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Vor 100 Jahren begann die wissenschaftliche Beschreibung einer Klasse von zuckerbinden-
den Proteinen, bei denen es sich weder um zuckerspezifische Enzyme noch um entspre-
chende Antikérper handelt. Diese Proteine werden als Lectine bezeichnet. Als natiirliche
Bindungspartner der Lectine dienen die Zuckerteile zellulirer Glycoproteine, Glycolipide
oder Proteoglycane; diese Strukturelemente sind potentiell informationsspeichernd und
-uibertragend. Die selektive Erkennung dieser Bindungspartner durch Lectine vermag zur
Steuerung biologischer ProzeBketten beizutragen. Wihrend pflanzliche Lectine inzwischen
einen festen Platz bei der Charakterisierung und Lokalisierung des Zuckerteils von Glyco-
konjugaten haben, steht die Arbeit an endogenen Lectinen noch vor vielen offenen Fragen,
die durch die Wahl eines geeigneten Modellsystems experimentell prizisiert werden kon-
nen. Hier bietet sich die Arbeit an Tumoren an, zumal dieses Modell sich aufgrund der
zusitzlichen Maoglichkeit einer umgehenden Prifung auf diagnostischen und therapeuti-
schen Nutzen empfiehlt. Von der chemischen Synthese des Zuckerteils der Neoglycoprote-
ine, die zum Aufspliren zelluldrer Zuckerrezeptoren mit histochemischen und zellbiologi-
schen Techniken dienen, und der biochemischen und immunologischen Charakterisierung
der von Tumorzellen exprimierten Lectine spannt sich der Bogen der in der Tumorlectino-
logie genutzten Methoden bis zur Anwendung von Homologieanalysen zur Ermittlung wei-
terer funktioneller Dominen. Die harmonische Integration aller dieser Fachbereiche in der
Tumorlectinologie dirfte eine Voraussetzung fiir erfolgreiche klinische Anwendungen
sein.

1. Einleitung

Die Geschichte der wissenschaftlichen Beschreibung
von Lectinen begann vor 100 Jahren mit der Veréffentli-

chung der Dissertation von Hermann Stillmark, einem
Doktoranden von Rudolf Kobert an der Universitit Dor-
pat. Seine Arbeit iiber ,,Ricin, ein giftiges Ferment aus den
Samen von Ricinus communis und einigen anderen Eu-
phorbiaceen*!" war durch das Auftreten unbekannter Gift-
stoffe im Viehfutter motiviert und belegte, daB3 der Extrakt
aus Ricinus communis auBerordentlich toxisch ist. Zudem
vermochten diese Praparationen - nach heutigem Standard
ein Proteingemisch -, die Agglutination von Erythrocyten
herbeizufiihren (Abb. 1). Diese Himagglutination als Test
ermdglichte in kurzer Zeit die Entdeckung weiterer Quel-
len von Extrakten, die fiir die weite Verbreitung von Prote-
inen dieser Art sprechen. Neben der Toxizitit und der
Auslésung der Hamagglutination nutzte Ehrlich schon
bald darauf eine weitere Eigenschaft des Ricins: seine Po-
tenz als Antigen. An diesem Modell, das bakterielle Toxine
ersetzte, fiihrte er den experimentellen Beweis fiir die Spe-
zifitat der immunologischen Reaktion>?],

Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher dargestellt!*>!, folg-
ten 1936 und 1948 weitere Meilensteine der Lectinfor-
schung. 1936 wurde experimentell nachgewiesen, daB} ein
aus Extrakten von Canavalia ensiformis gewonnenes Pro-
tein die Hamagglutination dadurch bewirkt, daB es an
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Abb. 1. Die Vermitilung der Hamagglutination durch Ricin. In der ersten
Reihe wurde eine Konzentrationsreihe von Ricin mit steigendem Verdiin-
nungsgrad (1:2 bis 1:612) eingesetzt. In der zweiten Reihe wurde jedem Test
0.1 M D-Lactose als kompetitiver Inhibitor zugesetzt. Rechts am duBeren
Rand sind zwei Kontrollen ohne Ricin(Lectin)zugabe aufgefiihrt. Die Schal-
chen links daneben sind unbenutzt.

Zucker der Erythrocyten bindet'®; 1948 wurde die Spezifi-
tat einzelner pflanzlicher Proteine im Himagglutinations-
test fiir Blutgruppen entdeckt!”-®, Der Begriff , Lectin‘ ist
von der Selektivitit verschiedener Proteine abgeleitet, z. B.
der aus Pflanzen erhaltenen, Erythrocyten agglutinieren-
den Proteine (,,Phytohdmagglutinine‘“), und wurde einge-
fihrt, um Angehdrige dieser Proteinklasse mit Antikorper-
dhnlicher Spezifitat der Erkennung molekularer Gruppen
von den Antikdrpern abzugrenzen'®. Weitere alternative
Begriffsvorschlige wie ,Rezeptor-spezifisches Protein“!'®
fanden keine allgemeine Verbreitung. Viele der damals als
Phytohdmagglutinine angesprochenen Proteine erwiesen
sich spiter als zuckerspezifisch; auBerdem wurden Agglu-
tinine dieser Substanzklassenspezifitit auch in Organis-
men anderer Ordnungen gefunden. Hierdurch wurde die
Grundlage gelegt, den Begriff ,,Lectin‘‘ - bisher nur in Ab-
grenzung zum Terminus ,,Antikdrper** benutzt -, zu prizi-
sieren. Die Definition schlieft die Zuckerbindung ohne
enzymatische Aktivitit sowie operational Zellagglutination
und/oder Prizipitation von Glycokonjugaten ein; damit
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wurde der Begriff , Lectin® durch die Art des Liganden
spezifiziert''',

Verglichen mit Lectinen aus Pflanzen sind tierische Lec-
tine ein ausgesprochen junges Forschungsgebiet!'>'*. Ent-
wicklungen, die von der Anwendung chemischer, bioche-
mischer und zellbiologischer Methoden ausgehen, sollen
in diesem Uberblick mit besonderem Schwerpunkt auf der
moglichen klinischen Nutzung endogener Lectine nachge-
zeichnet werden.

2. Konnen Zuckerstrukturen Informationstriiger
sui generis sein?

Zucker werden in der Regel als Energiespeichersubstan-
zen angesehen. Als integrale Bestandteile von zelluldren
Glycokonjugaten, den Glycoproteinen, Glycolipiden und
Proteoglycanen, scheinen sie jedoch andere Aufgaben zu
erfiillen. Attraktiv ist die Vorstellung, daBl in der Anord-
nung der Zuckermonomere von Glycokonjugaten biologi-
sche Information gespeichert ist, die fiir den fehlerlosen
Ablauf von Erkennungsprozessen bendtigt wird. Wahrend
Aminosiduren in Proteinen, von wenigen Ausnahmen abge-
sehen, immer durch die Peptidbindung verkniipft sind -
Strukturheterogenitit als biologische Information dem-
nach nur durch die Unterschiede in der Art der Bausteine,
nicht durch Unterschiede in der Art der Verkniipfung er-
zeugt werden kann -, ergeben sich im Falle der Aneinan-
derreihung von Zuckermonomeren durch die Glycosidbin-
dung ausgesprochen vielfiltige Méglichkeiten. Neben den
Variantenreichtum durch den Ort der Verknipfung im
Zuckergrundgeriist tritt als weitere Maoglichkeit die An-
omerie. Auch wenn in den natiirlichen Kohlenhydratstruk-
turen der Glycokonjugate bei weitem nicht alle denkbaren
Maéglichkeiten realisiert sind (vgl. Abb. 2), so weisen sich
Zuckerstrukturen vergleichsweise kurzer Sequenz doch als
pradestiniert fiir Informationsspeicherung aus, wie unter
anderem das Beispiel der Blutgruppen nachdriicklich be-
legl[l4—l9l-

Die durch die Anordnung der Monomere charakteri-
sierte Grundstruktur, deren Aufkldrung in den letzten Jah-
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Abb. 2. Bewspiele fiir die Grundstruktur von Oligosacchariden, dic N-glycosi-
disch iiber N-Acetylgiucosamin mit einem Asparaginrest des Proteins ver-
kniipft sind. Der Kernanteil, der die erste Verzweigung umfaBt, ist fir alle
drei Grundtypen gleich. Diese Grundtypen sind der mannosereiche Typ (A),
der komplexe Typ (B) und die Mischform, die im peripheren Teil Elemente
beider Grundtypen enthilt und daher Hybridtyp (C) genannt wird.
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ren wesentliche Fortschritte gemacht hat!'®"?%, kann zudem
enzymatisch modifiziert werden, so durch Sulfatierung,
Phosphorylierung und O-Acetylierung der Zuckerkette'?'
%1 Dieses Zusammenspiel der vom biosynthetischen Ap-
parat bedingten Komplexitit der Zuckersequenzen und
der Variabilitit der anschlieBenden Modifizierung steckt
den Rahmen der méglichen Vielfalt von Zuckerstrukturen
ab. Die Konformationsanalyse definierter Oligosaccharide
und Glycopeptide belegt dariiber hinaus eine weitere un-
abdingbare Voraussetzung fiir die Informationsspeiche-
rung und -iibermittlung, nimlich die distinkte rdumliche
Organisation und eine erhebliche Strukturrigiditat>**°.
Modifikationen der Grundstruktur wirken sich dabei auch
auf die Stabilitit der Konformationszustinde aus. Der
Kohlenhydratteil von Glycokonjugaten erfiillt damit we-
sentliche Voraussetzungen, als Codesystem Information zu
speichern und die Information in Interaktionen umzuset-
zen, die in der biologischen Prozefsteuerung von der Be-
fruchtung der Eizelle an von groBer Bedeutung sein kon-
ncn[27-3”.

Als Partner fiir Zucker in einer solchen Erkennungsreak-
tion kommen in erster Linie Proteine in Betracht. Defini-
tionsgemafB zihlen die Lectine zu den Proteinen, die als
Zuckerrezeptoren fungieren konnen. Die spezifische Prote-
in-Zucker-Wechselwirkung zwischen Lectin und Kohlen-
hydrat, durch die die Zuckerkette zudem nicht wie bei der
Erkennung durch Enzyme (z. B. Glycosidasen oder Glyco-
syl-Transferasen) verindert wird, konstituiert somit ein
wechselseitiges Erkennungssystem. Dieses System kann
auf beiden Seiten reguliert werden, so daf es hohe Flexibi-
litdt erméoglicht, wie in Abbildung 3 skizziert.

Abb. 3. Schematische Darstellung eines wechselseitigen Erkennungssystems,
das durch spezifische Interaktion von (meist) zellstindigen Lectinen entspre-
chender Spezifitdt mit zellstindigen Zuckerliganden etabliert wird. Die Lec-
tine kénnen auch Briickenfunktion haben. GroBe Rechtecke: Zellen: Kreis:
Mannose: auf der Kante stehendes Quadrat: Galactose; Sechseck: N-Acetyl-
glucosamin; auf der Spitze stehendes Quadrat: Fucose. Die spezifischen Lec-
tine (fett gezeichnet) schlieBen die Zucker teilweise ein. Die Lectine kdnnen
sich in ihrer Subspezifitit unterscheiden (gezeigt am Beispiel der Mannose-
Bindung).

Obwohl dieses allgemeine Konzept sehr ansprechend
ist, darf jedoch nicht unerwdhnt bleiben, dal Koh-
lenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen ebenfalls belegt
sind®®*%3% und daB der Zuckerteil von Glycokonjugaten
auch andere Aufgaben haben kann. So kann er bei Gly-
coproteinen die Konformation des Proteins beeinflussen
und Bereiche auf der Oberfliche von Proteinen abdecken,
um sie vor proteolytischem Abbau zu schiitzen!””\. Glycoli-
pide wie Sialoganglioside kénnen durch Bindung von Me-
tall-lonen Rezeptorfunktionen modulieren, ohne selbst
aufgrund ihrer Zuckerstruktur, von der entscheidenden Si-
alinsduregruppe abgesehen, als eigenstindiger Rezeptor zu
wirken**33],
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Die notwendige Flexibilitit innerhalb des angenomme-
nen Codesystems auf der Basis von Zucker-Protein-Wech-
selwirkungen, die Spielraum fiir regulatorische Eingriffe
gewihrt, ist auf der Seite der Kohlenhydratstruktur einge-
hend dokumentiert. Neben der Verfiigbarkeit von pflanzli-
chen Lectinen als exogenen Zuckerrezeptoren war es fiir
die Kldrung dieser Fragen forderlich, daB die Zucker aus-
gesprochen antigen wirken kdnnen™®. Somit lassen sich
Zuckerepitope experimentell mit monoklonalen Antikér-
pern nachweisen, mit denen ihr Expressionsmuster ent-
wicklungsabhingig quantifiziert werden kann®®’-%%, Die
auf diese Art gewonnenen Resultate bezeugen eindrucks-
voll, dal das Muster der Zuckerstrukturen individueller
Glycokonjugate die zelluldre Identitit im Verlauf von Dif-
ferenzierungsprozessen anzeigen kann. Da Antikorper
durch ihre Epitoperkennung ihren Bindungspartner rium-
lich fiir andere Interaktionen blockieren, haben — nachdem
entsprechende Determinanten ausfindig gemacht wurden
-, funktionelle Studien weitere Einsichten in ihre Bedeu-
tung bringen kénnen'-*l,

Komplementédr konnen auch die interessierenden Zuk-
kerstrukturen selbst als Effektoren eingesetzt werden, oder
sie kénnen in situ modifiziert werden. Mit solchen Ansit-
zen lieB sich die funktionelle Bedeutung von Kohlenhy-
dratelementen in sehr unterschiedlichen ProzeBketten
nachweisen, z.B. Virusreplikation*?, Zellwachstumsregu-
lation in Tieren und Pflanzen®-**) Embryogenese/*6-*%,
Hormonverteilung und hormonbedingte Signalvermitt-
lung®*%, Ein unabhingiger Ansatz, die Verwendung von
Mutanten von Siugetierzellen mit genetischen Stérungen
im Bereich der Glycosylierung, lieferte weitere Hinweise
auf die funktionelle Bedeutung des Zuckerteils zelluldrer
Glycokonjugatel®'l. Diese Befunde zusammengenommen
ermutigen dazu, der unten formulierten Arbeitshypothese
nicht nur Attraktivitit, sondern auch Plausibilitit zuzu-
sprechen: Zucker-Protein-Interaktionen durch Zucker-
Lectin(Zuckerrezeptor)-Erkennung sind ein fundamentales
Prinzip biologischer Informationsvermittlung. Jedoch muB3
der Kenntnisstand beziiglich des Proteinteils noch deutlich
verbessert werden.

3. Lectine als Forschungsinstrumente

Der Begriff Lectin ist heute noch weitgehend von der
Verwendung pflanzlicher Lectine als Hilfsmittel biologi-
scher und biochemischer Forschung geprégt. Die hohe Se-
lektivitdt fur Zuckerstrukturen erméglicht die gezielte Nut-
zung der Lectine zur Charakterisierung von Glycokonjuga-
ten. Diese Anwendung setzt voraus, daB3 die Spezifitit der
benutzten Lectine mit Hilfe feinstrukturell definierter Li-
ganden wie Glycopeptiden genau bestimmt wurde. Auch
bei Eingruppierung verschiedener Lectine in eine gemein-
same Kategorie aufgrund vergleichbarer Affinitdt zu einem
bestimmten Monosaccharid (der einfachsten Form der
Lectinklassifizierung) kénnen sich bei verfeinerter Analyse
zum Teil erhebliche Affinitidtsabstufungen innerhalb einer
solchen Kategorie zeigen®*-**. Diese Investition in weitere
Datensammlung amortisiert sich dadurch, dal nun Glyco-
konjugate unbekannter Feinstruktur entsprechend ihrer
Affinitdt als Lectinligand nach gelelektrophoretischer
Trennung charakterisiert oder affinitdtschromatographisch
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separiert und gereinigt werden konnen'®*-%%, Wird mit Lec-
tinen oder lectinbeschichteten Trdgern und Zellen, nicht
mit Zellextrakten, gearbeitet, so lassen sich auch Zelltren-
nungen durchfiithren, was besonders in der himatologi-
schen Onkologie von Bedeutung ist'**-*°.. Die Effizienz die-
ser Trennungen hidngt von Faktoren wie der Dichte der
Lectinliganden und ihrer Mobilitadt ab®'-¢,

Auf der Ebene von Zellen und Geweben lassen sich Lec-
tine als histologisches Instrument einsetzen, mit welchem
die Expression von Glycokonjugatstrukturen nachgewie-
sen und quantifiziert werden kann. Die Identifizierung be-
stimmter Zelltypen und distinkter Funktions- und Diffe-
renzierungszustinde sowie Beitrige zur Diagnostik von
Tumoren bieten Anwendungsbeispiele aus der histologi-
schen Praxis!®3-%%),

Trotz der breiten Handhabung von pflanzlichen Lecti-
nen als Instrument in der Forschung sollte nicht vergessen
werden, daf ihre vermeintlichen Funktionen in der Pflanze
nur relativ grob umschrieben sind®®¢”\. Dies gilt auch fiir
Ricin. Schon kurz nach seiner Entdeckung im Jahre 1889
wurde es nicht aufgrund seiner Zuckerbindungseigen-
schaft, sondern aufgrund seiner antigenen Potenz benutzt;
derzeit zentriert sich die Arbeit mit Ricin, dessen Toxizi-
titsmechanismus kiirzlich aufgekldrt worden ist'*® um die
Anwendung als Bestandteil von Immunotoxinen'®"%, Die
vielfiltige Nutzung pflanzlicher Lectine als exogen zuge-
fiihrte Zuckerrezeptoren belegt jedoch den Wert, der endo-
genen Lectinen funktionell zukommen kann, und bildet
damit einen weiteren Pfeiler fiir das Konzept eines mogli-
chen Codesystems aus endogenen Lectinen und ihren zel-
luldren Liganden.

4. Neoglycoproteine als ,,Spiirhunde‘* fiir endogene
Zuckerrezeptoren

Um der Bedeutung endogener Lectine auf die Spur zu
kommen, empfiehlt sich die Konzentration der Studien auf
etablierte und allgemein anerkannte Modellsysteme. Diese
sollten biologische Relevanz, gute Handhabbarkeit und
unproblematische Verfiigbarkeit von befriedigend repro-
duzierbarem Analysenmaterial kombinieren. Tumorzellen
bieten sich in dieser Hinsicht als System an. Zudem be-
steht die zusdtzliche Hoffnung, die an ihnen erhaltenen
Resultate ohne Adaptation auf ein neues System in die
Klinik einfiihren zu konnen. Ausgehend von der zwar hy-
pothetischen, aber durch die oben dargelegten Befunde
untermauerten Vorstellung iiber die Bedeutung der Zuk-
ker-Protein-Erkennung in der Tumorbiologie konnten sich
endogene Rezeptoren fiir Zuckerstrukturen zelluldrer Gly-
cokonjugate als funktionelle Tumormarker eignen. Solche
Marker dienen nicht nur als Zielpunkte der Therapie in
der onkologischen Praxis, sondern kénnen dariiber hinaus
auch zum Verstindnis des tumorbiologischen Verhaltens
beitragen'”"-7?. Sie giben uns demnach auBer der Charak-
terisierung des Tumors, wie es andere Tumormarker tunt”,
die weitergehende Méglichkeit, klinisch wertvolle Aussa-
gen iiber Tumoreigenschaften wie Wachstumsverhalten,
Differenzierungs- und Malignititsgrad sowie Metastasie-
rungskapazitit zu erhalten.

Experimentell gibt die Verwendung geeigneter Reagen-
tien als ,Spiirhunde* fiir zuckerspezifische Erkennungs-
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prozesse, an denen Glycokonjugate beteiligt sind, weiteren
AufschluB iiber diese Modellvorstellung. Um auf Art und
AusmaB der Rezeptorkapazitit fiir Zuckerstrukturen
schlieBen zu kénnen, miissen geeignete Reagentien synthe-
tisiert werden, die routinegemiBen, standardisierten Ein-
satz zur vergleichenden Priifung gestatten. Wird hierfir ein
Protein ohne Zuckerteil, das nicht selektiv als Rezeptor zu
agieren vermag, synthetisch mit definierten Zuckerteilen
konjugiert, so erhilt man die gewiinschten Produkte, die
,,Neoglycoproteine"!”*®,  Aus individuellen Ansitzen
werden dabei genau definierte Reaktionsprodukte gewon-
nen, deren Mannigfaltigkeit durch die Breite der Palette
der Edukte und der Reaktionsfithrung garantiert ist. Diese
chemische Synthese von Neoglycoproteinen dhnelt der
nichtenzymatischen Glycosylierung von Proteinen, die in
besonderen Fillen in der Natur vorkommt!””-"®, Dank der
Fortschritte der Zuckerchemie lassen sich auch recht kom-
plexe Strukturen synthetisieren, mit denen die Liicke zu
den natiirlichen, gegebenenfalls entsprechend modifizier-
ten Glycokonjugaten geschlossen werden kann®’®5,

Mit diesen Neoglycoproteinen ergeben sich nun meh-
rere Mdoglichkeiten, histologisch und zellbiologisch das
Muster der zuckerspezifischen Bindungskapazitat qualita-
tiv und quantitativ an Zellen unterschiedlichen Charakters
zu vergleichen. Jedoch empfiehlt es sich auf dieser Ebene,
den allgemeinen Begriff Zuckerrezeptor zu verwenden,
weil der molekulare Charakter der individuellen Rezepto-
ren, die an der Erkennung beteiligt sein kénnen, nicht ge-
kldrt ist. Dies konnten endogene Lectine sein, aber auch
Enzyme wie Glycosyl-Transferasen oder auch Glycosida-
sen, bei denen im physiologischen pH-Bereich zwar die
Enzymaktivitdt verringert ist, nicht jedoch die Zuckerbin-
dungsfihigkeit. Ferner sind endogene Antikdrper mit Zuk-
kerspezifitat®-#2 sowie Proteine mit zuckerbindenden Do-
minen bekannt, die zwar als Lectine fungieren, aber ope-
rational iiber andere funktionelle Dominen definiert sind,
wie in Abschnitt 6 naher erldutert ist. Auch ist zu beachten,
daB sich die Erkennungsreaktion von der Art der Gewebe-
fixierung und von endogenen Liganden, die inhibitorisch
wirken, beeinflussen 1aft.

Histochemisch und histopathologisch er6ffnen Neogly-
coproteine nach geeigneter Markierung, z. B. Biotinylie-

Abb. 4. Bindung von markiertem und fucosyliertem Albumin an Zellen ¢ines
wenig differenzierten mucindsen Brustcarcinoms (VergroBerung 600fach).
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rung, den Weg zur detaillierten Analyse endogener Zuk-
kerrezeptoren. Bei der Biotinylierung wird also neben der
fir die Bindung im Gewebeschnitt essentiellen und auf-
grund der Syntheseméglichkeiten frei wiahlbaren Zucker-
komponente die Detektionsmarkierung in das Tréagerpro-
tein (z. B. Serumalbumin) eingefiihrt. Solche Neoglycopro-
teine sind somit komplementire Werkzeuge zu pflanzli-
chen Lectinen und zuckerspezifischen monoklonalen Anti-
kérpern in der Erfassung eines Codesystems, das auf Pro-
tein-Zucker-Interaktionen basiert. Als Beispiel fiir die so
erhiltlichen Ergebnisse zeigt Abbildung 4 die Lokalisation
von fucosespezifischen Rezeptoren in einem humanen mu-
cinésen Brusttumor. Kontrollen durch kompetitive Inhibi-
tion mit der spezifischen Zuckerkomponente sowie Aus-
schluB der Bindung des unmodifizierten Tragerproteins
beweisen die spezifische Wechselwirkung des Zuckers im
Neoglycoprotein mit dem Rezeptor im Gewebeschnitt.
Vergleichende Studien mit mehreren Neoglycoproteinen
belegen, daB auf der Basis dieses Analysetyps sich Unter-
schiede von Normal- und Tumorgewebe sowie zwischen
verschiedenen Tumortypen und innerhalb einer Tumor-
klasse finden lassen. Diese Aussage gilt im einzelnen fiir
Brusttumoren!®®, Lungentumoren, fiir die sich die klinisch
bedeutsame Unterscheidung von kleinzelligen und nicht-
kleinzelligen Tumorformen sowie die weitere Unterschei-
dung von Tumorzellen und Zellen des entziindlichen Pro-
zesses andeutet'®*# und fiir Hirntumoren'®*®”), wie in Ta-
belle 1 aufgefiihrt. Die Befunde aus verschiedenen Tumor-
systemen zeigen, daBl es sich lohnt, die Anwendung von
Neoglycoproteinen weiterhin zu priifen und daB die ent-
sprechenden Rezeptoren zum Teil drastischer Regulation
unterliegen. Dies gilt auch fiir den Verlauf von Differen-
zierungsprozessen nichtmaligner Zellen, z.B. verschiede-
ner Zelltypen bei der Entwicklung der Placenta (Tabelle 2).

Um die histopathologische Anwendung von Neoglyco-
proteinen zeitsparend zu gestalten, was fiir Schnellschnitt-
diagnosen wichtig ist, kénnen Neoglycoproteine durch he-
terobifunktionelle Reagentien in zwei Schritten mit Enzy-
men gekoppelt werden, was die Abfolge der Schritte bis
zur Firbung verkiirzt®®®. Zudem lassen sich solche Mono-
konjugate in Tests zum Nachweis und zur Quantifizierung
von Zuckerrezeptoren einsetzen. Wird der Zuckerteil vari-
iert, erhiilt man Informationen iiber die Spezifitiat der be-
teiligten Zuckerrezeptoren und kann durch stindige Riick-
kopplung die Ligandenstruktur optimieren. Neben der Va-
riablen ,,Zuckerstruktur beeinflussen auch die Zucker-
dichte und die Art der Zucker-Protein-Bindung die Effi-
zienz des Neoglycoproteins®-*'. Insgesamt werden auf
diesem Weg wichtige Leitlinien fiir weitere Untersuchun-
gen und fiir die anschlieBende biochemische Reinigung
der histochemisch lokalisierten Zuckerrezeptoren gewon-
nen.

Da neben dem Kohlenhydratteil von Glycoproteinen
und Glycolipiden auch der von Proteoglycanen wichtige
zellulire Funktionen auszuiiben scheint (Zelladhision,
Wachstumskontrolle, Regulation von Rezeptorfunktio-
nen)®>%% lassen sich auch fiir den Nachweis entsprechen-
der Bindungsproteine geeignete Marker synthetisieren
(biotinylierte Polysaccharide nach vorsichtiger CNBr-Akti-
vierung und Aminoalkylierung). Die standardisierte An-
wendung dieses Markertyps belegt, daB Rezeptoren fir
diese sulfatierten Polysaccharide entwicklungsabhingig re-
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Tabelle 1. Cytoplasmatische Bindungskapazitdt (Cp) (") der markierten Kohlenhydrate in Tumoren des Zentrainervensystems [a).

Rezeptor- Neoglycoproteintyp Tumortypen (X" Cp)
spezifitat FA. PA AA DO A0 GB GZ DE ME M FM AM SM MM GA
lag(Diaz.)-BSA 4 6 6 6 5 4 6 6 6 4 6 4 3 3 69
lac(Red.Am.)-BSA 4 3 1 1 2 0 4 3 2 2 0 2 0 0 24
y . gal-B-(1,3)-glcNAc-BSA 0 2 3 3 1 3 0 3 2 0 0 0 0 0 17
p-Galactosid Asialotransferrin 0 0o 4 1 2 6 5 0 6 303 1 3 1 35
Asialofetuin 6 6 4 6 6 b 6 6 6 4 4 6 6 3 68
Asialolactoferrin 2 2 4 1 ] N ] 0 6 i 3 i 4 3 32
a-Galactosid Melibiose-BSA 0 0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 S
N-acetylierte N-Acetyl-glucosamin-BSA 2 4 6 5 3 3 4 3 ) 5 3 3 2 3 51
Zucker N-Acetyl-galactosamin-BSA 0 0 4 0 0 ) 0 0 3 0 0 0 2 4 18
a-Glucosid Maltose-BSA 5 3 3 3 0 4 4 2 1 4 3 4 2 [ 38
B-Glucosid Cellobiose-BSA 0 3 1 3 3 0 0 3 2 0 0 0 0 0 15
a-Fucosid Fucose-BSA 6 6 5 4 6 3 5 3 6 2 2 5 3 3 59
a-Mannosid Mannose-BSA 3 4 4 S 4 4 6 3 4 6 4 6 3 3 59
phosphorylierte Mannose-6-P-BSA 3 3 6 4 4 4 S 4 6 3 6 6 3 3 60
Zucker Galactose-6-P-BSA 2 2 5 5 2 3 3 1 S 3 2 1 0 ! 3S
Zucker mit einer  Sialinsdure-BSA 0 0 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Carboxygruppe Glucuronsiure-BSA 2 2 S 1 1 4 3 0 3 4 0 0 0 1 26
B-Xylosid Xylose-BSA 5 S 6 6 6 5 6 0 6 6 6 6 5 2 70
Gesamtbindungsindex IXn =43 51 74 54 45 57 57 37 69 48 42 45 36 30

[a] Erkldrungen und Abkiirzungen: £"=6 und S bedeutet stark: " =4 und 3 bedeutet mittel; Z"=2 und | bedeutet schwach; £" =0 bedeutet keine Anfarbung.
GA =summienter Zuckerindex: FA =fibrillires Astrocytom; PA = pilocytisches Astrocytom; AA =anaplastisches Astrocytom; DO = differenziertes Oligodendro-
gliom; AO = anaplastisches Oligodendrogliom; GB=Giioblastom; GZ = Gangliocytom: DE =differenziertes Ependymom; ME = malignes Ependymom; M = me-
ningotheliomatéses Meningiom; FM =fibroblastisches Meningiom; AM = angioblastisches Meningiom; SM =submalignes Meningiom; MM = malignes Menin-
giom. lac(Diaz.)-BSA = Lactose-Rinderserumalbumin (durch Diazotierung verkniipft); lac(Red. Am.)-BSA = Lactose-Rinderserumalbumin (durch reduktive Ami-

nierung verknipft).

Tabelle 2. Bindung markierter (Neo)glycoproteine an menschliche Placenta
[a, b].

Neoglyco-

protein lac ASF mel man fuc mal
Zelltyp
Decidua —/+ ++ + +++ o+ -
(8 Wochen)
Syncytium
(8 Wochen) /+ ++4++ +++ 4+ ++ o+
Cytotrophoblast /4 +44++ +4++ +++ ++ o+
(8 Wochen)
Makrophagen M fc] - + + +4++  + -
(8 Wochen) F[d - + + ++ + -
Decidua 4+ 4 ‘s N N
(9 Monate)
Syncytium
(9 Monate) -/+ ++ ++ +++ - +
Cytotrophoblast
(9 Monate) -/t + -/t + -
Makrophagen M —-/+ +++ + +++ + ++
(9 Monate) F -/+ +++ —-/+ ++ + ++

[a] Alle markierten Neoglycoproteine sowie das B-galactosid-terminale Asi-
alofetuin wurden 30 min bei Raumtemperatur in einer Konzentration von 10
pg mL-' inkubiert (Ausnahme: melibiosyliertes Albumin; 3h, 100 pg
mL~'). [b] Abkiirzungen: lac= Lactose; ASF = Asialofetuin; mel=Melibio-
se; man=Mannose; fuc=Fucose; mal=Malilose. [¢] M=maternal. [d}
F =foetal.

guliert® und differenziell von verschiedenen Zelltypen
exprimiert werden!® ®%, Innerhalb einer Zellpopulation ei-
nes genetisch einheitlichen Zelltyps kann mit diesen Mar-
kern wie auch mit Neoglycoproteinen Heterogenitit fest-
gestellt werden, so an Gewebeschnitten®-#"-%!l ynd an Tu-
morzellen in Kultur®?®, Diese Heterogenitit - ein allge-
meines Phinomen, das fiir verschiedene Parameter von
Tumorzellen bestitigt ist!®’ - 148t sich durch gleichzeitige
Anwendung unterschiedlicher Neoglycoproteine ausglei-
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chen, deren Bindungssumme die gesamte Zellpopulation
einschlieBt. Dieses Prinzip ist fiir eine genauere Charakte-
risierung der Zellen und fiir den Erfolg therapeutischer
Ansitze ausschlaggebend.

Die erwihnten Messungen an Zellpopulationen fiihren
uns zur zellbiologischen Verwendung der Neoglycoprote-
ine; neben der Markierung durch Fluoreszenzfarbstoffe
finden auch Chemotherapeutika Verwendung. Sie werden
durch zuckervermittelte Bindung in die Zelle transportiert
und dort durch intrazellulidren proteolytischen Abbau des
Tragerproteins freigesetzt. Danach entfalten sie ihre toxi-
sche Wirkung, die auf zellulirer Ebene gemessen werden
kann. Die toxische Wirkung ist damit ein MaB fiir Trans-
port und intrazelluldres Schicksal des Neoglycoproteins.
Anders betrachtet versieht das glycosylierte Trigerprotein
hier die Aufgabe eines ,.trojanischen Pferdes*’, das Chemo-
therapeutika in die Zelle einschleust. Die Richtung wird
also von der Zuckerkomponente des Konjugats festgelegt
~ das Pharmakon ist austauschbar. Unter Verwendung von
Substanzen, die selber eine gewisse Wirkungsweise bevor-
zugen, wie am Beispiel von Aminosdureanaloga und Ami-
noacyl-tRNA-Synthetasen als Zielenzyme gezeigt®™, lieBe
sich die Effizienz geeigneter Konjugate weiter verbessern.
Die Voraussetzung fiir eine Wirkung - die selektive Auf-
nahme von Neoglycoprotein-Toxin-Konjugaten durch en-
dogene Zuckerrezeptoren -, konnte fiir eine Reihe von tie-
rischen und menschlichen Tumorzellen gesichert wer-
den®-1°% Neoglycoproteine sind vorteilhaftere ,trojani-
sche Pferde* als Antikorper, weil sie ohne EinfluB3 auf ihre
Tragereigenschaften mit groBeren Anteilen an Chemothe-
rapeutika beladen werden kénnen. Therapeutisch wichtig
ist auch, daB in dieser Form der Verabreichung synergisti-
sche Eigenschaften von Chemotherapeutika gewahrt blei-
ben. Tabelle 3 zeigt Beispiele: Die simultane Anwendung
von maltosyliertem oder mannosyliertem Serumalbumin,

1325



Tabelle 3. Inhibition des [*H|Thymidin-Einbaus in menschliche Embryonal-
carcinomzellen durch Neoglycoproteinkonjugate als Triger von cis-Di-
amminplatin(i1)-chlorid oder Etoposid (als Hemisuccinat) als Modell fir die
Kombinationschemotherapie.

Substanz Konzentration Inhibition
[ng mL~'] [%]
1.25 1
(cis-Pt)-mal-BSA 25 4

5.0 6.5

1.25 2
(cis-Pt)-man-BSA 2.5 3
5.0 S
7.5 8
Etoposid-lac-BSA 15 19
30 27
o R 1.25+ 1.5 28
(cis-Pt)-mal-BSA + Etoposid-lac-BSA 25415 43
. . 1.25+ 7.5 22
(cis-Pt)-man-BSA + Etoposid-lac-BSA 25415 35

das mit cis-Diamminplatin(11)-chlorid komplexiert ist, und
lactosyliertem Serumalbumin, das mit dem Hemisuccinat
des Phyllotoxins Etoposid gekuppelt ist, fiilhrt zu einer
stirkeren Wirkung, als sie aufgrund der Wirkung bei ge-
trennter Anwendung zu erwarten ist.

Zudem ist die Wirkstoffaufnahme schon bei dieser ver-
gleichsweise geringen Komplexitit der Zuckerstruktur
deutlich hoher als beim unmodifizierten Tridgerprotein!®®-
1021 Neben der Kupplung an ein Trigerprotein, durch das
die pharmakokinetischen Eigenschaften des Therapeuti-
kons verbessert werden!'®, soll die optimierte Modifizie-
rung des Zuckerteiles, der als eine Art Postleitzahl fun-
giert, die Zielgenauigkeit des Konjugats erhéhen. Die Ver-
wendung des Begriffs Therapeutikon deutet an, da@ sich
die ans Ziel gebrachte Substdanz nach Bedarf variieren 148t.
Differenzierungsinduzierende Substanzen wie Retinoi-
de!™ oder photoaktivierbare Farbstoffe wie Himatopor-
phyrine!'®® kénnen konventionelle Chemotherapeutika er-
setzen. Voraussetzung fiir die klinische Umsetzung, die
nicht auf lokale Anwendung begrenzt bleiben soll, ist je-
doch, daB das Verteilungsmuster der Neoglycoproteine im
Organismus eingehender untersucht wird; die Messungen

befinden sich erst im Anfangsstadium!'°® (Tabelle 4). Auf
diese Weise konnte die Beteiligung von Zuckern das Me-
thodenarsenal fiir ,,drug targeting* bereichern!'®’-'%. Na-
tiirlich ist diese Anwendung nicht auf Tumorzellen be-
schrinkt, sondern fiir jeden Zelltyp und weitere Tragersy-
steme wie Liposomen tauglich!'®®-'',

Aus diesen Anwendungen folgt, daB Neoglycoproteine,
die nur als Sonden fiir Zuckerrezeptoren eingesetzt wur-
den, sich als diagnostische und therapeutische Werkzeuge
sui generis eignen. Diese Anwendungen bestatigen auch,
daBl die eingehende molekulare Analyse der Rezeptoren
erfolgversprechend ist, zumal des weiteren funktionell
orientierte Messungen wie EinfluB von Zuckern auf Zell-
aggregationen oder Adhision von Zellen an zuckerexpo-
nierende Triagermaterialien die molekulare Prisenz von
Zuckerrezeptoren und ihre wichtige Funktion nachdriick-
lich unterstreichen!''*-1'3],

5. Biochemische Tumorlectinologie

Konventionelle Affinititschromatographie an geeigne-
ten Trigern und Affinititsliganden, deren Typ wesentli-
chen EinfluB} auf die Ausbeute an isoliertem Lectin hat!''®,
ermoglicht die Reinigung endogener Lectine in relativ we-
nigen ProzeBschritten. Diese Analysen bekriftigen in vol-
lem Umfang den SchluB, der aus der tumororientierten
Anwendung der Neoglycoproteine gezogen werden konn-
te. Zudem erlauben sie - aufgrund des erwiesenen Lectin-
charakters der isolierten Proteine - von endogenen Tumor-
lectinen zu sprechen. Das Muster solcher endogenen Lec-
tine aus unterschiedlichen Tumoren weist fir Zuckerspezi-
fititen, wie sie einigen Bestandteilen von Glycokonjugaten
entsprechen, erhebliche qualitative Unterschiede auf!''?-!2!l,
Diese Sachlage ist in Tabelle S fiir menschliche Tumo-
ren unterschiedlicher Histogenese exemplarisch aufge-
fihrt. Das hier einbezogene Analysenresultat von Kno-
chenmark weist auf Unterschiede der Tumorzellen gegen-
dber einem Gemisch von nicht-malignen Zellen hin. Quali-
tative Unterschiede lassen sich auch innerhalb einer Tu-
morklasse mit teilweise #hnlicher Histogenese auffin-
den!'*?-Y sowie in Tumoren gleicher Histogenese, die sich

Tabelle 4. Bioverteilung der ['**I]Neoglycoproteine in Ehrlichtumor-tragenden Miusen nach 48 Stunden [% injizierte Dosis pro g Gewebe] [a].

Gewebetyp
Blut Leber Niere Milz Herz Lunge Speichel Muskel Tumor

Zucker

Lactose 0.061+£0.008 0.278+0.042 0.078+0.012 0.073+0.010 0.030+0.003 0.040+0.005 0.112+0.038 0.010+0.001 0.025+0.004
B-p-Galactose 0.047+0.017 0.159+£0.032 0.065+0.008 0.037+0.006 0.018+0.003 0.036+0.011 0.174+0.030 0.024+0.008 0.037 + 0.007
Melibiose 0.037+0.005 0.218+0.022 0.064+0.011 0.057x0.017 0.025+0.009 0.031+0.005 0.292+0.062 0.011+0.002 0.038+0.012
a-D-Galactose 0.053+0.012 0.320+0.040 0.139+0.032 0.089+0.007 0.027+0.009 0.113+0.016 0.319+0.050 0.036+0.012 0.038+0.004
N-Acetylglucosamin 0.043£0.006 0.264+0.017 0.090+0.010 0.105+0.019 0.082+0.008 0.094+0.024 0.190+0.003 0.049+0.001 0.058+0.004
N-Acetylgalactosamin  0.053+0.013  0.185+0.020 0.109+0.020 0.062+0.012 0.067+0.030 0.073+0.001 0.198+0.075 0.008+0.002 0.036+0.005
L-Fucose 0.053+0.008 0491+0.083 0.147+0.010 0.123+0.032 0.033+0.008 0.069+0.012 0.268+0.046 0.014+0.002 0.045+0.014
D-Mannose 0.074+0.008 0455+0.073 0.166+0.026 0.202+0.020 0.043+0.012 0.142+0.079 0.384+0.072 0.011+£0.002 0.056+0.009
L-Rhamnose 0.064+0.008 0.349+0.037 0.129+0.012 0.143+0.037 0.042+0.009 0.132+£0.012 0.343+0.084 0.023+0.005 0.043+0.004
Cellobiose 0.079+0.027 0.720+0.199 0.140+£0.033 0.122+0.040 0.050+0.017 0.070+0.043 0.181+0.022 0.014+0.007 0.074 +0.040
B-p-Glucose 0.064+0.008 0.313+£0.060 0.154+0.036 0.067+0.0i2 0.147+0.100 0.058+0.013 0.313+£0.062 0.064+0.017 0.048 +0.006
Mannose-6-phosphat  0.043+0.010 0.548+0.049 0.161+0.018 0.131%0.026 0.047+0.004 0.052+0.009 0.236+0.061 0.019+0.009 0.040+0.006
Galactose-6-phosphat  0.047+0.007 0.533+0.062 0.183+0.034 0.228+0.029 0.021+0.060 0.062+0.012 0.220+0.022 0.012+0.003 0.050+ 0.006
Sialinsdure 0.050+£0.013 0.703£0.101 0.203+0.037 0.176+0.048 0.043+0.005 0.054+0.006 0.215+0.069 0.015+0.001 0.038+0.004
Glucuronsédure 0.045+0.012 0.389+0.049 0.127+0.010 0.131+0.018 0.139+0.009 0.105+0.063 0.254+0.013 0.023+0.008 0.065+0.009
D-Xylose 0.045+0.004 0.262+0.022 0.178+0.012 0.14 +£0.016 0.348+0.029 0326+0.061 0.534+0.153 0.052+0.015 0.14 +0.020
BSA 0.469+0.023 0.127+0.016 0.161+0.023 0.086+£0.009 0.111+£0.018 0.200+0.031 0.359+0.067 0.053+0.014 0.277+0.065

[a] Jeder Wert gibt den Mittelwert + Standardabweichung von vier Tieren nach Injektion von 7 pg pro Tier (= 37 kBq) an.
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Tabelle 5. Muster endogener Lectine aus drei Tumortypen menschlichen Ursprungs und Knochenmark. Durch Wahl der Extraktions- und Elutionsbedingungen
werden die Lectine aufgeteilt: Salz-extrahierbare (1. Reihe, ,,Salz*) und somit 18sliche intra- und extrazellulare Lectine oder Detergens-extrahierbare (2. Reihe,
..Det."*) und somit membranintegrierte Lectine sowie Ca?®-abhingige Lectine (Elution durch EDTA) oder Ca?®-unabhingige Lectine (Elution durch Zucker).

Tumortyp Extrak- Elution durch EDTA

Elution durch Zucker

tion Lactose Asialofetuin  Melibiose Mannan Fucose Lactose Asialofetuin  Melibiose Mannan Fucose
durch Molekulargewicht {a] Molekulargewicht [a]
Ewing- Salz 31,29 31,29 — 31, 29 — 58,54, 31,29, 14 54 58, 54, 31,29 — —
sarkom Det. — — — — — 14 —_ _ - _
Embryonal- Salz 31 31 31 31 70, 31 35, 14 — — — —
carcinom  Det. 31 31 31 31 31 35, 14 — — 68 —
Colon- Salz 29 29 45,43, 29,28 31 62 64, 14 —_ 64 - -
carcinom  Det. 70,35,29 29 - 31 70, 62 64, 35, 16, 14 — 64 — 62
Knochen- Salz 29 29 54, 29, 28 29 110, 54, 26 54,29, 14 — 54, 31, 29 — 60, 54, 50, 29
mark Det. 29 29 29 29 — 14 — — — —

[a] Das retative Molekulargewicht ist in Einheiten von Tausend angegeben.

im Differenzierungsgrad unterscheiden!'*. Dies gilt fer-
nerhin fiir kultivierte Tumorlinien identischen genetischen
Ursprungs mit Differenzen in der zelluliren Morphologie
und im Wachstumsverhalten!'2¢.

Das Lectinmuster von Tumoren steht demnach in phé-
nomenologischer Verbindung zur Histogenese und zum
Zellcharakter, ohne daB jedoch hieraus beim jetzigen
Kenntnisstand zwingend auf eine Kausalbeziehung ge-
schlossen werden darf. Die Lectine kénnen in drei Klassen
eingeteilt werden. So gibt es endogene Lectine, die in Tu-
mor- und verschiedenen Normalgewebstypen exprimiert
werden. Weitere Lectine findet man in Tumoren und in
sich entwickelndem Gewebe, aber nicht in adultem Gewe-
be, was operational als onkofoetale Expression definiert
wird. In der dritten Klasse werden die Lectine zusammen-
gefaflt, die sich nicht in die anderen Klassen einordnen
lassen, weil wir noch nicht iiber einen vollstindigen Kata-
log der Lectinexpression in Normalgewebstypen unter-
schiedlicher Entwicklungsstadien verfiigen!'2*..

Als embryonales Gewebe humanen Ursprungs bietet
sich die Placenta an, deren unterschiedliche Zelltypen ent-
wicklungsabhiingige Regulation in der Zuckerrezeptorex-
pression zeigen. Diese Musterdnderungen auf histochemi-
scher Ebene werden auf biochemischer Ebene deutlich wi-
dergespiegelt, auch wenn sich die Analyse auf das Gesamt-
organ beschrinkt'?’. Da sich das Wachstumsverhalten der
proliferierenden Placenta mit dem invasiven Wachstum
von Tumoren vergleichen 148t, kann von solchen struktu-
rellen Analysen ausgehend der Weg zur Korrelation mit
Funktionen beginnen.

Die Arbeit mit Tumoren schlieBt den systemimmanenten
Einwand ein, daB auch nicht-maligne Zellen, die im Tu-
morgewebe vorkommen, trotz sorgfiltiger Gewebeprapa-
ration zum Analysenergebnis beitragen. Diesem Einwand
wird durch immunhistochemische Untersuchungen mit
Antikorpern gegen endogene Lectine!'*~*% oder durch
Arbeit mit Tumorlinien begegnet. Bei Verwendung von Li-
nien muf} jedoch beachtet werden, daB3 die Lectinexpres-
sion von den Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen
abhingen kann!"*'!, Ferner entsprechen Linien aus Primér-
tumoren Zellpopulationen, die in Hinblick auf Adaptation
an die Kulturbedingungen selektiert werden. Auch wenn
sie damit nicht unbedingt fiir den Primdrtumor représenta-
tiv sind, bilden sie dennoch wichtige zellbiologische Mo-
dellsysteme.

Angew. Chem. 100 (1988) 1321-1330

Eine klinisch herausragende Tumoreigenschaft, die Me-
tastasierung und ihre Organotropie, wird durch soiche
Modellsysteme experimentell fiir funktionelle Studien zu-
ginglich!32-'*1 Organotropie bedeutet in diesem Zusam-
menhang, daBB Zellen eines bestimmten Primdrtumortyps
sich priferentiell in einzelnen Geweben ansiedeln und
Tochtergeschwiilste bilden. In Modellsystemen von Zellen
des gleichen genetischen Ursprungs, die durch das Auftre-
ten von Subpopulationen unterschiedlicher metastatischer
Kapazitit gekennzeichnet sind, weisen die endogenen Lec-
tine unterschiedliche Muster auf, die sich mit dieser Eigen-
schaft korrelieren lassen!'*>-'*"), Einzelne Lectine scheinen
zudem schon funktionell Teilschritten der metastatischen
Kaskade zugeordnet werden zu kénnen!'?®'3%. Da endo-
gene Lectine an der Wachstumsregulation beteiligt sein
kénnen!'*®-'42 bedeuten Lectinexpression und damit ver-
mittelte Lectin-Glycokonjugat-Interaktionen auch positi-
ven EinfluB auf das Tumorwachstum. Solche Interaktio-
nen koénnen aber auch zur Erkennung und Zerstorung der
Tumorzellen durch Zellen des immunologischen Abwehr-
systems fiihren!'**. Dieser Verweis auf nicht-maligne Zel-
len macht deutlich, daB3 auch endogene Lectine der Nor-
malzellen, mit denen eine Tumorzelle von der Abldsung
aus dem Zellverband bis zur Ansiedlung in Zielorganen in
Kontakt treten kann, zur Interaktion befihigt sind. Diese
Lectine konnen zur Bildung der Organotropie der Metasta-
sierung beitragen!'*>'*, Die Erkennung von Zellen im
Zuckercodesystem bedeutet immer zweiseitige Erken-
nungsmaoglichkeit.

Erweitert man dieses Konzept, indem man die Tumor-
zelle vereinfacht als Normalzelle betrachtet, die ihre
Wachstumskontrolle verloren und parasitiren Charakter
erlangt hat!'*), so findet man fiir Viren, Bakterien und Pa-
rasiten 4hnliche Ansiedlungsmechanismen!'*6-'*¥, Damit
ist der Weg zu einer lectinbezogenen antimetastatischen
und antiparasitiren Therapieform vorgezeichnet.

6. Computer als ,,Spiirhunde** fiir Lectinfunktion
und Lectine

Lectine als Proteine sollten in ihrer physiologischen Be-
deutung nicht nur auf ihre Zuckerbindung und die da-
durch bedingte Funktion reduziert werden. Neben einer
solchen Domine, die das Protein operational als Lectin
definieren kann, konnte die biologische Gesamtfunktion
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des jeweiligen Proteins auch durch andere funktionelle
Domidnen mitbestimmt werden. Das Aufspiiren solcher
distinkten Domanen wird durch Computerprogramme er-
leichtert und ist dann der experimentellen Priifung gezielt
zugidnglich, wie am Beispiel weiterer funktioneller Domi-
nen im Schleimpilzlectin Discoidin I''**'5% in einem Man-
nose-bindenden Protein!'*!"! ynd im Mannose-6-phosphat-
Rezeptor!'>?) gezeigt wurde.

Auch Proteine, die historisch iiber andere Doméinen und
damit Eigenschaften gekennzeichnet wurden, konnten
durchaus nominell den Lectinen zugeordnet werden, z. B.
Fibronectin!'*’!, Laminin!"*¥, Thrombospondin!'* oder
das neuronale Zelladhidsionsmolekiil NCAM!"*®, Die Su-
che nach zuckerbindenden Doménen in weiteren Prote-
inen, deren Funktionsfahigkeit dann folgerichtig experi-
mentell gepriift werden kann, wird ebenfalls durch Com-
puterprogramme erleichtert. Homologieanalysen mit be-
kannten Sequenzen von Lectinen liefern ein erstes, theore-
tisch erschlossenes Indiz fir Gemeinsamkeiten in be-
stimmten Sequenzabschnitten zwischen Lectinen und
durch andere Dominen definierten Proteinen. Solche ge-
meinsamen Segmente werden fiir endogene Lectine und
den IgE-Rezeptor von Lymphocyten!*”'*8 sowie das Tri-
gerprotein von Chondroitinsulfat im Knorpel postu-

liert!'*%- !¢ Anhand der Inhibition durch Saccharide im
Proliferationsassay hidmatopoietischer Stammzellen, der
auf der positiven Wirkung von koloniestimulierenden Fak-
toren basiert, 148t sich eine solche Homologieanalyse zwi-
schen Sequenzen dieser Faktoren und Lectinen auf Lectine
eingrenzen, deren Spezifitit potenten Inhibitoren ent-
spricht!'®', Sie ergibt auf der Ebene von Hexapeptiden
eine signifikante Homologieausprigung (Abb. 5). Da je-
doch die Zuckerbindungsstelle in endogenen Lectinen
nicht ausreichend definiert ist, weil rontgenstrukturanalyti-
sche Daten fehlen, und die Zuckerbindungsstelle zudem
aus Peptidstiicken bestehen kann, die in der Sequenz nicht
zusammenhingen!'®?, sind solche Analysenergebnisse kei-
neswegs zwingend. Weitere Aufschliisse iiber die Natur
der Zuckerbindungsstelle, so durch Affinititsmarkierung
mit photoaktivierbaren Zuckerliganden!'®*'%%, kénnen hel-
fen, die Suche nach Sequenzhomologien auf die als rele-
vant befundenen Strukturelemente zu konzentrieren. Zu-
fallige Homologiefluktuationen in anderen Bereichen der
Gesamtsequenz kénnen mithin ausgefiltert werden. Infol-
gedessen diirften Computeranalysen zunehmend wichtiger
werden, wenn es darum geht, die Strukturen von Zuckerre-
zeptoren als Voraussetzung einer funktionellen Analyse zu
ermitteln.

A

UBP IIVTRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSPKKLTCVQTRLKIFEQGLRG
GaLCH ITVTRPWKHVEAIKEALNLLDDMPYVTLNEEVEVV[SNEFSFEKKLITC(VQT[RLKIFEQGLRG
GALHU ITVTIRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSFKKLT(VQTRLKIFEQGLRG
GaLBO ITVTRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQGLLRG
FLYLEC I I[VTRPWKU[VEAIKEALNLLDDMPYTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQGLRG
RICINB IIVTRPEKNVEAIKEALNLLDDMPYTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQGLRG
DISCO! ITVTRPWNKHVEAIKEALNLLDDMPVYTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVIQTRLKIFEQGLJRC
PNA IIVTRPWKHVEAIKEALNLLDDMPVTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQUGLRG
MANRAT ITVTRPWNKRVEAIKEALNLLDDMPYTLNEEVEVVSNEFSFKKLTCVQTRLKIFEQGLRG

NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQEK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKKPSQK
NFTKLEGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECEKPSQK
NFTKLKGALNMTASYYQTYCPPTPETDCETQVTTYADFIDSLKTFLTDIPFECKRPSQRK

8

#BP DTHRLTRTLNCSSIVKEIIGKLPEPELKTDDECP)SLRNKSFRRYNLSKFVESQGEVDPEDRYVJIKSN
GAalcH DTHRLTRTLNCSSIVKE!I IGKLPEPELKTDDEGCPSLRNKSFRRYNLSKFYESQGEVDPEDRYYIKSN
GALHBU DTURLTRTLNCSSIVKE! l(.KLPEPELKTDDE(.PSLRNKSFRRVNLSKFVESQGEVDPEDR\'VXKSN
GALBO DTHRLTRTLNCSSIVKEI[GKLPEPELKTDDEGCPSLRNKSFRRYNLSKFYESQGEVDPEDRYVIKSN
FLYLEC DTHRLTRTLNCSSIVKE! IGKLPEPELKTDDEGCPSLRNKSFRRYNLSKFYESUQGEYVDPEDRYVIXSN
RICINB DTHRLTRTLNCSSIVKE! IGKLPEPELKTDDEGCPSLRNKSFRRYNLSKFYESQGEYDPEDRYVIKSN
DISCOtL DTURLTRTLNCSS!VKEIIGKLPEPELKTDDEGCPSLRNKSFRRYNLSKFYESQUEYDPEDRYVIXSN
PN& DTHRLTRTLNCSSIVKEIICKLPEPELKTDDEGLPSLRNKSFRRVYNLSKPVESQUEVDPEDRYVIKSN
MANRAT DTHRLT[RTLNCSS I[VKEIIGKLPEPELKTDDEGPSLRNKSFRRYNLSKFVESQGEVDPEDRYVIKSN

LQKLNCCLPTSANDSALPGYFIRDLDDFRKKLRFYMYHLNDLETVLTSRPPQPASGSYSPNRGTVYEC
LQKLNCCLPTSANDSALPCVFIRDLDDFRKKLRFYMVUHLNDLETYLTSRPPQPASGSYSPNRGTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPGCYFIRDLDDFRKKLRFYMYULNDLETVYLTSRPPQPASGCSVSPNRGTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPGYFIRDLDDFRNKKLRFYMVILNDLETYLTSRPPQPASGSYSPNRGTVYECL
LQKLNCCLPTSANDSALPGYFIRDLDDFRKKLRFYMVILNDLETYLTSRPPQPASGSYSPNRCGCTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPGVFIRDLDDFRKKLRFYMYHLNDLETVLTSRPPQPASCSVSPNRGCTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPGVFIRDLDDFRKKLRFYMVILNDLETVLTSRPPQPASGCSVSPNRGTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPCYFIRDLDDFRKKLRFYMVULNDLETVLTSRPPQPASGSVYVSPNRGTVEC
LQKLNCCLPTSANDSALPGVFIRDLDDFRKKLRFYMVHLNDLETYLTSRPPQPASGCSVSPNRGTVEC

Abb. 5. Sequenzhomologien von Granulocyten/Makrophagen-koloniestimulierendem Faktor (A) und multipotentialem
koloniestimulierendem Faktor (B) mit neun Lectinen (links, Abkiirzungen siehe unten). Dargestellt (und jeweils neunfach
wiederholt) ist die Sequenz der koloniestimulierenden Faktoren (A und B). Jede dieser Sequenzen wurde mit einem Com-
puterprogramm mit der (nicht abgebildeten) Sequenz jedes der neun Lectine verglichen. Die eingerahmten Teilsequenzen
der Faktoren sind mit Teilsequenzen der Lectine signifikant homolog. Diese Teilsequenzen der Lectine kénnen sich an
beliebigen Stellen des Molekiils befinden. Bei einigen Lectinen wurde keine derartige Homologie gefunden. - Bemerkens-
wert ist die unterschiedliche Verteilung der Homologiebereiche in den beiden Faktoren. Abkirzungen: HBP: hepatisches
B-galactosidspezifisches Bindungsprotein aus der Ratte; GALCH: B-galactosidspezifisches Lectin aus dem Huhn; GAL-
HU': menschliches B-galactosidspezifisches Lectin; GALBO, FLYLEC, RICIN B, DISCOI, PNA: f-galactosidspezifische
Lectine aus dem Rind, aus der Fliege, aus Ricinus communis, aus dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum, aus der

ErdnuB; MANRAT: mannosespezifisches Lectin aus der Ratte.
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7. Perspektiven

Gibt es ein Zuckercodesystem der biologischen Erken-
nung mit Beteiligung endogener Lectine? Aus dieser Frage
ergeben sich grundlegende Ansitze, die fiir die nun hun-
dertjahrige Lectinforschung von hoher Brisanz sind. Die-
ser Fragenkomplex schlieBt die Kldrung der genauen
Struktur von Rezeptor-Ligand-Paaren in diesem System
der biologischen Erkennung ein, und zwar auf der chemi-
schen und biochemischen Ebene, sowie die Kldrung ihrer
zelluldren Lokalisation und Regulation auf der zellbiologi-
schen Ebene. Bei entsprechenden Untersuchungen am
Modellsystem der Tumoren konnen auch Ansitze einer
klinischen Nutzung der Lectine fiir Tumordiagnostik und
-therapie gepriift werden. Ein vertieftes Verstindnis der
sich andeutenden Beteiligung der Zucker-Protein(Lectin)-
Interaktion an der Wachstumsregulation oder auch an der
Immunregulation - wie erste Daten fiir Stimulation der
Freisetzung von Cytokinen belegen!'®® -, kann zu berei-
chernden Anwendungsformen in der onkologischen Praxis
fuhren. Die Notwendigkeit vertrauensvoller interdiszipli-
ndrer Forschung bedeutet Herausforderung und Reiz zu-
gleich in diesem Gebiet im Schnittpunkt von Zuckerche-
mie, Biochemie, Zellbiologie und Onkologie.

Frau U. Rust danke ich fiir die verstindige Umsicht und
grofle Geduld bei der Reinschrift des Manuskripts. Der Dr.-
Mildred-Scheel-Stiftung fiir Krebsforschung bin ich fiir die
Jinanzielle Unterstiitzung der Arbeit meiner Gruppe zu Dank
verpflichtet.
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