon mit vier
Guluronatresten eine kooperative Bindung eingeht, wie auf-

233



grund des Dimerisierungsmodells zu erwarten ist. Legt man
ein Modell mit unendlicher Blattstruktur zugrunde, sollte man
erwarten, dal3 ein Calcium-Ion auf zwei Guluronatreste ent-
fillt. Dal3 der ProzeB auf der Stufe des Dimers abbricht,
mag daran liegen, daB auf dieser Stufe bereits ein groBer
Teil der elektrostatischen Triebkraft fiir die Assoziation neu-
tralisiert ist: das entspriche dem Verhalten der zweibasigen
Siuren, die meistens zwei unterschiedliche Dissoziations-
konstanten haben. Vielleicht muf8 die Polyguluronatkette
auch fiir die optimale Koordination der ersten Serie von Cal-
cium-lonen eine Konformation annehmen, die weitere Asso-
ziationen verhindert.

Untersuchungen iiber die kompetitive Hemmung!?2), bei
denen der EinfluBl von zugesetzten ,,Blocken auf Alginatgele
studiert wurde, deuten ebenfalls in diese Richtung. Die Tatsa-
che, daB eine kompetitive Hemmung iiberhaupt beobachtet
wird, weist auf einen Dimerisierungsmechanismus hin (vgl.
auch die gleichartige Beweisfithrung fiir die Carrageenane).
Die Untersuchungen erhirten auch, daB hauptsichlich Poly-
guluronatsequenzen und nicht eine der beiden anderen Se-
quenzen an der Vernetzung beteiligt sind. Auf Zusatz von
Polyguluronatblécken beobachtete man eine ausgepragte Ab-
nahme in der Gelfestigkeit, wihrend alternierende Blocke nur
geringfiigige und Polymannuronate iiberhaupt keine Anderun-
gen hervorrufen. Diese Ergebnisse sind mit spektroskopischen
Befunden und Ionenbindungsstudien im Einklang.

Das Ausmal, in welchem eine geordnete Konformation
in Losung und deswegen auch eine Gelbildung vorliegen kann,
wird demgemal durch Zahl und Lénge der Polyguluronatse-
quenzen begrenzt. Studien iiber die Biosynthese deuten an,
daB Zahl und Linge der Polyguluronatsequenzen, wie bei
Agarose und Carrageenanen, auf der Polymerstufe enzyma-
tisch kontrolliert werden. Die Polymerketten von Bakterienal-
ginaten ( Azotobacter vinelandii) werden zunichst in Form
von Polymannuronatsequenzen synthetisiert, und die Guluro-
natreste werden anschlieBend durch Epimerisierung an C-5
erzeugt!*>*%, Ahnliche Epimerasen, die Bereiche mit alternie-
render Sequenz und mit Polyguluronatstruktur aufbauen kon-
nen, sind jetzt auch in Braunalgen nachgewiesen worden!**.
Untersuchungen an Algen haben ebenfalls nahegelegt, daf3

Guanosindiphosphatmannuronat  die  Nucleotidvorstufe
istl45),

3.2. Pektin

Pektin ist ein Hauptbestandteil der Zellwinde von héheren
Pflanzen. Wie Alginat ist es am Zusammenhalt biologischer
Strukturen beteiligt. Auch Pektin ist ein Beispiel dafiir, wie
sich steife, geknickte Ketten unter den Bedingungen einer
extensiven Hydratation zusammenlagern kdnnen. In der Natur
kommt Pektin als partiell methylveresterte 1,4-verkniipfte Po-
ly(a-D-galakturonsiure) vor!*®#7 Diese Ketten sind geome-
trisch den Polyguluronatbldcken in Alginaten insofern dhnlich,
als die Zuckerreste diaxial verkniipft sind. Im Pektin sind
die Polygalakturonatsequenzen durch 1,2-verkniipfte L.-Rham-
nosereste unterbrochen, die einen starken Knick im Polymer-
riickgrat hervorrufen!*®. Im Gegensatz zu Alginat enthilt
Pektin gewohnlich Kettenverzweigungen, die sich iiberwiegend
aus neutralen Zuckerresten zusammensetzen und von denen
man annimmt, daB sie mogliche Kettenassoziationen ein-
schrianken. Es gibt mehrere Typen von Kettenassoziationen,
die durch das Ausmall der Methylveresterung bestimmt wer-
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den. Diese unterschiedlichen Kettenassoziationen bieten biolo-
gische Maoglichkeiten fiir die Variation der Sekundir- und
Tertiarstrukturen, was weiter unten diskutiert wird.

Beugungsuntersuchungen an Fasern haben gezeigt, daB 1,4-
verkniipfte Polygalakturonatketten eine &hnliche Ganghdohe
wie Polyguluronat aufweisen. Allerdings besitzt das Natrium-
salz, das bis jetzt als einziges untersucht worden ist, eine
dreiziihlige Symmetrie im Gegensatz zur zweizédhligen Symme-
trie des Polyguluronats'®®). Wir schlieBen hieraus, da8 die
Analogien der sterischen wie der chemischen Eigenschaften
von Polygalakturonat und Polyguluronat ihre Grenzen haben.

Polygalakturonatketten verhalten sich nach Verseifung der
Methylestergruppen bei der Bindung von Calcium-Ionen sehr
dhnlich wie Polyguluronat. Die Bindung wird betrichtlich
verstiarkt, wenn die Kettenlinge einen kritischen Wert von
ungefihr 20 Resten iibersteigt™!.. Ferner beobachtet man dhn-
liche starke Anderungen des Circulardichroismus in der n— n*-
Region, wie sie bei Polyguluronat auftreten'*®). Weiterhin gibt
es Ahnlichkeiten beim Kationenaustausch. All das 1iBt erwar-
ten, daB Gelbildung und Calciumbindung von Pektinen mit
niedrigem Methylestergehalt iber einen ,Eierkarton®-
Mechanismus verlaufen, der im groBen und ganzen dem fiir
Polyguluronat beschriebenen #hnelt. Ein Detailunterschied
ist z. B., daf3 die Bereiche geordneter Assoziation durch Struk-
turelemente anderer Art abgebrochen werden.

Bei stiirker methylveresterten Pektinen sind die Wechselwir-
kungen mit Kationen relativ schwach, da die Ketten keine
Ladungen tragen. Die Gelbildung erfolgt deswegen nicht unter
den gleichen Bedingungen wie beim Polyanion. Allerdings
kann man eine Gelbildung bei Pektin durch Zugabe grofler
Mengen eines weiteren gelGsten Stoffes wie Saccharose hervor-
rufen. Dadurch wird die Aktivitit des Wassers erniedrigt,
was Polymer-Polymer-Wechselwirkungen im Vergleich zu Po-
lymer-Losungsmittel-Wechselwirkungen begiinstigt!*”).  Bei
unvollstindig veresterten Proben kann man eine Kettenasso-
ziation auch durch niedrige pH-Werte erleichtern. Hierdurch
wird die Ionisierung der Reste zuriickgedringt und damit
die elektrostatische AbstoBung zwischen den Ketten stark
verringert. Diese Gelbildung wird von einer Zunahme der
Amplitude der n—»n*-Bande im CD-Spektrum begleitet. Bei
Losungen nichtgelierender Polysaccharide findet man im glei-
chen Temperaturbereich eine geringere Zunahme!*%\. Demge-
mil gibt es bei Pektin in Abhzngigkeit vom Methylierungs-
grad und vom wiaBrigen Milieu zwei Wege fiir die Kettenasso-
ziation. Man kann erwarten, daB in der Natur beide Wege
in einem Verhiltnis zueinander beschritten werden, das von
der Anzahl und von der Verteilung der Methylestergruppen
sowie von anderen chemischen Besonderheiten abhingt.

Eshat den Anschein, daB Menge und Verteilung von Methyl-
estergruppen in nativen Pektinen enzymatisch auf der Poly-
merstufe kontrolliert werden. Allerdings ist die relative Bedeu-
tung der Enzymkontrolle bei der Veresterung und bei der
Esterspaltung noch nicht aufgeklirt. Anscheinend werden zu-
nichst Polygalakturonatketten durch Polymerisation von Uri-
dindiphosphat-D-galakturonat synthetisiert. Diese Ketten
werden dann durch Ubertragung der Methylgruppe von S-
Adenosyl-L-methionin verestert!3% 3!l Die anschlieBende (par-
tielle) Esterspaltung kann durch Pektinesterase bewirkt wer-
den!®?!. Hierbei werden aufeinanderfolgende Sequenzen von
nichtveresterten Galakturonatresten gebildet, im Gegensatz
zur chemischen Umsetzung, bei der die Ester unspezifisch
gespalten werden!®3,
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Einige Unterschiede in der chemischen Struktur natiirlicher
Pektine aus Pflanzenzellwinden kdnnten sich mit verschiede-
nen Stadien des Zellwachstums korrelieren lassen. In Geweben
mit potentiell schnellem Wachstum scheint ein hoher Anteil
an L-Rhamnoseresten die Zusammenlagerung der Ketten und
demzufolge die Gelbildung zu verhindern!®* 3!, Die regelmi-
Bige Packung wird weiterhin durch Seitenketten eingeschréinkt,
die im typischen Fall aus f3-D-Galaktopyranose und/oder o-L-
Arabinofuranose aufgebaut sind. Der kombinierte EinfluBl auf
die physikalischen und mechanischen Eigenschaften der Zell-
wand konnte eine Dehnung und demgemiB eine ZellvergroBe-
rung erleichtern.

4. Natiirliche Ordnung in Losung: Xanthan

Xanthan, das extrazellulidre Polysaccharid aus X anthomonas
campestris, weist Pentasaccharid-Wiederholungseinheiten
auft®®-%71. Die Hauptkette hat die gleiche Struktur wie Cellu-
lose; an jeden zweiten Glucoserest ist jedoch eine Trisaccha-
rideinheit gebunden. Das fithrt zu einem hochverzweigten
Molekiil vom Typ (4 ). Alle Zuckerreste liegen in der Pyranose-
form vor.

cellulosedhnliche Hauptkette
->4)—B-D-Glcp-(l-’4)—B—D-]Glcp-(l-’

()

a-D-Manp-6-0OAc

—(H—»N)_

Trisaccharid-
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B-p-GlcAp

)

_(>-—>

g-b -‘_M.anp

47 s
N/
AN
H,¢” “cooH

In Wirklichkeit mag die Struktur nicht ganz so regelméBig
sein, wie sie hier dargestellt ist. Die Substitutionsstellen fiir
Pyruvat, das in geringeren als stéchiometrischen Mengen ge-
bunden ist, konnten unregelméBig oder nach irgend einem
Muster verteilt sein. Prinzipiell ist es auch moglich, daB die
streng alternierende Verteilung der Seitenketten nicht einge-
halten wird, obwohl Ergebnisse aus chemischen Abbaustudien
hierfiir zur Zeit keinen Anhaltspunkt bieten.

Rontgenbeugungsuntersuchungen an orientierten Xanthan-
fasernt®®! haben gezeigt, daB die Kette eine fiinfzihlige Helix
mit einer Gangh6he von ungefihr S0A bildet. Es kénnen
mehrere Modelle aufgebaut werden; Abbildung 7 zeigt eine
sehr wahrscheinliche Mdoglichkeit. Bei dieser Einzelhelix-
Konformation sind die Seitenketten umgefaltet, so dal} sie
sich an der Hauptkette ausrichten und nichtkovalente Wech-
selwirkungen titigen konnen, die wahrscheinlich die Gesamt-
konformation stabilisieren. Beweise fiir die Existenz einer ge-
ordneten Form in Losung stammen aus einer Vielzahl von
physikalischen Untersuchungen!®® . Die Bestimmung der
optischen Drehung, NMR-spektroskopische Relaxationsmes-
sungen und Viskositdtsbestimmungen bei niedrigem Scherge-
fille in Abhingigkeit von der Temperatur fithren zu S-formigen
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Abb. 7. Fiinfzihlige Helix des Xanthans; die Computerzeichnung zeigt eine
wahrscheinliche Interpretation der Rontgenbeugungsergebnisse. a) Projektion
senkrecht zur Helixachse; b) Projektion entlaug der Helixachse.

Kurven (Abb. 8). Analoge Ergebnisse wurden bei Circulardi-
chroismus-Studien des Carboxylatchromophors erhaltent®®!,
Die Temperatur fiir den Ubergang vom geordneten in den un-
geordneten Zustand ist bei konstanter Ionenstirke unabhingig
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von der Polysaccharidkonzentration. Da der Ubergang zu
breit ist, als daf} er auf eine stark kooperative Phaseninderung
hinweisen wiirde, sicht man diese KonzentrationsunabhZngig-
keit als Beweis fiir eine unimolekulare Reaktion an, bei der
ein Kniuel in eine Einzelhelix iibergeht. Wahrscheinlich wird
die Einzelhelix des Xanthans in Losung durch Assoziationen
zwischen Seiten- und Hauptkette stabilisiert, die denen im
Modell (Abb. 7) fiir den festen Zustand dhneln.
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Abb. 8. EinfluB der Temperatur auf die optische Drehung (O.R.) bei
A=>546nm, die Viskositdt (n) bei niedrigem Schergefille (y=14s"1) und
die hochaufgeloste NMR-Relaxation (NMR) (Abnahme des Signals) beim
Xanthomonas-Polysaccharid. 1proz. Losung (Gew./Vol.).

5. Helix-Band-Assoziationen

Obwohl Xanthan in Losung eine geordnete Konformation
annimmt, geliert es erwartungsgemiB nicht, denn der Uber-
gang vom geordneten zum ungeordneten Zustand erfordert
keine Vernetzung. Jedoch kann sich ein kautschukartiges Gel
durch Zugabe von B-1,4-verkniipften Polysacchariden bilden,
die in Lésung normalerweise als statistische Knduel und im
festen Zustand als steife, gestreckte Binder vorliegen!®!], Bei
dieser zur Gelbildung fiihrenden Wechselwirkung kommt es
zur Vernetzung der ungleichen Polysaccharidketten. Der Gel-
Sol-Ubergang ist scharf genug, um kooperativer Natur zu
sein — das heift, daB die beiden Polysaccharide in konformativ
geordneter Form in Wechselwirkung treten.

Beispielsweise findet eine solche zur Gelierung fiihrende
Wechselwirkung zwischen Xanthan und dem Galaktomannan
aus Ceratonia siliqua statt (dieses Galaktomannan ist auch
als Johannisbrot- oder Carubengummi bekannt). Analog ver-
halten sich Mischungen aus diesem Galaktomannan und Al-
genpolysacchariden, die Doppelhelixstruktur aufweisen. Das

abkihlen
—
—

erhitzen

Ordnung in Losung

statistisches
Knauel (Xanthan)

Galakto-

mannag;

gilt auch fiir einige andere Galaktomannane. Zum Beispiel
gelieren Losungen von k-Carrageenan oder Agarose in Gegen-
wart dieses Galaktomannans, auch wenn ihre Konzentratio-
nen so niedrig sind, daB8 sie nicht von alleine gelieren!*®),
Genauso gelieren auch die kurzen Kettensegmente, die sich
von diesen Polysacchariden ableiten, nicht von alleine, wohl
aber nach Mischung mit Galaktomannanen. Alle diese Gelmi-
schungen ,;schmelzen und erstarren scharf, was mit kooperati-
ven Ubergingen vereinbar ist. Demnach scheinen diese Netz-
werke durch geordnete, nicht-kovalente Assoziation vernetzt
zu sein. Vergleicht man bei Galaktomannanen unterschiedli-
chen Substitutionsgrades die fiir die Gelierung verantwort-
lichen Wechselwirkungen, so deutet sich an, dal die Bindung
auf die unsubstituierten Mannosereste zuriickgeht. Angesichts
der chemischen Beweise!52!, daB diese Mannosereste in langen
aufeinanderfolgenden ,,Bl6cken” vorkommen konnen, sind an
der Quervernetzung wahrscheinlich Helix-Band-Assoziierun-
gen beteiligt, wie sie in Abbildung 9 schematisch dargestellt
sind. Die Stochiometrie dieser Assoziationen ist noch ebenso
zu kldren wie die Frage, ob die Assoziate nur Untereinheiten
von groferen Aggregaten sind.

Dieses Modell wird durch Messungen der optischen Dre-
hung im groBen und ganzen erhirtet!!®!. Der Helix-Kniuel-
Ubergang von k-Carrageenansegmenten wird durch Galak-
tomannan beeinflult, was auf eine Wechselwirkung zwischen
den beiden Polysacchariden hinweist (Abb. 10). Der Ubergang
beim Abkiihlen wird in einer Weise verschoben, die andeutet,
daB durch diese Wechselwirkung die Keimbildung fiir die
Carrageenan-Doppelhelix erleichtert wird — das heif3t vermut-
lich durch die Bindung des Galaktomannans. Genauso findet
man beim Aufheizen, daf} die Helix bei hoheren Temperaturen
schmilzt, was auf ihre Stabilisierung durch eine Bindung von
Galaktomannan hinweist.

Die optische Drehung von Agarose in Gegenwart von Ga-
laktomannan kann in dhnlicher Weise gedeutet werden, ob-
gleich ein Teil der Befunde sich hiermit nicht vereinbaren
148t. Der Ubergang beim Abkiihlen ist wiederum nach etwas
hoheren Temperaturen verschoben, was eine Beteiligung von
Galaktomannan bei der Keimbildung nahelegt. Beim Aufhei-
zen findet man jedoch eine komplizierte Anderung der opti-
schen Drehung. Dieses Verhalten weist nachdriicklich darauf
hin, daBl Galaktomannan aus dem Assoziat entfernt werden
kann, bevor die Doppelhelix selbst aufschmilzt (Abb. 11). Fiir
diese Dissoziation des Galaktomannans findet man eine S-for-
mige Anderung der optischen Drehung, was einen kooperati-
ven Prozel} andeutet. Das bestitigt, daB3 die Galaktomannan-
kette im gebundenen Zustand selbst eine geordnete Konforma-
tion annimmt.

substituierter

Bereich unsubstituierte

Mannanhaupt-
kette

7% % %%\

gemischtes Gel

Abb. 9. Vorgeschlagenes Modell fiir die Wechselwirkung zwischen der Helix des Xanthans und den unsubstituierten Bereichen der Hauptkette von Galaktomannanen.
(Mit freundlicher Genehmigung von Dr. E. R. Morris.) Ahnliche Modelle, bei denen Galaktomannan-Doppelhelix-Wechselwirkungen auftreten, sind fiir Wech-
selwirkungen unter Beteiligung von Agarose und Carrageenan vorgeschlagen worden [19].
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Abb. 10. Anderung der optischen Drehung (O.R.) mit der Temperatur bei
segmentiertem k-Carrageenan (—) und bei einer Mischung von segmentier-
tem k-Carrageenan und Galaktomannan aus Ceratonia siliqua (~—-). Konzen-
tration fiir k-Carrageenan und Galaktomannan 4 % bzw. 1 %.

Xanthan, Agarose und k-Carrageenan treten mit anderen
B-1,4-verkniipften, bandartigen Polysacchariden wie Cellulose-
Derivaten, Xylanen und Glucomannanen in unterschiedlichem
AusmalB in Wechselwirkung!®?-63), Diese Wechselwirkungen
sind der Quartérstruktur in Proteinen analog. Die Spezifitit
von Wechselwirkungen dieser Art kann wichtig fiir den Zusam-
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Abb. 11. Anderung der optischen Drehung (O.R.) mit der Temperatur a)
bei Agarose und b) bei einem Gemisch von Agarose und Galaktomannan
aus Ceratonia siligua. Konzentrationen fiir Agarose und Galaktomannan
0.05 % bzw. 0.1 %.

menhalt pflanzlicher Gewebe sein. Speziell beim Xanthan
mag es von Bedeutung sein, daB das Bakterium pathogen
ist, von dem dieses Polysaccharid stammt, und sich in pflanz-
lichen Geweben ansiedelt, in die es durch interzelluldre Berei-
che eindringt. Moglicherweise spielen Polysaccharid-Polysac-
charid-Wechselwirkungen, wie wir sie hier beschreiben, eine
Rolle fiir das gegenseitige Erkennen von Wirt und pathogenem
Bakterium.

6. Tierische Polysaccharide: Glykosaminoglykane

Die Glykosaminoglykane sind Matrixpolysaccharide tieri-
schen Ursprungs. Die meisten von ihnen sind alternierende
Copolymere vom Typ (5) aus B-1,4-verkniipfter Uronsiure
und f-1,3-verkniipftem N-Acetylhexosamin, wobei jedes der
beiden Monomere Sulfatestergruppen tragen kann'®*l (5)
ist eine Hyaluronséure. Eine Ausnahme bildet das Keratansul-
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fat!63! In diesem Polysaccharid sind die 1,4- und 1,3-verkniipf-
ten Reste N-Acetyl-D-glucosamin bzw. D-Galaktose. Heparin
unterscheidet sich ebenfalls von den anderen Vertretern dieser
Polysaccharidgruppe!®®l. Obwohl seine Struktur eine alternie-
rende Anordnung von Uronséure- und N-Acetylhexosaminre-
sten aufweist, gibt es groBere Unterschiede in den Konfigura-
tionen und Positionen der Verkniipfungsstellen.

CH,0H o HO
HO HO
o 0 o (5)
I\'IH COOH
COCH;, n

1,3-verkniipftes
N-Acetyl-p-glucosamin

1, 4-verkniipfte
D -Glucuronsfure

Diejenigen Polysaccharide, die alternierend iiber 1,3- und
1,4-Bindungen verkniipft sind, weisen in der allgemeinen Ste-
reochemie der Hauptkette eine Analogie zur Agarose- und
Carrageenanfamilie auf[vgl. (1 ) und (5)]. Ein weiteres Analo-
gon ist, daB der iiber Position 4 verkniipfte Ring in der Natur
in den beiden moglichen Sesselkonformationen vorkommt.
In den Glykosaminoglykanen kann dieser Rest D-Glucuronat
in der C1-Konformation nach Reeves oder L-Iduronat sein,
das zumindest in Losung die 1C-Konformation annimmt(67),
In der Agarose-Carrageenan-Gruppe konnen 3,6-Anhydroga-
laktose oder Galaktose-6-sulfat die analogen Reste sein. Die
gegenseitige Umwandlung der Reste scheint wiihrend der Bio-
synthese der Glykosaminoglykane auf der Polymerstufe statt-
zufinden'®® ¢%- %! wie es auch bei der Agarose- und Carra-
geenangruppe der Fall ist (siche oben).

Inneuerer Zeit wurden orientierte Fasern aus Glykosamino-
glykanen eingehend durch Rontgenbeugung untersucht, wobei
eine Vielzahl von Einzelhelixkonformationen charakterisiert
werden konnte. Anscheinend handelt es sich hierbei nur um
linksgéingige Helices, die sich in ihrer Aufweitung unterschei-
den. Dreizihlige Helices treten am hiufigsten auf!’®~ 73], Es
wurden jedoch auch andere Helixtypen nachgewiesen: vierzih-
lige Formen bei der Hyaluronsiure!"# %!, zweiziihlige Formen
beim Keratansulfat!”¢! und bei einigen anderen Polysacchari-
denin der sauren Form, schlieBlich 85-Helices beim Chondroi-
tin-6-sulfat!””’ und Dermatansulfat!’®, Obwohl man aufgrund
der stereochemischen Analogien zu Agarose und Carra-
geenanen annehmen sollte, da Doppelhelixkonformationen
vorkommen, ist die Existenz solcher Formen bis jetzt noch
nicht gesichert.

Die Hyaluronsdure (5) ist das Polysaccharid dieser Gruppe,
dessen Konformation in Lésung am eingehendsten untersucht
worden ist. Viele hydrodynamische Untersuchungen haben
gezeigt, daBl das Molekiil in erster Ndherung gut als statisti-
sches Kniuel beschrieben werden kann!7? =811 Zugleich gibt
es aber auch Beweise fiir intermolekulare Wechselwirkungen,
die auf der Grundlage einer ungeordneten Anordnung flexibler
Ketten kaum erkldrt werden konnen'®%%3, In Hyaluronat-
16sungen tritt eine Kopplung von Kn#uelabschnitten in ei-
nem Konzentrationsbereich auf, der um eine GroéBenord-
nung kleiner ist als der Konzentrationsbereich fiir die Bil-
dung ungeordneter Assoziate aus den meisten anderen Polyme-
ren. Die Hyaluronatmolekiile kleben also zusammen, wenn
sie sich beriihren!®*!. Ferner verhilt sich Hyaluronat bei hhe-
ren pH-Werten, wo die Hydroxygruppen dissoziiert sind, nicht
wie ein Polysaccharid, das als statistisches Kniuel vorliegt;
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ein statistisches Knéuel sollte sich ausdehnen, wobei sich die
Ketten versteifen und die Viskositit der Losung zunimmt.
NMR-Relaxationsuntersuchungen!®*lund Viskosititsmessun-
gen!®® zeigen jedoch, daB Natriumhyaluronat bei hohen pH-
Werten flexibler und kompakter wird. Das deutet an, da3
eine reversible Spaltung einer irgendwie gearteten Assoziation
stattfindet, deren Ursprung bis jetzt unbekannt ist.

Die intercatenare Assoziation von Hyaluronat kann da-
durch verstirkt werden, daB3 der pH-Wert auf 2.5 eingestellt
wird, denn dadurch wird die elektrostatische Ladung verrin-
gert. Unter diesen Bedingungen und in Gegenwart von etwas
Natriumchlorid zeigt die Losung einen deutlich elastischen
Charakter, sogar bei niedrigen Polysaccharidkonzentratio-
nen'®!!, Im strengen Sinne handelt es sich hierbei nicht um
ein Gel, denn die intermolekularen Kontakte brechen auf
und bilden sich wieder neu. Beispielsweise ,heilt” das Material,
nachdem es zerschnitten ist. Das weist auf eine flieBende Asso-
ziation von Kettensegmenten unter Bildung eines dynamischen
Gleichgewichts hin. Das Material ist deswegen als ,,viskoelasti-
scher Kitt“ bezeichnet worden. Es wird noch elastischer, wenn
die Aktivitdt des Wassers erniedrigt wird, z. B. durch Dialyse
gegen niedrig konzentriertes Ethanol. Alle diese Phinomene
weisen auf eine Analogie zu den oben besprochenen Polysac-
charidsystemen hin, bei denen geordnete Sekundér- und Ter-
tidrstrukturen an der Vernetzung beteiligt sind. Die molekula-
ren Ursachen fiir diese bei Hyaluronat auftretenden Effekte
miissen aber noch geklidrt werden.

7. Schlufl

Die hier beschriebenen Polysaccharidsysteme zeigen so viele
gemeinsame Eigenschaften, daB es gerechtfertigt erscheint, all-
gemein giiltige Prinzipien fiir die Bildung von Sekundir- und
Tertidrstrukturen und deren Beziehungen in Losungen und
Gelen anzunehmen.

In allen bekannten Beispielen sind fiir die Bildung geordne-
ter Konformationen Bereiche mit sich regelmidBig wiederho-
lenden, kovalent verkniipften Strukturelementen nétig. Wenn
das Muster unterbrochen wird, ist gewohnlich (wenn auch
nicht unabinderlich) die konformative Ordnung beendet. Die-
se Terminierung durch eine verinderte Sequenz wirkt sich
bei Polysacchariden stirker aus als bei Proteinen und Nuclein-
sduren. Dies riihrt daher, daB3 die fiir Polysaccharide typischen
natiirlichen Variationen der chemischen Struktur einen groe-
ren EinfluB auf die Stereochemie ausiiben. Das Polypeptid-
und Polynucleotidriickgrat wird durch den Austausch einer
Wiederholungseinheit gegen eine andere nicht generell verin-
dert. Ersetzt man demgegeniiber in einem Polysaccharid einen
Zuckerrest durch einen anderen, so konnen sich dadurch die
Konfiguration der glykosidischen Bindung, die Konfiguration
und Position der Halbacetalbindung und sogar die Ringkon-
formation des Zuckers verdndern. In die a-Helix- oder B-Falt-
blattregion eines globuldren Proteins kann man zahlreiche
verschiedene Aminosduren einbauen, und genauso konnen
bei einer Nucleinsdure innerhalb eines einzelnen Bereiches
mit Doppelhelixstruktur alle vier Nucleotidtypen unterge-
bracht werden. Fiigt man aber in den Helix- oder Bandbereich
eines Polysaccharids einen neuen Zucker ein, so fiihrt das
hiufig zu einer scharfen Kinke oder zumindest zu anderer
Packung.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den Ketten von Polysac-
chariden und anderen Biopolymeren ist der, dal Polysaccha-
ridketten steifer sind, wie sich aus Modellberechnungen er-
gibt!!l. Fine Kettenfaltung innerhalb eines begrenzten Volu-
mens, wie sie bei globuldaren Proteinen beobachtet wird, kommt
bei Polysacchariden im allgemeinen nicht vor. Viele Polysac-
charide sind gestreckte Binder oder Helices, die eine intercate-
nare Packung bendtigen, um eine fiir die Stabilitit notwendige
Anhdufung nichtbindender Wechselwirkungen zu erreichen.
In diesem Aufsatz haben wir als Beispiele doppelstringige
Helixstrukturen, doppelstrangige Band-Band-Assoziationen
und vielstringige Helix-Band-Assoziationen angefiihrt. Wir
kennen nur ein einziges Beispiel fiir eine Struktur, die intramo-
lekular stabilisiert sein konnte, und zwar die des Xanthans.
In Wirklichkeit liegt aber beim beschriebenen Modell dieses
hochverzweigten Polymerseine Kombination von vielen Stran-
gen innerhalb desselben Molekiils vor. Man kann deshalb die
Konformation als intramolekular vielstrdngig ansehen.

Beziiglich des Zusammenhangs zwischen Sekundir- und
Tertidrstruktur zum einen und biologischer Funktion der Poly-
saccharide zum anderen ziechen wir zwei Schliisse: 1. An der
Bildung geordneter Konformationen sind gewohnlich inter-
molekulare Assoziationen beteiligt, sogar in stark hydratisier-
ten Systemen. Ohne Zweifel spiegelt dies die biologische Funk-
tion der Polysaccharide fiir die strukturelle Integritédt der duf3e-
ren Zelloberflache und die Anordnung von Zellen zu Geweben
wider. 2. Diese geordneten Zustande und ihre Assoziationen
werden hiufig durch Enzyme kontrolliert, die die Zuckerreste
auf der Polymerstufe modifizieren.

Wir danken Dr. E. R. Morris fiir niitzliche Diskussionen wih-
rend der Niederschrift dieses Aufsatzes.
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Ubersetzt von Dr. V. Rosshach und Dipl.-Chem. F. P. Schmitz, Aachen
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Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet des Vitamins B; ;: Von einfachen
Corrinen und von Coenzym B, abhiingige Enzymreaktionen

Von G. N. Schrauzer[']

Einfache Corrine, z.B. Vitamin B;,, und Vitamin-B;,-Coenzyme katalysieren eine Vielzahl
von ungewdhnlichen Enzymreaktionen, fiir die es zum Teil noch keine Analogien aus dem
Bereich der synthetischen organischen oder metallorganischen Chemie gibt. Die Mechanismen
dieser Reaktionen sind zur Zeit noch Gegenstand lebhafter Diskussionen. Der vorliegende
Aufsatz gibt einen Uberblick iiber neuere Vorstellungen zur Frage der Wirkungsweise der

Vitamin-B, ,-Coenzyme in enzymatischen Reaktionen.

1. Einleitung

Im ersten Teil dieser Serie wurden die wichtigsten Reaktio-
nen des Cobaltatoms in Corrinen und in Modellverbindungen

[*] Prof. Dr. G. N. Schrauzer
University of California at San Diego, Revelle College
La Jolla, Calif. 92093 (USA)

Angew. Chem. 89, 239-251 (1977)

beschrieben!!). Im vorliegenden Teil werden Corrin-abhingige
Enzymreaktionen behandelt. Wir werden dabei besonders auf
die Wirkungsweise der Vitamin-B, ,-Coenzyme eingehen. Auf
die Wiedergabe von Einzelheiten, die sich auf Vorkommen,
Eigenschaften und Isolierung der Enzyme bezichen, wird im
allgemeinen verzichtet. Ebenso konnen medizinische Aspekte,
also etwa physiologische Vitamin-B  ;-Transportmechanismen
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