


1. Einleitung

Heparin, ein gerinnungshemmender Wirkstoff, wird all-
gemein als biologisch bedeutendes und chemisch einzigartiges
Polysaccharid anerkannt. Es wurde 1916 von Jay McLean
entdeckt, einem Medizinstudenten im zweiten Studienjahr,
der unter der Anleitung des Physiologen William Howell an
der Johns Hopkins University arbeitete.[1] Die Struktur von
Heparin wurde erst nach und nach verstanden: Howell
identifizierte 1928 einen der Zucker in Heparin als eine
Urons‰ure,[2] und in den Jahren 1935/36 erkannten Jorpes und
Bergstrom Glucosamin als zweite Zuckerkomponente.[3]

Jorpes und sp‰ter Charles wiesen nach, dass Heparin einen
hohen Anteil an kovalent gebundenem Sulfat enth‰lt, der es
zu einer der st‰rksten S‰uren in der Natur macht.[4] Durch
nachfolgende Untersuchungen erkannte man auch die

1�4-Verkn¸pfung zwischen dem C-1 des Glucosamins und
dem C-4 der Urons‰ure sowie die Stellung der O-Sulfogrup-
pen in Heparin.[1] Die Urons‰ure wurde 1968 von Perlin et al.
NMR-spektroskopisch als �-Idurons‰ure identifiziert.[5] So
verstand man schlie˚lich, dass Heparin ein sulfatiertes
lineares Polysaccarid mit einer sich wiederholenden Disac-
charideinheit aus Idurons‰ure und Glucosamin ist.

1935 stellten Charles und Scott in Kanada zusammen mit
Jorpes in Schweden Heparin in ausreichender Menge und
Reinheit f¸r die klinische Pr¸fung her. Die Arbeiten von
Crafoord und Best zeigten, dass die Behandlung mit Heparin
einer postoperativen Thrombose wirksam vorbeugt.[6] Diese
medizinische Ma˚nahme setzte sich rasch durch und wird bis
heute angewendet. Allerdings f¸hrt die Verwendung von
Heparin auch zu unerw¸nschten Nebenwirkungen wie Blu-
tungskomplikationen und der Heparin-induzierten Thrombo-
cytopenie (HIT). Aufgrund dieser Komplikationen, einer
besseren Kenntnis der Gerinnungskaskade und der Fraktio-
nierung von Heparin wurden Heparinfraktionen niedriger
Molek¸lmasse (LMW, low molecular weight) mit besser
definierten chemischen und biologischen Eigenschaften ent-
wickelt.[7] Diese Therapeutika haben besser vorhersehbare
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pharmakologische Wirkungen, eine l‰nger anhaltende Ak-
tivit‰t, verbesserte Bioverf¸gbarkeit und einen besseren
therapeutischen Index (ED50/LD50). Damit haben die LMW-
Heparine zu Beginn des neuen Jahrtausend Heparin als
wichtigstes klinisches Antikoagulans ersetzt.[8]

Rosenberg und Damus ‰u˚erten 1973 die Ansicht, dass
Heparin an Antithrombin bindet und damit eine Konforma-
tions‰nderung in Antithrombin III (AT III) bewirkt, die zu
einer stark beschleunigten Reaktion mit Thrombin und der
Bildung eines inaktiven Komplexes aus den beiden Proteinen
f¸hrt.[9] Durch Affinit‰tschromatographie wurde die zur
Bindung an AT III erforderliche Mindestsequenz in Heparin
identifiziert.[10] Die Wechselwirkung von Heparin mit Anti-
thrombin war der erste beschriebene Fall einer spezifischen
Heparin-Protein-Wechselwirkung mit physiologischer Bedeu-
tung. In den letzten zwanzig Jahren wurden immer mehr
biologische Aktivit‰ten entdeckt, die durch Wechselwirkun-
gen von Heparin und Hepransulfat mit Heparin-bindenden
Proteinen gesteuert werden.[11] Diese Wechselwirkungen
spielen in normalen physiologischen wie auch in pathologi-
schen Prozessen eine wichtige Rolle.

Unsere Arbeiten auf diesem Gebiet begannen mit ersten
Untersuchungen zur Charakterisierung der Substratspezifit‰t
von Heparin-Lyasen aus dem Bodenbakterium Flavobacte-
rium heparinum und deren Reinigung.[12, 13] Um die Wirkung
dieser Enzyme zu untersuchen, mussten wir neue Methoden
zur Isolierung, Reinigung und strukturellen Charakterisie-
rung von Oligosacchariden, die sich von Heparin und
Heparansulfat ableiten, entwickeln.[14] Die Herstellung dieser
strukturell definierten reinen Oligosaccharide war ein Durch-
bruch auf dem Weg zum Verst‰ndnis der Wechselwirkungen

von Heparin mit Proteinen und zu der Bestimmung der
genauen Strukturbedingungen in Heparin, die f¸r jede
Wechselwirkung wesentlich sind.

2. Heparin

2.1. Die Strukturen von Heparin und Heparansulfat

Heparin ist ein lineares Polymer aus Wiederholungsein-
heiten von 1�4-verkn¸pften Pyranosylurons‰ure- und
2-Amino-2-desoxyglucopyranose(Glucosamin)resten.[15] Die
Urons‰urereste bestehen im Allgemeinen zu 90% aus �-
Idopyranosylurons‰ure (�-Idurons‰ure) und zu 10% aus �-
Glucopyranosylurons‰ure (�-Glucurons‰ure). Wegen seines
hohen Anteils negativ geladener Sulfo- und Carboxylgrup-
pen[*] hat Heparin die hˆchste Dichte negativer Ladungen
aller bekannten biologischen Makromolek¸le. Tats‰chlich
enth‰lt das durchschnittliche Heparindisaccharid 2.7 Sulfo-
natogruppen. Die in Heparin am h‰ufigsten vorkommende
Struktureinheit ist das trisulfatierte Disaccharid (Schema 1).
Allerdings existieren von diesem Disaccharid zahlreiche
Strukturvariationen, die zur Mikroheterogenit‰t von Heparin
f¸hren. Die Aminogruppe des Glucosaminrests kann durch
eine Acetyl- oder Sulfogruppe substituiert oder frei sein. Die
3- und 6-Positionen der Glucosaminreste kˆnnen entweder
frei oder durch eine O-Sulfogruppe substituiert sein. Auch
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die Urons‰ure, entweder �-Iduron- oder �-Glucurons‰ure,
kann eine 2-O-Sulfogruppe enthalten. Die Molmasse von
Glycosaminoglycan-Heparin liegt zwischen 5 und 40 kDa, die
durchschnittliche Molmasse betr‰gt ca. 15 kDa und die
durchschnittliche negative Ladung ca. �75. Die Molmassen-
verteilung von Heparin (Mw/Mn) entspricht seiner Polydisper-
sit‰t. Aufgrund dieser Strukturvielfalt ist Heparin eine ‰u˚-
erst schwierig zu charakterisierende Verbindung.

Die Komplexit‰t der Heparinstruktur l‰sst sich auf mehre-
ren Ebenen betrachten. Auf der Proteoglycan(PG)-Ebene
kˆnnen unterschiedlich viele Polysaccharid- oder Glycosami-
noglycanketten (gegebenenfalls mit unterschiedlichen Sac-
charidsequenzen) an die verschiedenen Serinreste im Kern-
protein von Heparin gebunden sein. W‰hrend ihrer
Biosynthese sind Heparinketten an ein ungewˆhnliches Kern-
protein, Serglycin, gebunden, das nur in Mastzellen und
einigen h‰matopoetischen (blutbildenden) Zellen vorkommt.
Gewebe-Proteasen setzen aus diesem Kernprotein Peptido-
glycan-Heparin frei, ein kleines Peptid, an das eine einzelne
lange Polysaccharidkette (100 kDa) gebunden ist. Dieses
Peptidoglycan ist kurzlebig, denn eine �-Endoglucuronidase
setzt es sofort zu einer Reihe kleinerer (um die 15 kDa)
Polysaccharidketten um, dem Glycosaminoglycan(GAG)-
Heparin.[11] Die meisten chemischen und physikalischen
Eigenschaften von Heparin h‰ngen mit der Struktur, Se-
quenz, Konformation, Kettenbeweglichkeit, relativen Mole-
k¸lmasse und Ladungsdichte von GAG zusammen.

Heparansulfat ist ‰hnlich aufgebaut wie Heparin, aber weit
weniger durch Sulfogruppen substituiert, und seine Struktur
(und Sequenz) variiert st‰rker. Wie Heparin ist auch Hepa-
ransulfat ein lineares Copolymer mit einem 1�4-ver-
kn¸pften Urons‰ure-Glucosamin-Disaccharid als Wiederho-
lungseinheit (Schema 1).[16] Die �-Glucurons‰ure ¸berwiegt
in Heparansulfat, doch es kann auch betr‰chtliche Mengen an
�-Idurons‰ure enthalten. In Heparansulfaten kommt meis-
tens nur eine Sulfogruppe pro Disaccharid vor, nur in
einzelnen F‰llen ist der Anteil an O-Sulfogruppen hˆher.
Heparansulfatketten enthalten auch h‰ufig Dom‰nen mit

ausgedehnten Sequenzen niedriger oder hoher Sulfatie-
rung.[17] Obwohl Heparansulfat alle Strukturvariationen ent-
h‰lt, die auch in Heparin auftreten (und umgekehrt), kommen
die Nebensequenzvarianten h‰ufiger vor als in Heparin,
sodass die Struktur und die Sequenz von Heparansulfat
wesentlich komplizierter ist. Heparansulfatketten sind eben-
falls polydispers, allgemein aber l‰nger als Heparinketten, die
Molmasse liegt zwischen 5 und 50 kDa (durchschnittlich ca.
30 kDa).[18]

Die Biosynthese von Heparansulfat erfolgt als Proteogly-
can auf dem gleichen Weg wie die von Heparin, allerdings
bleibt die Heparansulfat-GAG-Kette an ihr Kernprotein
gebunden. Heparansulfat kommt auf Zelloberfl‰chen ubiqui-
t‰r vor und ist auch h‰ufiger Bestandteil der extrazellul‰ren
Matrix.[17, 19] Gewˆhnlich tragen zwei Arten von Kernprotei-
nen Heparansulfat-GAG-Ketten: die Syndecane (integrale
Membranproteine) und die Glypicane (GPI-verankerte Pro-
teine), die den beiden Hauptgruppen der Heparansulfat-
Proteoglycane (Heparansulfat-PGs) entsprechen.[19, 20] Die
Heparansulfatketten an diesen Heparansulfat-PGs binden
zahlreiche Proteine und vermitteln eine Reihe physiologisch
wichtiger Prozesse, darunter die Blutgerinnung, die Zelladh‰-
sion, den Lipidstoffwechsel und die Regulierung von Wachs-
tumsfaktoren.[21] Trotz ihrer ‰hnlichen Struktur lassen sich
Heparin- und Heparansulfat-GAGs h‰ufig anhand ihrer
Empfindlichkeit gegen¸ber Heparin-Lyasen, einer Gruppe
GAG abbauender mikrobieller Enzyme, unterscheiden.[22]

Die meisten der in den folgenden Abschnitten behandelten
Eigenschaften von Heparin gelten, wenn nicht anders ver-
merkt ist, auch f¸r Heparansulfat.

2.2. Die Konformation von Heparin

Heparin ist ein lineares, unverzweigtes, hochsulfatiertes
Polysaccharid, das haupts‰chlich in der Helixform vorliegt
(Abbildung 1).[23] Anders als bei Proteinen sind besondere
Terti‰rstrukturen von Heparin nicht bekannt. Die Spezifit‰t
seiner Wechselwirkung mit einer Vielfalt biologisch wichtiger
Proteine l‰sst darauf schlie˚en, dass seine Sulfo- und Carbo-
xylgruppen bestimmte Muster bilden, um spezifische Pro-
teinwechselwirkungen zu fˆrdern.[24] Die konformative Be-
weglichkeit der �-Idurons‰urereste in Heparin wird als Ur-
sache f¸r das breite Spektrum spezifischer Proteinwech-
selwirkungen dieser GAG-Gruppe angesehen.[25]

Die Konformationsanalyse einzelner Zucker in Heparin
l‰sst erkennen, dass die �-Glucosamin- und �-Glucurons‰u-
rereste die bevorzugte 4C1-Konformation einnehmen (Sche-
ma 2A).[26] Die Konformation des beweglichen �-Idurons‰u-
re(IdoA)-Rests variiert in Abh‰ngigkeit von seinem Substitu-
tionsmuster und seiner relativen Stellung in der Kette.
Befindet sich der IdoA-Rest am reduzierenden Ende eines
Oligosaccharids, so lassen NMR-Daten drei mˆgliche Kon-
formere erkennen: die 4C1- und die 1C4-Sesselform sowie die
2S0-Form (schiefes Boot) (Schema 2B).[27] In der Innen-
position kann der IdoA-Rest nur zwei Konformationen
einnehmen, n‰mlich die 1C4-Sessel- und die 2S0-Boot-
Konformation.[28] Auch 2-O-Sulfo-�-�-idopyranosyluronat-
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(�-IdoAp2S)-Reste kˆnnen in
diesen beiden Konformatio-
nen vorkommen, und NMR-
spektroskopische Untersu-
chungen eines von Heparin
abgeleiteten Hexasaccharids
in Lˆsung zeigen, dass bei
den inneren IdoAp2S-Resten
ein Gleichgewicht zwischen
der Sessel- und der 2S0-Boot-
form vorliegt.[29] Die 2S0-Form
scheint konformativ etwas sta-
biler zu sein, denn sie tr‰gt zur
Minimierung der ung¸nstigen
1,3-diaxialen nichtbindenden
Wechselwirkungen bei, die in
der 1C4-Form mit vier axialen
Substituenten und der Carbo-
xygruppe als einzigem ‰qua-
torialem Rest zu erwarten
sind.[30] Allerdings ist die En-
ergiebarriere zur 1C4-Form
nicht hoch, und der Iduronat-
ring kann zwischen der 2S0-
und der 1C4-Form wechseln,

sodass bei der Bindung an ein Protein g¸nstige elektrosta-
tische Wechselwirkungen mit basischen Aminos‰uren des
Proteins mˆglich sind.

Tats‰chlich ‰ndert sich zwar die r‰umliche Orientierung
der 2-O-Sulfogruppe in den IdoAp2S-Resten bei der Um-
wandlung der 2S0- und 1C4-Konformationen ineinander, doch
im Ger¸st der Polysaccharidkette findet keine signifikante
Konformations‰nderung statt.[23] Die Struktur eines Heparin-
Hexasaccharid-FGF-2-Komplexes im Kristall zeigt, dass ein
innerer IdoAp2S-Rest in Kontakt zum Protein in der 1C4-
Konformation vorliegt, w‰hrend der andere den Kontakt in
der 2S0-Form herstellt.[31] Obwohl die Iduronatringe beweglich
sind und im nichtgebundenen Zustand ein Gleichgewicht
zwischen der 2S0- und der 1C4-Konformation besteht, kˆnnen
sie demnach bei der Bindung an ein Protein in einer der
beiden Konformation fixiert werden. Das Vorherrschen eines
Iduronatkonformers wird vom Substitutionsmuster des �-
Glucosaminrests an seinem reduzierenden Ende beeinflusst:
Tr‰gt beispielsweise der IdoAp2S-Rest ein in 4-Stellung
substituiertes N-Acetylglucosamin (�-GlcNpAc), so liegt er
fast ausschlie˚lich als 1C4-Sesselkonformer vor.[32]

Trotz der konformativen Beweglichkeit der �-Iduronatreste
bleiben die Winkel � und � der Glycosidbindungen in
Heparinsacchariden relativ unver‰ndert. NMR-spektroskopi-
sche Untersuchungen an einer Reihe modifizierter Heparine
mit systematisch ver‰ndertem Substitutionsmuster belegen,
dass die Glycosidbindungen in allen Derivaten ungeachtet des
Sulfatierungsmusters ‰hnliche Konformationen aufweisen.[33]

Die durch Kristallstrukturanalyse bestimmten Helixparame-
ter von Heparin-Oligosacchariden, die an Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren gebunden sind, ergaben ‰hnliche
Werte.[31, 34]

Homogene, strukturell definierte Heparin- und Heparan-
sulfat-Oligosaccharide werden gewˆhnlich aus den GAGs
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Abbildung 1. Helixkonformation eines Heparin-Dodecasaccharids mit der Wiederholungseinheit des Hauptdisac-
charids aus Schema 1 (Schwefelatome gelb, Sauerstoffatome rot, Stickstoffatome blau und Wasserstoffatome
violett).
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enzymatisch mit Heparin-Lyasen hergestellt.[14] Diese Enzy-
me spalten Heparin in Oligosaccharide auf, die eine nicht-
reduzierende 4-Desoxy-�-�-threo-2-sulfohex-4-enopyranosy-
lurons‰ure (�4-Urons‰ure, �UAp2S) als terminalen Rest
enthalten.[35] Um mit diesen Oligosacchariden die Heparin-
Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen und um die unge-
wˆhnliche Reaktivit‰t der �4-Uronate zu verstehen, muss
man ihre Konformation kennen.[36, 37] Aufgrund der Kon-
formation der 4,5-Doppelbindung kann der �UAp2S-Rest
entweder in der 2H1- oder in der 1H2-Form vorliegen
(Schema 2C), wobei die Lage des Gleichgewichts zwischen
diesen beiden Konformeren von ihrem Substitutionsmuster
abh‰ngt.[37, 38] Aus kristallographischen Daten geht au˚erdem
hervor, dass die beiden Formen in derselben Elementarzelle
gemeinsam vorkommen, was darauf schlie˚en l‰sst, dass sie
nahezu energiegleich sind.[39] Allerdings lassen NMR-spek-
troskopische Untersuchungen von Heparin-Oligosacchariden
in Lˆsung erkennen, dass der terminale �UAp2S-Rest ¸ber-
wiegend in der 1H2-Form und nur zu einem kleinen Anteil in
der 2H1-Form vorliegt.[29, 30]

2.3. Die Heparin-Biosynthese

Die Biosynthese von Heparin und Heparansulfat und die
Steuerungsmechanismen, die zum Einbau verschiedener
Saccharidsequenzen in ihre Strukturen f¸hren, sind nur zum
Teil bekannt (Schema 3). Untersuchungen zur Biosynthese
von Heparin wurden an einer Mastocytomzellkultur mit
radioaktiv markierten Sroffwechselvorstufen von Heparin
durchgef¸hrt.[40, 41] Das Kernprotein, Serglycin, enth‰lt zahl-
reiche Serin- undGlycin-Wiederholungseinheiten und wird vor
allem im rauen endoplasmatischen Reticulum synthetisiert.

Die Biosynthese der GAG-Kette findet haupts‰chlich im
Golgi-Apparat statt. Zuerst wird ein Tetrasaccharidbaustein
mit einem Serinrest des Kernproteins verkn¸pft,[42] und es
entsteht das Bindungsregion-Tetrasaccharid mit der Sequenz
�-GlcAp(1�3)-�-Galp(1�3)-�-Galp(1�4)-�-Xylp-1�Ser.

An der Synthese sind vier Glycosyltransferasen beteiligt,[43]

von denen die Glucuronyltransferase, die den terminalen
Glucurons‰urerest (GlcAp) ankn¸pft,[44] und die Galactosyl-
transferase, die den zweiten Galactoserest (Galp) anbindet,[45]

geklont und charakterisiert wurden. An diese neutrale Zu-
ckerbindungsregion wird der erste GlcNpAc-Rest oder N-
Acetylgalactosamin (GalNpAc, bei der Biosynthese von
Chondroitinsulfaten) gebunden. Diese Anlagerung entschei-
det dar¸ber, ob die Kette zu einem Glucosaminoglycan
(Heparin und Heparansulfat) oder einem Galactosaminogly-
can (Chondroitinsulfat und Dermatansulfat) wird. Vermutlich
wirken die Peptidsequenzmotive in Nachbarschaft zu den
substituierten Serinresten der Bindungsregion als Signal f¸r
die Anlagerung eines GlcNpAc-Rests und lˆsen so die
Bildung von Heparin oder Heparansulfat aus; als Katalysator
f¸r diese Reaktion wird eine �-GlcNpAc-Transferase ange-
sehen.[46]

Nach der Anlagerung des ersten Restes werden abwech-
selnd GlcAp- und GlcNpAc-Reste von den zugehˆrigen
UDP-Zuckernucleotiden auf die nichtreduzierenden Enden
der wachsenden Ketten ¸bertragen und bilden so die restliche
GAG-Kette. Man nimmt an, dass ein aus einem heterooligo-
meren Komplex zweier Proteine (EXT1 und EXT2) ge-
bildetes Enzym sowohl GlcAp-Transferase- als auch
GlcNpAc-Transferase-Aktivit‰t hat.[47] Ann‰hernd 300 Zu-
ckerreste werden an die lineare Polysaccharidkette angelagert,
bevor die Synthese endet.[40] W‰hrend des Kettenwachstums
finden weitere Modifizierungen statt.[48] So wird die N-Des-
acetylierung und N-Sulfatierung der GlcNpAc-Reste durch
ein N-Desacetylase bzw. N-Sulfotransferase-Enzym eingelei-
tet. Die anschlie˚enden Schritte erfolgen sequenziell entwe-
der am N-Sulfoglucosamin(GlcNpS)-haltigen Rest oder in
seiner N‰he. Danach katalysiert eine C-5-Epimerase die
Umwandlung einiger �-Glucurons‰urereste in �-Idurons‰u-
rereste.[49] Hierauf folgt die O-Sulfatierung der Idurons‰ure-
reste an C-2 durch eine Iduronosyl-2-O-Sulfotransferase.
IdoAp in einem IdoAp�GlcNpS-Disaccharid kann durch
dieses Enzym sulfatiert werden, wenn der GlcNpS-Rest an

C-6 keine O-Sulfogruppe ent-
h‰lt.[50] Weitere Untersuchungen
haben au˚erdem ergeben, dass
eine sehr aktive Glucuronosyl-2-
O-Sulfotransferase aus den Ma-
stocytommikrosomenfraktionen
der Maus die O-Sulfatierung
von GlcAp-Resten an C-2 be-
wirkt.[51] Vermutlich ist die Glu-
curonosyl-2-O-Sulfotransferase
das gleiche Enzym wie die Idu-
ronosyl-2-O-Sulfotransferase.[52]

An die 2-O-Sulfatierung der
Urons‰ure schlie˚t sich die Wir-
kung der Glucosamin-6-O-Sul-
fotransferase an, die eine O-
Sulfogruppe auf die C-6-Posi-
tion von GlcNpAc und GlcNpS
¸bertr‰gt.[50]

Abschlie˚end modifiziert eine
3-O-Sulfotransferase bestimmte
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Schema 3. Biosyntheseweg zu Heparin-/Heparansulfat-Proteoglycanen und deren Abbau zu Peptidogly-
canen und Glycosaminoglycanen. Die Proteinsynthese erfolgt im endoplasmatischen Reticulum, Verkn¸p-
fungssynthese, Kettenverl‰ngerung und -modifizierung erfolgen im Golgi-Apparat, und Proteolyse und
Abbau durch Glucuronidase finden in den Granula oder Lysosomen statt.
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GlcNpS6S-Reste.[53] Die 3-O-Sulfonierung ist f¸r die gerin-
nungshemmende Wirkung von Heparin erforderlich, und die
von der 3-O-Sulfotransferase gebildete Pentasaccharidse-
quenz ist die Mindeststruktur, die zur Bindung von Anti-
thrombin III benˆtigt wird. Die 3-O-Sulfotransferase wurde
geklont und gereinigt, und wie bei vielen anderen Biosynthe-
seenzymen gibt es mehrere Isoformen mit unterschiedlicher
Spezifit‰t.[54] Alle oben beschriebenen Reaktionen der Sulfo-
transferase benˆtigen 3�-Phosphoadenosin-5�-phosphosulfat
(PAPS) als Sulfatdonor.

Die anscheinend zuf‰llige und unvollst‰ndige erste N-Des-
acetylierung ist der Hauptgrund f¸r die Einf¸hrung struktu-
reller Heterogenit‰t in das Polymer in einem fr¸hen Stadium
der Biosynthese. Die Spezifit‰t dieses Enzyms nach seiner
ersten Modifizierung ist auch f¸r die Blockstrukturen in
Heparansulfat verantwortlich, wo hochsulfatierte Sequenzen
getrennt von Sequenzen nichtsulfatierter Disaccharide vor-
liegen.[42, 55] Die gesamte Strukturvielfalt der Heparin-/Hepa-
ransulfat-Polymere ist das Ergebnis unvollst‰ndiger Modifi-
zierungen durch die Biosyntheseenzyme, und noch ist nicht
genau bekannt, welche zus‰tzlichen Faktoren als Regulie-
rungselemente f¸r diese Enzyme in der Biosynthese dienen.

2.4. Die medizinische Bedeutung von Heparin

Heparin und LMW-Heparine sind die klinisch am h‰ufigs-
ten verwendeten Antikoagulantien. Bei den meisten Extra-
korporalverfahren (bei denen Blut aus dem Kˆrper durch
einen Apparat geleitet wird), wie der Dialyse und der bei
Bypass-Operationen verwendeten Membranoxygenierung,
wird Heparin intravenˆs verabreicht (LMW-Heparin kann
intravenˆs oder subkutan verabreicht werden, was seine
Anwendungsbreite verbessert).[56] Die Verwendung derarti-
ger Apparate, die eine Heparinisierung erfordern, kann leicht
zu h‰morrhagischen Komplikationen f¸hren. Die Heparini-
sierung des Kˆrpers wird auch zur Behandlung der Throm-
bose in tiefen Beinvenen und bei vielen anderen chirurgischen
Verfahren angewendet.[57] Die Heparin-induzierte Thrombo-
cytopenie (HIT), ein komplizierter Vorgang, der zu Blut-
pl‰ttchenmangel f¸hrt, wurde k¸rzlich als eine der schwer-
wiegendsten Komplikationen bei der Heparinbehandlung
erkannt.[58]

3. Die Wechselwirkung von Heparin mit Proteinen

Mit der Entdeckung von immer mehr Heparin-bindenden
Proteinen wurde es nˆtig, die Molek¸leigenschaften in den
Proteinen und in Heparin zu bestimmen, die f¸r die spezi-
fische Erkennung verantwortlich sind (Tabelle 1). Die erste
Untersuchung hinsichtlich allgemeiner Strukturbedingungen
f¸r GAG-Protein-Wechselwirkungen f¸hrten 1989 Cardin
und Weintraub durch.[59] Sie verglichen die Heparin-binden-
den Dom‰nen der vier Proteine Apolipoprotein B, Apolipo-
protein E, Vitronectin und Pl‰ttchenfaktor 4 und zeigten,
dass die Proteine nicht nur ‰hnliche Sequenzen, sondern auch
definierte Strukturmotive haben, die in die beiden Kon-
senssequenzen XBBXBX und XBBBXXBX (B ist ein

basischer und X ein hydropathischer, d.h. neutraler und
hydrophober Aminos‰urerest) eingeteilt wurden. Diese Kon-
senssequenzen kommen auch in anderen Proteinen vor, die
Heparin binden. Molecular-Modeling-Untersuchungen dieser
Konsenssequenzen ergaben, dass ihre Anwesenheit in be-
stimmten Konformationen der Sekund‰rstruktur zu einer
Ausrichtung der basischen Reste f¸hrt, sodass deren Wech-
selwirkung mit den negativ geladenen Sulfogruppen von
Heparin erleichtert wird. F¸r eine XBBXBX-Sequenz in
einer �-Strangkonformation ergab sich, dass die basischen
Aminos‰uren an einer Seite des �-Strangs angeordnet waren,
w‰hrend die hydropathischen Aminos‰uren in den Protein-
kern zeigen w¸rden. Analog w¸rden bei einer Faltung der
XBBBXXBX-Sequenz zur �-Helix die basischen Aminos‰u-
ren auf einer Seite der Helix stehen (Abbildung 2) und die

Abbildung 2. Bei den Cardin- und Weintraub-Strukturmotiven in einer �-
Helix weisen die basischen Reste R und K zu einer Seite. A) Helical-
Wheel-Diagramm von Apolipoprotein E (Reste 161 ± 177). B) Mit dem
Programm SYBYLVersion6.3 erstelltes Helixmodell eines XBBBXXBX-
Strukturmotivs.

hydropathischen Reste in den Proteinkern weisen. Ausge-
hend von diesem Modell schlugen Sobel et al. in dem
Heparin-bindenden Protein Von-Willebrand-Faktor eine drit-
te Konsenssequenz, XBBBXXBBBXXBBX, vor.[60] Diese
Strukturmotive dienen als erste Sequenzsensoren, um heraus-
zufinden, ob ein Protein eventuell Heparin binden kann. Mit
der Entdeckung weiterer Heparin-bindender Proteine stellte
man jedoch fest, dass die Strukturmotivhypothese nicht
immer zutraf. Basische, in der Sequenz weiter entfernte Reste
kˆnnten im gefalteten Zustand enger zusammenr¸cken. Um
das Heparinbindungsvermˆgen zu bestimmen, ist demnach
die r‰umliche Orientierung der basischen Reste ein wichti-
gerer Faktor als ihre N‰he in der Sequenz. Margalit et al.
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nutzten ebenfalls Molecular-Modeling-Studien, um benach-
barte Heparinbindungsstellen zu untersuchen, deren Wech-
selwirkung mit Heparin bekannt war. Sie stellten fest, dass in
nachgewiesenen Heparinbindungsstellen mit bekannter Se-
kund‰rstruktur ein Abstand von etwa 20 ä zwischen den
basischen Aminos‰uren f¸r die Wechselwirkung von Bedeu-
tung ist, unabh‰ngig davon, ob die Heparinbindungsstelle als
�-Helix oder als �-Strang vorliegt.[61] Da die meisten basi-
schen Reste auf entgegengesetzten Seiten der Sekund‰rstruk-
tur angeordnet waren, schlugen die Autoren ferner vor, dass
sich Heparin um seine Bindungsdom‰ne windet, um mit den
positiv geladenen Resten in Wechselwirkung zu treten.
Au˚erdem nahmen sie an, dass dieses Kn‰ueln zu Konforma-
tions‰nderungen im Heparin-bindenden Protein f¸hren kann.

Heparinbindungsstellen kommen im Allgemeinen an der
‰u˚eren Oberfl‰che von Proteinen vor und stimmen mit
flachen Taschen positiver Ladung ¸berein. Demnach ist die
Topologie der Heparinbindungsstelle ebenfalls ein wichtiger
Faktor in den Heparin-bindenden Konsenssequenzen. Die
Strukturanalyse der Heparinbindungsstellen von saurem
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor,
FGF-1), basischem FGF (FGF-2) und dem trans-

formierenden Wachstumsfaktor �-1 (TGF �-1) lie˚ ein
TXXBXXTBXXXTBB-Motiv (Abbildung 3) erkennen, in
dem T eine Schleife (turn), B ein basischer Arginin- oder
Lysinrest (oder gelegentlich ein Wasserstoff-bindendes Glu-
tamin) und X ein hydropathischer Rest ist.[62] Die Bedeutung

Abbildung 3. Windungsreiche, Heparin-bindende Strukturmotive der
FGF-Proteine. Das Peptidger¸st ist als fette Linie dargestellt, und nur
die Seitenketten der basischen Reste sind eingezeichnet.
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Tabelle 1. Eigenschaften ausgew‰hlter Heparin-bindender Proteine.

Heparin-bindende Proteine physiologische/pathologische Funktion Merkmale der Heparinbindung
Kd Oligosaccharidgrˆ˚e Sequenzmerkmale[d] Wirkung Lit.

Proteasen/Esterasen
AT III[a] Serpin der Gerinnungskaskade ca. 20 n� 5-mer GlcNS6S3S erhˆht [83, 104]
SLPI inhibiert Elastase und Cathepsin G ca. 6 n� 12-mer bis 14-mer IS erhˆht [76]
C1 INH inhibiert C1-Esterase ca. 100 n� ± HS erhˆht [87]
VCP sch¸tzt Wirtszelle vor Komplement n� ± unklar [114, 115]

Wachstumsfaktoren
FGF-1[a] Zellproliferation, -differenzierung,

-morphogenese und -angiogenese
n� 4-mer bis 6-mer IdoA2S-GlcNS6S aktiviert Signal-

transduktion
[34, 93]

FGF-2[a,b] (wie FGF-1) n� 4-mer bis 6-mer IdoA2S-GlcNS (wie FGF-1) [31, 88]

Chemokine
PF-4[b] Entz¸ndung und Wundheilung n� 12-mer HS/LS/HS inaktiviert

Heparin
[136, 137]

IL-8 pr‰-inflammatorisches Cytokin ca. 6 �� 18-mer bis 20-mer HS/LS/HS fˆrdert [139]
SDF-1�[c] pr‰-inflammatorischer Vermittler ca. 20 n� 12-mer bis 14-mer HS lokalisiert [142, 143]

Lipid-bindende Proteine
Annexin II Rezeptor f¸r TPA und Plasminogen, CMV

und Tenascin C
ca. 30 n� 4-mer bis 5-mer HS unklar [151]

Annexin V[a] gerinnungshemmende Wirkung, Zelleintritt
von Influenza- und Hepatitis-B-Viren

ca. 20 n� 8-mer HS zusammen-
f¸gen

[85, 157]

ApoE[b] Lipidtransport, AD-Risikofaktor ca. 100 n� 8-mer HS lokalisiert [166]

pathogene Proteine
HIV-1 gp120 Vireneintritt 0.3 �� 10-mer HS inhibiert [173, 175]
CypA Lokalisierung und Eintritt von Viren ± ± ± inhibiert [177]
Tat transaktivierender Faktor, pr‰pariert Zellen

f¸r eine HIV-Infektion
ca. 70 n� 6-mer HS wirkt entgegen [181]

HSV gB und gC Zelleintritt von Viren ± ± ± inhibiert [184, 186]
HSV gD Eintritt von Viren und Verschmelzung ± ± GlcNH23S inhibiert [70]
Dengue-Virus-H¸llprotein Lokalisierung von Viren ca. 15 n� 10-mer HS inhibiert [187]
Malaria-CS-Protein Anheften von Sporozoiten an Hepatocyten ca. 40 n� 10-mer HS inhibiert [193 ± 195]

Adh‰sionsproteine
Selectine Adh‰sion, Entz¸ndung und Metastasierung �� � 4-mer HS mit GlcNH2 blockiert [205, 206]
Vitronectin Zelladh‰sion und -wanderung n� ± ± entfernt [200, 201]
Fibronectin Adh‰sion und Traktion �� 8-mer bis 14-mer HS mit GlcNS reorganisiert [241]
HB-GAM[b] Neuritenwachstum bei der Entwicklung ca. 10 n� 16-mer bis 18-mer HS vermittelt [86, 211]
AP im Amyloidplaque �� 4-mer HS f¸gt zusammen [152, 216]

[a] Die Struktur des Oligosaccharid-Protein-Komplexes als Cokristall ist erh‰ltlich. [b] Die NMR-spektroskopisch bestimmte Struktur des Oligosaccharid-Protein-
Komplexes in Lˆsung ist erh‰ltlich. [c] Molecular-Modeling-Studien zur Bildung des Oligosaccharid-Protein-Komplexes sind erh‰ltlich. [d] HS� hohe Sulfatierung,
IS�mittlere Sulfatierung, LS� niedrige Sulfatierung.
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der Form dieser Bindungsstelle in der FGF-Gruppe wurde
auch anhand von Affinit‰tsstudien mit synthetischen linearen
und cyclischen Peptiden nachgewiesen, die eine zur Heparin-
bindungsstelle in FGF analoge Sequenz hatten.[63] Das cyc-
lische Peptid, dessen Struktur der Heparinbindungsstelle in
FGF ‰hnelte, wurde fester an Heparansulfat gebunden als das
acyclische Peptid mit der gleichen Sequenz oder ein cyclisches
Peptid mit einer �-Prolin-Schleife. Nicht alle Heparin-bin-
denden Proteine enthalten linear benachbarte Heparinbin-
dungsstellen. Basische Aminos‰uren, die in der Sequenz
weiter entfernt sind, kˆnnen durch Falten des Proteins in
r‰umliche N‰he gebracht werden. Das ist bei Antithrom-
bin III der Fall, bei dem eine linear nahe Heparinbindungs-
dom‰ne und in der Sequenz voneinander entfernte basische
Aminos‰uren so positioniert sind, dass sie He-
parin binden.[64]

Wir untersuchten, welche Aminos‰uren in den
Heparin-bindenden Dom‰nen h‰ufig vorkom-
men und die Bedeutung des Abstands basischer
Aminos‰uren bei der Bindung von Heparin.
Mithilfe von Peptidbibliotheken bestimmten
wir die Affinit‰t von nach dem Zufallsprinzip
synthetisierten Heptameren zu Heparin und
Heparansulfat. Peptide, die reich an Arginin
und Lysin, nicht aber an Histidin waren, hatten die hˆchste
Affinit‰t. Daneben enthielten die Peptide, die mit hoher
Affinit‰t an Heparin und Heparansulfat banden, einen hohen
Anteil an anderen polaren Aminos‰uren, darunter auch
Serin.[65] Au˚erdem haben bekannte Heparin-bindende Do-
m‰nen Aminos‰uren (Asparagin und Glutamin), die Wasser-
stoffbr¸ckenbindungen bilden kˆnnen. Ein Vergleich der
relativen St‰rke der Heparinbindung durch basische Amino-
s‰urereste ergab, dass Argininreste 2.5-mal fester binden als
Lysinreste. Diese enge Wechselwirkung scheint auf einer
starken Wasserstoffbr¸ckenbindung zwischen der Guanidino-
gruppe in Arginin und einer Sulfogruppe in Heparin zu
beruhen.[66]

Mit einer Reihe synthetischer Peptide wurde ferner der
Einfluss des Musters und des Abstands der basischen
Aminos‰uren in den Heparinbindungsstellen untersucht.[67]

Dazu wurden die relativen Bindungsaffinit‰ten von zwei
Peptidreihen, -RRGmRR- and -RRRGmR- (R ist Arginin und
G Glycin) gepr¸ft. Heparin wechselwirkte am st‰rksten mit
Peptiden, die eine komplement‰re Bindungsstelle mit hoher
positiver Ladungsdichte enthielten, w‰hrend niedrig sulfa-
tiertes Heparansulfat die st‰rkste Wechselwirkung mit der
Komplement‰rstelle eines Peptids hatte, in der zwischen den
basischen Resten ein grˆ˚erer Abstand war. Die Ergebnisse
dieser Studie sind demnach vˆllig in Einklang mit unserer
Kenntnis der Struktur von Heparin und Heparansulfat.

3.1. Protein-bindende Strukturmotive in Heparin und
Heparansulfat

F¸r die spezifische Erkennung zwischen Heparin und
Proteinen werden auch bestimmte Sequenzen in der Hepa-
rinkette benˆtigt. Heparin und Heparansulfat nehmen be-
vorzugt lineare helixfˆrmige Sekund‰rstrukturen ein, in

denen Sulfo- und Carboxylgruppen bestimmte Abst‰nde
und definierte Orientierungen entlang des Polysaccharidge-
r¸sts haben. Eine Heparin-bindende Dom‰ne in einem Pro-
tein w¸rde demnach eine Mindestzahl an Saccharidresten in
der Heparinkette erfordern, um diese geladenen Gruppen so
zu pr‰sentieren, dass eine feste und spezifische Wechselwir-
kung erleichtert wird.

Das erste Beispiel f¸r ein definiertes Protein-bindendes
Strukturmotiv in Heparin war die Entdeckung einer Penta-
saccharidsequenz, die zur Bindung von Antithrombin III
benˆtigt wird.[10] Diese Pentasaccharidsequenz ist selten und
kommt nur in etwa einem Drittel der Heparinketten vor. Ihr
auffallendstes Merkmal ist die ungewˆhnliche 3-O-Sulfogrup-
pe an einem inneren GlcNpS6S-Rest (Schema 4), die f¸r die

hohe Bindungsaffinit‰t zu Antithrombin III unbedingt erfor-
derlich ist.[68] Die 3-O-Sulfatierung ist der letzte Schritt in der
Biosynthese von Heparin und Heparansulfat, und es gibt viele
Isoformen der 3-O-Sulfotransferase mit unterschiedlichen
Substratspezifit‰ten. Wird ein an einem Biochip immobili-
siertes Heparansulfat mit niedriger Affinit‰t zu AT III mit
einer dieser Isoformen behandelt, so entsteht eine strukturell
modifizierte Kette mit hoher Affinit‰t.[69] Ein durch eine
andere 3-O-Sulfotransferase-Isoform an bestimmten Glucos-
aminresten ver‰ndertes Heparansulfat lieferte Bindungsstel-
len f¸r das virale H¸llglycoprotein des Herpes-Simplex-Virus
Typ 1 (HSV-1).[70] Diese Bindung soll f¸r die Einleitung des
Zelleintritts von HSV-1 Bedeutung haben. Ferner nimmt man
an, dass die 3-O-Sulfogruppe in Heparansulfat f¸r die
spezifische Wechselwirkung mit dem Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor 7 (FGF-7) wichtig ist.[71] Eine andere Untersu-
chung kommt zu dem Schluss, dass das Antithrombin-
Bindungsmotiv in Heparansulfat zur Bildung eines Funk-
tionskomplexes mit der Kinase-Ektodom‰ne im FGF-Rezep-
tor (fibroblast growth factor receptor, FGFR) notwendig
ist.[72]

Die vermutlich am besten untersuchten Heparin-binden-
den Proteine gehˆren zur FGF-Gruppe. Anhand von kristal-
lographischen Daten der FGF-1-[34] und FGF-2-Komplexe[31]

mit Heparin-Oligosacchariden wurden die genauen Gruppen
in Heparin bestimmt, die f¸r diese biologisch wichtigen
Wechselwirkungen von Bedeutung sind. Sowohl strukturelle
als auch experimentelle Daten deuten darauf hin, dass die
6-O-Sulfogruppen in Heparin zwar nicht direkt die Bindung
von FGF-2 an Heparin beeinflussen,[73] aber offenbar f¸r die
mitogene Wirkung von FGF-2 benˆtigt werden.[74] Die
Wechselwirkung von FGF-1 mit Heparin wird hingegen
direkt durch Kontakte mit den 6-O-Sulfogruppen des Hepa-
rins vermittelt. Diese Unterschiede lassen auf spezifische
Wechselwirkungen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren
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aus der gleichen Familie schlie˚en.[75] Auch wenn die Wech-
selwirkung zwischen Proteinen und Heparin in erster Linie
ionisch ist und auf dem Vorhandensein und der passenden
Anordnung von Sulfo- und Carboxygruppen beruht, muss
dies nicht immer der Fall sein. Beispielsweise hat man
festgestellt, dass bei der Wechselwirkung zwischen dem
sekretorischen Leucocytenprotease-Inhibitor (SLPI) und He-
parin unvollst‰ndig sulfatierte Heparin-Oligosaccharid-Se-
quenzen f¸r die spezifische hohe Affinit‰t erforderlich sind;
mˆglicherweise spielen hierWechselwirkungen durchWasser-
stoffbr¸ckenbindungen der Heparin-Hydroxygruppen eine
wichtige Rolle.[76]

3.2. Wechselwirkungsarten

Die zweifellos herausragendste Art der Wechselwirkung
zwischen Heparin und einem Protein ist die ionische. Cluster
aus positiv geladenen basischen Aminos‰uren in den Pro-
teinen bilden Ionenpaare mit r‰umlich festgelegten negativ
geladenen Sulfo- und Carboxylgruppen der Heparinkette. In
manchen F‰llen tragen aber auch nichtionische Wechselwir-
kungen wie Wasserstoffbr¸ckenbindungen signifikant zur
Bindung bei. Bei der Untersuchung der Wechselwirkung des
natriuretischen Peptids vom B-Typ (brain natriuretic peptide,
BNP) mit Heparin durch isotherme Titrationskalorimetrie
(ITC) stellte sich heraus, dass nur ein kleiner Teil der
Helmholtz-Energie dieser Wechselwirkung von ionischen
Beitr‰gen herr¸hrt. Den Hauptbeitrag lieferten Wasserstoff-
br¸ckenbindungen zwischen den polaren Aminos‰uren des
BNP und von Heparin.[77] Auch hydrophobe Kr‰fte kˆnnen in
geringerem Ma˚ zu Heparin-Protein-Wechselwirkungen bei-
tragen. Bae et al. nahmen aufgrund von NMR-Daten an, dass
ein Tyrosinrest in einem synthetischen Antithrombin-III-
Peptid f¸r eine offenbar spezifische hydrophobe Wechselwir-
kung mit der N-Acetylgruppe in der AT III-bindenden
Pentasaccharidsequenz von Heparin aus der Schleimhaut
von Schweinen Bedeutung hat.[78]

3.3. Kinetik, Thermodynamik und Messung von
Heparin-Protein-Wechselwirkungen

æhnlich wie die DNA ist Heparin ein hoch geladenes
lineares Polymer mit Polyelektrolyteigenschaften. Die hohe
Absto˚ungsenergie von mehrfach negativ geladenen Grup-
pen in diesen Polyelektrolyten fˆrdert die Bindung von
Kationen (d.h. Na�), um diese Kr‰fte zu minimieren.[79] Die
Bindung von Na�-Ionen durch einen Polyelektrolyten ist
entropisch ung¸nstig.Wenn ein Polyelektrolyt wie Heparin an
ein Protein bindet, wechselwirken die positiv geladenen
Aminos‰urereste des Proteins mit anionischen Stellen, was
zur entropisch g¸nstigen Freisetzung von Na�-Ionen f¸hrt.
Demzufolge stammt die Helmholtz-Energie der Wechselwir-
kung von Heparin mit Proteinen grˆ˚tenteils aus der en-
tropisch g¸nstigen Freisetzung von Na�-Ionen (πPolyelektro-
lyteffekt™).[80] Zur Helmholtz-Energie der Wechselwirkung,
die mit der gemessenen Dissoziationskonstante (Kd) zusam-
menh‰ngt, tragen somit der Polyelektrolyteffekt, Wasser-

stoffbr¸ckenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen
bei.[81] Zwischen Kd und ionischen sowie nichtionischen
Beitr‰gen besteht Beziehung (1), wobei Kd, nichtionisch die
Dissoziationskonstante ohne den Polyelektrolyteffekt, m die
Zahl der bei der Heparin-Protein-Bindung freigesetzten Na�-
Ionen und f ein kleiner Anteil negativer Ladung am Poly-
elektrolyten ist, der nicht durch Na�-Ionen Ladungs-neu-
tralisiert ist. Bindungsmessungen bei einer 1� Salzkonzentra-
tion geben den Bindungsbeitrag wieder, der nicht vom
Polyelektrolyten stammt, da lgKd� lgKd, nichtionisch ist. Bei
physiologischen Salzkonzentrationen ist der Polyelektrolyt-
effekt ein entscheidender Faktor bei der Bindung von
Heparin an Proteine.[82]

lgKd � lgKd, nichtionisch�m(1� f) lg [Na�] (1)

Die Kinetik der Wechselwirkung bei der Bindung von
Heparin an Antithrombin III ist eingehend untersucht wor-
den.[83] Da AT III bei der Bindung von Heparin eine Kon-
formations‰nderung erf‰hrt[84] und diese anhand der æn-
derung der AT-III-Fluoreszenz verfolgt werden kann, l‰sst
sich diese Wechselwirkung gut mit der Stopped-Flow-Fluori-
metrie untersuchen. Bei den meisten anderen Heparin-
bindenden Proteinen, bei denen eine derartige ænderung
infolge der Bindung nicht beobachtet werden kann, ist es sehr
schwierig, dieWechselwirkungskinetik zu untersuchen. Durch
die Entwicklung der Oberfl‰chenplasmonenresonanz (surfa-
ce plasmon resonance, SPR), mit der Bindungsereignisse in
Echtzeit gemessen werden kˆnnen, gelang es allerdings, die
Kinetik der Wechselwirkung von Heparin mit Proteinen zu
untersuchen.[85±87]

Die Bindungsaffinit‰t von Heparin zu Proteinen ist mit
mehreren Methoden gepr¸ft worden. Bei der Affinit‰tschro-
matographie, dem am h‰ufigsten genutzten Verfahren, wird
Heparin oder das Heparin-bindende Protein an einer festen
Matrix immobilisiert und danach der Bindungspartner auf die
S‰ule gegeben. Anschlie˚end wird der Bindungspartner mit
Salz freigesetzt, wobei die zur Elution benˆtigte Menge ein
quantitatives Ma˚ f¸r die ionische Komponente der Bin-
dungsaffinit‰t ist. Bindungsbeitr‰ge durch hydrophobe Wech-
selwirkungen und Wasserstoffbr¸ckenbindungen kˆnnen mit
dieser Methode allerdings nicht erfasst werden. Wechselwir-
kungen, die von divalenten Kationen abh‰ngen,[85] sind mit
der Affinit‰tschromatographie nur schwer zu untersuchen
und setzen die Immobilisierung eines Bindungspartners
voraus. ITC-Untersuchungen liefern Informationen ¸ber die
Thermodynamik von Heparin-Protein-Wechselwirkungen
(Abbildung 4).[88] Bei dieser Methode wird einer der wech-
selwirkenden Partner in Lˆsung in eine thermostatisierte
Zelle gegeben und der andere Partner in diese Zelle injiziert.
Die nach jeder Injektion bei der Bindung freigesetzte W‰rme
wird gemessen und liefert eine sigmoide Titrationskurve.
Durch Auswerten dieser Kurve erh‰lt man Werte f¸r die
Enthalpie (�H), die Assoziationskonstante (Ka) und die
Bindungsstˆchiometrie (n). Die ITC erfordert normalerweise
Milligrammmengen von jedemWechselwirkungspartner; die-
se hohen Konzentrationen f¸hren oft zur Bildung von
Niederschl‰gen, au˚erdem ist sie nur f¸r die Messung von
Assoziationskonstanten im Bereich von 104 bis 108 brauchbar.
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Abbildung 4. Ergebnisse des ITC-Experiments mit Heparin und BNP.
A) F¸r jede Injektion die bei der Bindung freigesetzte W‰rme in �J s�1

(Qt�1). B) Die ausgewerteten Wechselwirkungsw‰rmen ergeben eine
sigmoide Bindungskurve, wobei die frei werdende W‰rme (Q) gegen die
Zahl der Injektionen (n) aufgetragen ist.

Die NMR-Spektroskopie kann ‰u˚erst wertvolle Informa-
tionen ¸ber Heparin-Protein-Wechselwirkungen liefern.[78]

Eine NMR-spektroskopische Analyse bietet in erster Linie
Daten zu Struktur und Konformation, anhand derer die
genauen Kontaktpunkte zwischen den wechselwirkenden
Verbindungen bestimmt werden kˆnnen. NMR-Versuche
geben zwar ein ziemlich detailliertes Bild derWechselwirkung
zwischen Heparin und Protein, aber die Unempfindlichkeit
dieser Methode erfordert Milligrammmengen der wechsel-
wirkenden Verbindungen bei hohen
Konzentrationen, was zu Lˆslichkeits-
problemen f¸hrt und die genaue Be-
stimmung der Assoziationskonstante
(Ka) erschwert.

Die Fluoreszenz-Spektroskopie ist ei-
ne sehr empfindliche Methode, die mit
sehr kleinen Probenmengen eine F¸lle
an Informationen ¸ber Heparin-Pro-
tein-Wechselwirkungen liefern kann.
Konformations‰nderungen im Protein,
die bei der Bindung von Heparin h‰ufig
auftreten, kˆnnen anhand von ænde-
rungen der Umgebung von intrinsischen
Fluorophoren wie Tyrosin und Trypto-
phan gemessen werden.[78] Die Assozia-
tionskonstante kann man erhalten, in-
dem man die Fluoreszenz‰nderung ver-
folgt, wenn ein Wechselwirkungspartner
in eine Lˆsung des anderen titiert wird.
Diese Methode ist allerdings auf Pro-
tein-Heparin-Wechselwirkungen be-

grenzt, die zu einer Fluoreszenz‰nderung f¸hren. Der Fluo-
reszenzresonanzenergietransfer (FRET) zwischen dem in-
trinsischen Fluorophor eines Proteins und einem ‰u˚eren
Fluorophor in Heparin (fluoreszenzmarkiertes Heparin) kann
nicht nur Ka liefern, sondern auch Informationen zum Ab-
stand zwischen den beiden Fluorophoren bis zu 80 ä.[89] Bei
dieser Methode ist zu ber¸cksichtigen, dass die Derivatisie-
rung des Heparins (und besonders eines kleinen Oligosac-
charids) mit einem ‰u˚eren Fluorophor sowohl seine Kon-
formation als auch seine Wechselwirkung mit dem Protein
stˆren kann.

Bei der Oberfl‰chenplasmonenresonanz (SPR), einer ef-
fektiven Methode zur Untersuchung von Wechselwirkungen,
wird einer der wechselwirkenden Partner an einer Chip-
oberfl‰che immobilisiert, ¸ber die der andere Bindungpartner
strˆmt. Die entstehenden Wechselwirkungen ‰ndern den
Brechungsindex des Chips, was als ænderung der Intensit‰t
und des Winkels des von der Chipoberfl‰che reflektierten
Lichts gemessen wird. Die Grˆ˚e dieser ænderung ist direkt
proportional zur Masse des gebundenen Bindungspartners
und liefert eine Echtzeitmessung der Assoziations- und
Dissoziationsgeschwindigkeiten, aus denen die Dissoziations-
konstante berechnet werden kann (Abbildung 5).[85, 86] Schon
von Substanzmengen im Submikrogrammbereich sind leicht
Signale zu erhalten. Dieses Verfahren kann zwar wichtige
Informationen zur Bindungskinetik liefern, es hat aber den
Nachteil mˆglicher Versuchsartefakte durch die Liganden-
immobilisierung.

Andere Verfahren, die zur Untersuchung von Heparin-
Protein-Wechselwirkungen eingesetzt werden kˆnnen, sind
die Affinit‰tscoelektrophorese (ACE),[90] die zweidimensio-
nale Affinit‰tstrennelektrophorese (two-dimensional affinity
resolution electrophoresis, 2-DARE),[91] die Gleichgewichts-
dialyse,[66] kompetitive Bindungsmethoden,[92] das analytische
Zentrifugieren[93] und der Circulardichroismus.[94] Mit der
Kristallstrukturanalyse von Komplexen aus Heparin-Oligo-
sacchariden und Proteinen erh‰lt man zwar sehr genaue
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Abbildung 5. SPR-Sensorgramm f¸r die Wechselwirkung der N-terminalen Dom‰ne von
ApoE4 mit Heparin. Lˆsungen mit dieser ApoE4-Dom‰ne in unterschiedlichen Konzentra-
tionen (0.11 ± 2.30 ��) strˆmten ¸ber Heparin, das an einem Chip immobilisiert war. Auf-
getragen ist die ænderung der Oberfl‰chenantwort (R) gegen die Zeit (t).
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Strukturinformationen,[31, 34] benˆtigt aber gro˚e Mengen der
homogenen Wechselwirkungspartner.

3.4. Molecular Modeling von Heparin-Protein-
Wechselwirkungen

Das Molecular Modeling kann zwar n¸tzliche Informatio-
nen ¸ber molekulare Wechselwirkungen liefern, die Richtig-
keit von Vorhersagen muss aber noch bewiesen werden. Der
Wert des Modeling besteht darin, dass es komplizierte
dynamische Einzelheiten von Ereignissen auf molekularer
Ebene mit relativ geringem Zeit- und Kostenaufwand sichtbar
machen kann. Ein Problem der Molek¸lmechanik und
-dynamik ist die begrenzte Verf¸gbarkeit verl‰sslicher Poten-
tialenergiefunktionen, besonders f¸r Molek¸le mit funktio-
nellen Gruppen wie N- und O-Sulfogruppen. Es gibt ein-
gef¸hrte Modeling-Methoden und verl‰ssliche Potential-
energiekurven zur Untersuchung von Proteinen und DNA,
und viele empirische Kraftfelder wie AMBER, CHARMm,
MM2 und TRIPOS werden h‰ufig verwendet.

Das Modeling von Heparin erforderte zun‰chst die Herlei-
tung der Potentialenergiefunktionen f¸r die N-Sulfogruppe
und die O-Sulfogruppen an den 2-, 3- und 6-Positionen der
Pyranosyleinheiten durch Ab-initio-Rechnungen.[95] Auch die
Entwicklung effizienter Modeling-Methoden, um die steri-
schen und r‰umlichen Gegebenheiten von Oligosacchariden
zu verstehen, ist f¸r die Untersuchung von Heparin-Protein-
Wechselwirkungen von Bedeutung.[96] Die NMR-spektrosko-
pisch erhaltene Struktur eines Heparin-Dodecasaccharids
(Abbildung 1)[23] und hoch aufgelˆste Strukturen von Hepa-
rin-Oligosacchariden im Kristall[31, 34] boten einen wichtigen
Ausgangspunkt f¸r das Modeling von Heparin-Protein-Wech-
selwirkungen. Weitere Strukturinformationen ¸ber diese
Wechselwirkung kˆnnen Untersuchungen zur Kupplung von
Heparin-Oligosacchariden an ihre Protein-Bindungspartner
liefern. Derartige Studien sind allerdings wegen der schwa-
chen Oberfl‰chenkomplementarit‰t, der hohen Ladungsdich-
te von Heparin und seiner Bindungsstelle sowie der hohen
Beweglichkeit der Heparinkette sehr schwierig.

Anhand der Kupplung zwischen den Heparin-bindenden
Sequenzen von Antithrombin III und der AT-III-bindenden
Pentasaccharidsequenz wurde die Struktur-Aktivit‰ts-Bezie-
hung (SAR) dieser Wechselwirkung untersucht.[97] In einer
neueren Arbeit wurden mehrere Verfahren zur Vorhersage
von Heparinbindungsstellen an AT III, FGF-1 und FGF-2
gepr¸ft und mit den kristallographischen Daten verglichen,
die f¸r Komplexe dieser Proteine mit ihren Oligosaccharid-
Bindungspartnern zur Verf¸gung stehen. Zun‰chst wurde das
ganze Protein mit sulfatierten Mono- und Disacchariden nach
mˆglichen Bindungsstellen abgesucht, daran schloss sich das
Binden eines Hexasaccarids an diese Stellen an. Nachdem die
Bindungsstelle f¸r die Testverbindungen richtig vorhergesagt
werden konnte, wurden die Verfahren verwendet, um die
Heparinbindungsstelle von Interleukin-8 (IL-8) vorherzusa-
gen, einem Chemokin, dem bei der Immunantwort eine
entscheidende Aufgabe zukommt.[98] Diese Strategie verrin-
gert die benˆtigte Rechenzeit gegen¸ber einer Verwendung
des Hexasaccharids von Anfang an erheblich.

4. Die Regulierung von Proteasen und Esterasen

Die Wechselwirkung von Heparin mit Antithrombin III ist
das erste gut untersuchte Beispiel f¸r eine Heparin-Protein-
Wechselwirkung. Vermutlich beruht die Wirkung von Hepa-
rin als Antikoagulans in erster Linie auf seiner Wechselwir-
kung mit AT III, durch die es die AT-III-vermittelte Inhibie-
rung von Blutgerinnungsfaktoren wie Thrombin und Faktor
Xa verst‰rkt. Diese Gerinnungsfaktoren sind Serin-Proteasen
mit Trypsin-‰hnlicher Spezifit‰t f¸r Arginylbindungen. AT III
gehˆrt zu den Serpinen (Serin-Protease-Inhibitoren), einer
Obergruppe von Proteinen, zu der mehr als 40 Proteine
gehˆren.[99] Die Serpine reagieren mit Serin-Proteasen zu
inaktiven Komplexen, die anschlie˚end aus dem Kreislauf
entfernt werden. Alle Gerinnungsfaktoren (mit Ausnahme
von Faktor VIIa) werden durch AT III unter Bildung eines
kovalenten 1:1-Komplexes inhibiert. Die Inaktivierung dieser
Proteasen durch AT III wird durch Bindung von Heparin
erheblich beschleunigt. In einem tern‰ren Komplex bindet
Heparin an AT III und Thrombin, wodurch die bimolekulare
Geschwindigkeitskonstante f¸r die Inhibierung von Throm-
bin um das 2000fache steigt.[9] Die Wechselwirkung von
Heparin mit AT III und Serin-Proteasen verl‰uft ¸ber
mehrere Stufen. Die erste Bindung von Heparin an AT III
beruht auf einer Wechselwirkung geringer Affinit‰t, die von
einer ganz bestimmten, ungewˆhnlichen Pentasaccharidse-
quenz im Heparin vermittelt wird. Diese Bindung f¸hrt zu
einer Konformations‰nderung[84] in der Struktur von AT III,
die zus‰tzliche Wechselwirkungen zwischen AT III und
Heparin fˆrdert, sodass eine st‰rkere Bindung resultiert.
Die Konformations‰nderung f¸hrt auch zur Ausst¸lpung
einer Schleife mit einer Protease-reaktiven Stelle in AT III,
welche die Reaktion der Zielprotease mit AT III erleichtert;
dabei entsteht ein gespaltenes und konformativ ver‰ndertes
AT III, das kovalent an die Wirkstelle der Serin-Protease als
Acyl-Enzym-Zwischenstufe gebunden ist. Infolge der Spal-
tung ist die Affinit‰t von AT III zu Heparin deutlich
vermindert,[100] sodass Heparin in unver‰nderter Form disso-
ziiert und damit weitere Reaktionen zwischen AT III und
dessen Ziel, den Serin-Proteasen, katalysieren kann. Der
Acyl-Enzym-Komplex dissoziiert danach sehr langsam (t1/2�
5 Tage) in die unver‰nderte Serin-Protease und das gespalte-
ne Antithrombin, das nun kein aktives Serpin mehr ist und
seine Bindungsaffinit‰t zu Heparin verloren hat.[101]

Um die Reaktion von Antithrombin mit Thrombin zu
beschleunigen, sind Heparinketten mit mindestens 16 Sac-
chariden erforderlich, auch wenn f¸r die Bindung von AT III
nur die Pentasaccharidsequenz nˆtig ist.[102] Dagegen kˆnnen
Heparinketten von der Grˆ˚e des AT-III-bindenden Penta-
saccharids die Inaktivierung der anderen Gerinnungsenzyme,
z.B. des Faktors Xa, beschleunigen.[103] Die Bindung von
Heparin an AT III induziert eine Konformations‰nderung,
welche die Fluoreszenz von AT III um 40% erhˆht und so
kinetische Untersuchungen mit der Stopped-Flow-Fluorimet-
rie erleichtert.[83] Anhand der Kristallstruktur eines AT-III-
Pentasaccharid-Komplexes wurden die an der Wechselwir-
kung beteiligten Reste in AT III und wichtige funktionelle
Gruppen im Pentasaccharid nachgewiesen (Abbildung 6).[104]

Die f¸r die Wechselwirkung wichtigen Reste wurden durch
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Abbildung 6. Struktur eines synthetischen AT-III-bindenden Pentasac-
charids im Komplex mit Antithrombin III. Das Protein ist als gr¸nes Band,
das Pentasaccharid als Kalottenmodell mit gelben Schwefel- und roten
Sauerstoffatomen dargestellt.

ortsgerichtete Mutagenese ver‰ndert und die relativen Bei-
tr‰ge dieser Reste zur Bindung durch kinetische Stopped-
Flow-Messungen abgesch‰tzt.[105] Auch die Aufgabe der
einzelnen Saccharidreste des Heparin-Pentasaccharids bei
der allosterischen Aktivierung von AT III wurde bestimmt,
indem man den Effekt untersuchte, den am reduzierenden
oder nichtreduzierenden Ende verk¸rzte Pentasaccharidreste
auf die Oligosaccharidbindung und die Induktion einer
Konformations‰nderung in AT III haben.[106] Dabei stellte
sich heraus, dass die drei Saccharidreste am nichtreduzieren-
den Ende der Pentasaccharidsequenz AT III vollst‰ndig
aktivieren kˆnnen. Auch wenn die Reste am reduzierenden
Ende f¸r diese Aktivierung nicht unbedingt erforderlich sind,
so stabilisieren sie doch die aktivierte Konformation. Die
genaue Bestimmung der an dieser physiologisch wichtigen
Wechselwirkung beteiligten Faktoren ist von Bedeutung f¸r
die Entwicklung von spezifischeren Heparinanaloga, die zwar
die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin, nicht aber
seine unerw¸nschten Nebenwirkungen haben.

Heparin kommt haupts‰chlich in den Granula von Gewe-
bemastzellen vor, die eng mit der Immunantwort zusammen-
h‰ngen. Besonderes Interesse gilt der F‰higkeit von Heparin,
die Hauptwirkungen der Komplementkaskade zu regulie-
ren.[107] Das Komplementsystem besteht aus ca. 20 Plasma-
proteinen, die in zwei zusammenh‰ngenden Reaktionenwe-
gen, dem Antikˆrper-abh‰ngigen klassischen Reaktionsweg
und dem Antikˆrper-unabh‰ngigen Weg, wechselwirken.
Ganz ‰hnlich wie der Blutgerinnungsmechanismus bestehen
beide Wege aus der schrittweisen Aktivierung einer Reihe
von Serin-Esterasen. Entscheidend f¸r die Komplementregu-
lierung ist die O-Sulfogruppe in Heparin und eine bestimmte

Mindestgrˆ˚e der Oligosaccharide.[108] Der klassische Reak-
tionsweg wird initiiert, wenn die Komplementprotein-C1-
Esterase, auch als Erkennungseinheit bezeichnet, spezifisch
an ein Antigen-Antikˆrper-Aggregat an der Zelloberfl‰che
bindet. Die C1-Esterase wird von einem nat¸rlichen Inhibitor
im Serum, dem C1-Esterase-Inhibitor (C1INH), reguliert.[109]

Heparin und andere Glycosaminoglycane steigern in vitro die
Aktivit‰t von C1INH gegen C1-Komponenten.[110] Die F‰hig-
keit von Heparin und Heparansulfat, C1INH zu binden und
seine Inhibitorwirkung zu erhˆhen, wurde mit der Oberf‰-
chenplasmonenresonanz und In-vitro-Assays untersucht.[87]

An einem Biosensorchip immobilisiertes Heparin wechsel-
wirkte mit C1INH (Kd� 100 n�), w‰hrend zwischen Hepa-
ransulfat und C1INH keine Bindung auftrat. In-vitro-Assays
belegten, dass Heparin und in etwas hˆherem Ma˚ auch
LMW-Heparin die Wirkung von C1INH auf zellgebundenes
C1 erhˆhten, wobei die Reaktionsordnung f¸r einen tern‰ren
Komplex sprach, in dem zellgebundenes C1 mit Heparin
und C1INH wechselwirkt. Heparin bindet vermutlich direkt
an C1 und inhibiert seine Aktivit‰t. Es gibt Hinweise, dass C1
die Heparinfraktion erkennt, die eine hohe Affinit‰t zu
Antithrombin III hat.[111] Durch seine Wechselwirkung mit
einer Reihe anderer Komplementproteine hat Heparin zu-
dem einen ‰u˚erst starken Effekt auf die Komplementkas-
kade.[108]

Chemisch modifiziertes, N-acetyliertes Heparin inhibiert in
vivo die Aktivierung der Komplementkaskade durch den
Kobragiftfaktor.[112] Virus-infizierte Zellen sekretieren das
Vacciniavirus-Komplement-Kontrollprotein (VCP), von dem
man annimmt, dass es die Wirtszelle vor dem Komplement-
angriff sch¸tzt, bevor die Virusnachkommen freigesetzt
werden.[113] VCP inhibiert beide Wege der Komplementakti-
vierung, indem es die dritte und vierte Komplementkompo-
nente bindet. VCP, ein Heparin-bindendes Protein, kann
Heparansulfat-PGs an der Oberfl‰che menschlicher Endo-
thelzellen binden.[114] Eine neuere Kristallstrukturanalyse von
VCP lie˚ eine mutma˚liche Heparin-bindende Stelle am
C-Terminus erkennen, und Versuche deuten darauf hin, dass
VCP Heparin binden und gleichzeitig die Komplementakti-
vierung steuern kann.[115]

5. Wechselwirkung von Heparin mit extrazellul‰ren
Signalmolek¸len

5.1. Wechselwirkung von Heparin mit
Wachstumsfaktoren

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGFs) gehˆren zu einer
gro˚en Gruppe aus derzeit 21 Proteinen,[116] die an Entwick-
lungsprozessen und physiologischen Vorg‰ngen wie Zellpro-
liferation, -differenzierung, -morphogenese und -angiogenese
beteiligt sind. FGFs sind Heparin-bindende Proteine mit
hoher Affinit‰t zu den Heparansulfat-Proteoglycanen an der
Zelloberfl‰che. Keine anderen Heparin-bindenden Proteine,
vielleicht mit Ausnahme von Antithrombin III, sind einge-
hender untersucht worden. Die FGFs vonWirbeltieren haben
eine innere Kernregion aus 28 hoch konservierten und sechs
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invarianten Aminos‰uren, ihr Molekulargewicht liegt zwi-
schen 17 und 34 kDa.[117]

Als erste Verbindungen aus dieser Gruppe wurden der
saure (FGF-1) und der basische Fibroblasten-Wachstumsfak-
tor (FGF-2) entdeckt und die Thermodynamik und Kinetik
ihrer Wechselwirkung mit Heparin eingehend unter-
sucht.[88, 93] Von Komplexen dieser Proteine mit Heparin-
Oligosacchariden wurden kristallographische Daten verˆf-
fentlicht, die durch hochauflˆsende Rˆntgenspektroskopie
erhalten wurden.[31, 34] Diese Wachstumsfaktoren ¸ben ihre
biologische Wirkung aus, indem sie an spezifische Ober-
fl‰chenrezeptoren, die Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Re-
zeptoren (FGFR-1 ± FGFR-4), binden. Die FGFRs sind
Transmembran-Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, die als Mehr-
fachsplei˚varianten mit unterschiedlichen Affinit‰ten zu den
FGFs exprimiert werden.[75] Da auch die FGFRs Heparin-
bindende Proteine sind,[118] m¸ssen FGF, FGFR und Hepa-
ransulfat simultan wechselwirken, um die Signaltransduktion
einzuleiten.[119] Die durch FGF angeregte Signaltransduktion
ist anderen Rezeptor-vermittelten Mechanismen insofern
‰hnlich, als sie ¸ber die Dimerisierung der FGFRs verl‰uft.
Das Heparansulfat der Zellmembran bindet FGF-Mehrfach-
molek¸le, wodurch die Dimerisierung von FGFR und die
Signal¸bermittlung unterst¸tzt wird. Hochaufgelˆste Kristall-
strukturen von Komplexen aus FGF, FGFR und einem
Heparin-Oligosaccharid geben einen Einblick in die Stˆchio-
metrie und die Strukturbeziehungen dieser physiologisch
wichtigen Wechselwirkung (Abbildung 7).[120, 121]

Abbildung 7. Die k¸rzlich aufgekl‰rten Strukturen von FGF-FGFR-
Heparin-Komplexen. FGFR ist als goldfarbenes und FGF als gr¸nes Band
wiedergegeben. Die Heparin-Oligosaccharide sind als Kalottenmodelle
mit gelben Schwefel-, roten Sauerstoff- und blauen Stickstoffatomen
dargestellt.

In der ersten Arbeit wird die Kristallstruktur eines dimeren
2:2:2-Komplexes aus FGF-2, FGFR-1 und Heparin-Decasac-
charid mit einer Auflˆsung von 3 ä beschrieben.[120] In jedem
1:1 FGF-FGFR-Komplex bildet Heparin zahlreiche Kontakte
zu FGF-2 und FGFR1 und stabilisiert so die FGF-FGFR-
Bindung. Ferner bestehen zwischen Heparin und dem FGFR1
des benachbarten FGF-FGFR-Komplexes Kontakte, welche
die FGFR-Dimerisierung zu fˆrdern scheinen. Die Art der
Heparinbindung in diesem Komplex widerspricht fr¸heren
Ergebnissen ¸ber die Mindestl‰nge der Heparinkette, die
gen¸gt, um die Dimerisierung zu fˆrdern,[122] sodass weitere

biochemische Untersuchungen erforderlich sind, um diese
Beobachtungen zu st¸tzen. Auf der Basis von biochemischen
und kristallographischen Daten kann ein Modell erstellt
werden, in dem Heparin ¸ber sein nichtreduzierendes Ende
mit FGF-2 und FGFR-1 wechselwirkt und einen stabilen
1:1:1-Komplex aus FGF, FGFR und Heparin bildet. Dieser
kann sich ¸ber direkte FGFR-FGFR-Kontakte, Sekund‰r-
wechselwirkungen zwischen FGF-2 in einem und FGFR1 im
benachbarten tern‰ren Komplex und indirekte, Heparin-
vermittelte FGFR-FGFR-Kontakte mit einem anderen
1:1:1-Komplex verbinden. Die zweite Arbeit beschreibt die
Kristallstruktur eines 2:2:1-Komplexes aus FGF-1, FGFR-2
und einem Heparin-Decasaccharid bei einer Auflˆsung von
2.8 ä.[121] In diesem Fall ist der Komplex um ein zentrales
Heparinmolek¸l angeordnet, das ‰hnlich wie in einem fr¸her
vorgeschlagenen Modell[34] zwei FGF-1-Liganden zu einem
Dimer verkn¸pft. Zwischen diesen beiden Modellen bestehen
hinsichtlich der relativen Orientierung von FGF-1 und
Heparin erhebliche Unterschiede. Der 2:1-Komplex aus
FGF-1 und Heparin wirkt als Br¸cke zwischen den beiden
FGFR-2-Molek¸len, und die asymmetrische Heparinkette
hat in dieser Struktur nur Kontakt zu einem Rezeptormole-
k¸l. Auch Heparansulfat scheint bei dieser Art der Rezep-
tordimerisierung eine entscheidende Rolle zu spielen, da es
nur sehr wenige Protein-Protein-Kontakte zwischen den
beiden H‰lften des pentameren Komplexes gibt.

Beide Arbeiten liefern wichtige Informationen ¸ber den
Aufbau dieser Komplexe, aber die beiden Strukturen unter-
scheiden sich signifikant, was mˆglicherweise darauf zur¸ck-
zuf¸hren ist, dass verschiedene FGF-Liganden und ihre
zugehˆrigen Rezeptoren unterschiedliche Wechselwirkungen
mit Heparansulfatketten eingehen. Diese Unterschiede kˆnn-
ten auf unterschiedlichen Verteilungen und Strukturen von
Heparansulfat-PGs und FGF-Rezeptoren an den Zellober-
fl‰chen unterschiedlicher Gewebe beruhen.

Der Gef‰˚endothelwachstumsfaktor (vascular endothelial
growth factor, VEGF) ist ein angiogener Faktor, der aus vier
alternativ gesplei˚ten Formen besteht, von denen drei mit
Heparin wechselwirken.[123] Der Hepatocyten-Wachstumsfak-
tor (HGF) bindet Heparansulfat, um als Tumorsuppressor,
Morphogen oder angiogener Faktor zu wirken.[124] Auch
Heparin kann die biologischeWirkung des transformierenden
Wachstumsfaktors �1 (transforming growth factor-�1, TGF-
�1) ver‰ndern. Dieser Faktor hat Bedeutung f¸r dieMigration
und Proliferation von Zellen und f¸r die Synthese der
extrazellul‰ren Matrix und ist an Immunprozessen betei-
ligt.[125] Andere Heparin-bindende Wachstumsfaktoren sind
der PDFG (Platelet-derived growth factor) aus Blutpl‰ttchen
sowie der epidermale Wachstumsfaktor HB-EGF.[126] Hepa-
ransulfat-PGs lokalisieren also Wachstumsfaktoren an der
Zelloberfl‰che oder in der extrazellul‰ren Matrix und unter-
st¸tzen ihre biologischen Wirkungen.

5.2. Die Wechselwirkung von Heparin mit Chemokinen

Chemokine sind eine Gruppe kleiner Cytokin-‰hnlicher
Proteine mit vielf‰ltigen biologischen Aufgaben, z.B. der
selektiven Rekrutierung und Aktivierung von Zellen bei
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Entz¸ndungsprozessen.[127] Chemokine regen au˚erdem die
Leukozytendegranulierung an und fˆrdern die Angiogenese
oder Angiostase.[128] Als erstes Protein dieser Gruppe der
Chemokine wurde der Pl‰ttchenfaktor 4 (PF-4, jetzt CXC-
Chemokinligand 4 oder CXCL4 genannt) entdeckt. Erst mit
der Charakterisierung von Interleukin 8 (IL-8, jetzt CXCL8)
erkannte man, dass Chemokine chemotaktische Verbindun-
gen sind.[129] Die derzeit mehr als 40 bekannten Chemokine
werden nach der Verteilung der Cysteinreste in der N‰he des
NH2-Terminus in vier Hauptgruppen eingeteilt: CXC, CC, C
und CX3C.[130] Die Wechselwirkung von Chemokinen mit
bestimmten Zellarten wird durch G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren mit sieben Transmembrandom‰nen vermittelt. Che-
mokinrezeptoren spielen vermutlich auch bei der Metastasie-
rung von Brustkrebs[131] und dem Eintritt von HIV-1 in
Zellen[132] eine wichtige Rolle. Chemokine kˆnnen ebenfalls
Heparin und Zelloberfl‰chen-GAGs am Gef‰˚endothel oder
in der extrazellul‰ren Matrix binden. Diese Wechselwirkung
soll zur Bildung haptotaktischer Gradienten an der Ober-
fl‰che von Endothelzellen beitragen[133] und die lokale
Chemokinkonzentration in der N‰he von G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren erhˆhen.[134]

Das von Blutpl‰ttchen freigesetzte PF-4 soll eine Reihe von
Eigenschaften haben, die bei der Entz¸ndung und Wundhei-
lung eine Rolle spielen, man nimmt an, dass sie auf der
F‰higkeit beruhen, die Wirkung von Heparin- und Heparan-
sulfat-Proteoglycanen zu neutralisieren. Wenn therapeutisch
verabreichtes Heparin an PF-4 bindet, kann dies zu einem
gef‰hrlichen immunologisch induzierten Blutpl‰ttchenman-
gel f¸hren, der eine als Heparin-induzierte Thrombozytopen-
ie (HIT) bezeichnete Erkrankung hervorruft. Unter physio-
logischen Bedingungen liegt PF-4 haupts‰chlich als Tetramer
vor und bindet mit sehr hoher Affinit‰t im Verh‰ltnis 1:1 an
Heparin und Heparansulfat.[135] Aus NMR-spektroskopischen
Untersuchungen der Wechselwirkung einer Heparin-Dode-
casaccharidkette mit PF-4 geht hervor, dass Reste in der
Arg20-Arg22-Schleife an der Bindung von Heparin beteiligt
sind.[136] Diese Arbeiten deuten auch darauf hin, dass bei
bestimmten PF-4:Heparin-Verh‰ltnissen die Heparinkette in
PF-4 den Konformations¸bergang zu einem partiell gefalte-
ten, geschmolzenen Globuluszustand induziert. Dieser Kon-
formations¸bergang findet bei dem gleichen Verh‰ltnis statt,
bei dem auch die HIT-Antikˆrper-Bindung beobachtet wird;
daraus l‰sst sich schlie˚en, dass der HIT-Antikˆrper einen
weniger gefalteten, niedrigeren Aggregatzustand des Proteins
erkennt (Abbildung 8). In einer anderen Arbeit ¸ber die
Wechselwirkung von Heparansulfat mit PF-4 wurde ein
gro˚es Heparansulfat-Oligosaccharid nachgewiesen, das an
der Bindung des PF-4-Tetramers beteiligt ist.[137] Die Autoren
dieser Untersuchung schlagen vor, dass sich diese Oligosac-
charidkette um das PF-4-Molek¸l wickeln kann und dabei in
Kontakt mit den an der Wechselwirkung beteiligten positiv
geladenen Resten von allen vier Monomeren steht. F¸r die
Bindung an PF-4 sind die 2-O-Sulfoidurons‰urereste in diesem
Oligosaccharid von Bedeutung. Basische Reste, deren La-
dung kreisfˆrmig angeordnet sind wie an der Oberfl‰che von
PF-4, sind bei CXC-Chemokinen, darunter IL-8, konservi-
ert.[138] Aus Untersuchungen ¸ber dieWechselwirkung von IL-
8 mit Heparansulfat geht hervor, dass f¸r diese Bindung

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Ereignisse, die zur HIT
f¸hren. Die Seitenketten der an der Heparinbindung beteiligten Reste
(Arg20 und Arg22) sind als Kalottenmodelle in der Bandstruktur des PF-
4-Tetramers wiedergegeben.

eine Kettenl‰nge von ca. 20 Saccharidresten unbedingt er-
forderlich ist, wobei die Heparansulfatkette in Hufeisenform
an das dimere Protein bindet.[139]

Der aus Stromazellen erhaltene Faktor 1� (stromal cell
derived factor-1�, SDF-1�) gehˆrt ebenfalls zur Gruppe der
CXC-Chemokine. Dieser Faktor ist ein Mediator f¸r Entz¸n-
dungen, ein potenter Chemolockstoff f¸r eine Reihe von
Zellen wie Monocyten und T-Zellen und auch ein wirksamer
Inhibitor des Zelleintritts von HIV.[140] Wie Untersuchungen
ergeben haben, ist Heparansulfat an der Bindung und
Lokalisierung von SDF-1� an der Zelloberfl‰che beteiligt.[141]

Durch Wirkort-gerichtete Mutationen an SDF-1� wurden
mehrere Reste in dem f¸r diese Wechselwirkung wichtigen
Protein identifiziert.[142] Aus Kupplungsversuchen geht her-
vor, dass die Bindung an SDF-1� ein Dodecasaccharid oder
Tetradecasaccharid von Heparin erfordert.[143] Diese gro˚en
Bindungsstellen in PF-4, IL-8 und SDF-1� kˆnnen auf eine
Oligomerisierung des Chemokins zur¸ckzuf¸hren sein. Auch
ein Heparin-bindendes Konsensmotiv des Typs BBXB wurde
als wichtig f¸r die Wechselwirkung erkannt. Dieses Struktur-
motiv wird auch als Hauptbindungsstelle f¸r Heparin in
RANTES (regulated on secretion, normal T-cell expressed
and secreted), einem Chemokin der CC-Gruppe, angese-
hen.[144] Zu dieser Chemokingruppe gehˆren auch das Mono-
cyten-Chemolockstoff-Protein-1 (MCP-1) und die Makro-
phagen-Entz¸ndungspeptide-1 (macrophage inflammatory
peptides-1, MIP-1). Sie binden ebenfalls alle Heparin, wenn
auch mit unterschiedlicher Affinit‰t und Spezifit‰t.[145] Wegen
der niedrigen Konzentration dieser Chemokine im Blutkreis-
lauf kˆnnen Heparansulfat-PGs bei der Komplexierung
dieser Verbindungen an der Zelloberfl‰che mitwirken und
so deren effektive Konzentration in der N‰he ihrer Rezeptor-
stellen mit niedriger Affinit‰t erhˆhen.[146] Die Untersuchun-
gen f¸hren ferner zu dem Schluss, dass Heparansulfat-PGs an
Zelloberfl‰chen andere Aufgaben haben als freie Glycosami-
noglycane. Lˆsliche Glycosaminoglycane kˆnnen ein Che-
mokin in Lˆsung komplexieren und seine Bindung an den
Rezeptor verhindern, sodass nachfolgende Rezeptor-vermit-
telte Zellantworten inhibiert werden.[145]

Die k¸rzlich entdeckten C-Chemokine und die CX3C-
Gruppe, darunter Lymphotactin und Fractalkin,[147] scheinen
Heparin zu binden, aber die Aufgabe dieser Wechselwirkung
in vivo ist noch nicht genau bekannt. Wahrscheinlich sind die
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Heparin-Chemokin-Bindungen an der Regulierung zahlrei-
cher physiologisch wichtiger Vorg‰nge beteiligt.

6. Wechselwirkung von Heparin mit Lipid- und
Membran-bindenden Proteinen

Die Wechselwirkung von Heparin mit Proteinen wie Anti-
thrombin III und den Fibroblasten-Wachstumsfaktoren ist
sehr gut untersucht und die Struktur- und Wirkungsbezie-
hungen sind beschrieben. F¸r eine Reihe von Proteingruppen
gibt es umfangreiche Untersuchungen zu deren Wechselwir-
kungen mit Heparin, dagegen ist ¸ber die Wechselwirkung
von Heparin mit Lipid- oder Membran-bindenden Proteinen
nur wenig bekannt.

Die Annexine sind eine Gruppe homologer Proteine mit
derzeit 32 Verbindungen, die weit verbreitet und in Eukaryo-
ten an vielen Stellen vorkommen.[148] Eine charakteristische
Eigenschaft der Annexine ist ihre Calcium-abh‰ngige Bin-
dung an die Oberfl‰che von Phospholipidmembranen. An-
nexine sind in Eukaryoten an einer Reihe von Aufgaben
beteiligt, z.B. bei der Signalgebung von Zellen, dem Mem-
brantransport, der Blutgerinnung und bei Entz¸ndungen.[149]

Obwohl Annexine haupts‰chlich im Zellinnern vorkommen
und keine Signalsequenzen haben, werden viele extrazellu-
l‰re Vorg‰nge inzwischen als Annexin-vermittelt angese-
hen.[150] Mehrere In-vitro-Untersuchungen haben die Cal-
cium-abh‰ngige Bindung von Glycosaminoglycanen an An-
nexine gezeigt.[85, 151] Derzeit sind zwar mehr als 100 an
Heparin bindende Proteine bekannt,[11] aber nur wenige
dieser Wechselwirkungen sind Calcium-abh‰ngig. Au˚er be-
stimmten Annexinen sind als einzige Beispiele f¸r die
Calcium-abh‰ngige Heparinbindung die Serumkomponente
Amyloid P (SAP)[152] und P- und L-Selectine bekannt.[153] Die
qualitative Untersuchung der Glycosaminoglycan-bindenden
Eigenschaften der Annexine IV, V und VI ergab f¸r jede
dieser Verbindungen eine andere Spezifit‰t.[154]

Die extrazellul‰re Aufgabe von Annexin V ist gut unter-
sucht und besteht in der Mitwirkung beim Zelleintritt und bei
der Infektion durch Influenza- und Hepatitis-B-Viren.[155]

Au˚erdem wirkt Annexin V in vitro stark gerinnungshem-
mend, wobei man von einem Mechanismus ausgeht, bei dem
das Protein die placentaren Endothelzellen bedeckt und so
einen Antithrombose-Schutzschild bildet.[156] Kinetische und
thermodynamische Untersuchungen an Annexin V zeigen,
dass an seiner Calcium-abh‰ngigen Wechselwirkung mit
Heparin und Heparansulfat eine Oligosaccharidsequenz aus
6 ± 8 Saccharidresten beteiligt ist.[85] Nach Molecular-Model-
ling-Untersuchungen kommen drei Dom‰nen in Annexin V
f¸r eine Beteiligung an der Heparinbindung infrage: eine an
der Lipid-bindenden Oberfl‰che von Annexin V und die
beiden anderen an der exponierten Oberfl‰che. Eine Kris-
tallstrukturanalyse (1.9 ä Auflˆsung) von Annexin V mit
gebundenen Heparin-Tetrasacchariden[157] lieferte die ersten
Strukturinformationen zur Bedeutung von Calciumionen f¸r
eine Heparin-Protein-Wechselwirkung (Abbildung 9). Zwi-
schen den Heparinresten und Calcium besteht ein indirekter
Kontakt, zu dem Wasserstoffbr¸ckenbindungen mit Wasser-
molek¸len in der N‰he der Calcium-Koordinationsstellen

Abbildung 9. Struktur eines Annexin-V-Komplexes, in dem zwei Heparin-
Tetrasaccharide an gegen¸berliegende Seiten gebunden sind. Annexin V
ist als blaugr¸ne Linien- und Bandstruktur dargestellt, Calciumatome sind
goldfarben, in den Heparin-Tetrasacchariden sind Sauerstoffatome rot,
Schwefelatome gr¸n und Stickstoffatome blau wiedergegeben.

beitragen. Die Calcium-Abh‰ngigkeit der Annexin-Heparin-
Wechselwirkung beruht haupts‰chlich darauf, dass die zur
Bindung von Heparin notwendige Konformation induziert
wird. Die Struktur l‰sst Heparinbindungsstellen auf entge-
gengesetzten Proteinoberfl‰chen erkennen. Die f¸r die
Wechselwirkung wichtigen Reste gehen aus der Kristallstruk-
tur, vorherigen Modellstudien und biochemischen Untersu-
chungen an Wirkort-ver‰nderten Mutanten hervor. Unter
Ber¸cksichtigung all dieser Daten wurde ein Modell vorge-
schlagen, wonach sich das Heparansulfat-PG der Zellober-
fl‰che um das Annexin-V-Molek¸l wickelt und so mit dessen
drei Heparin-bindenden Bereichen in Kontakt tritt (Abbil-
dung 10). Anschlie˚end wird das Annexin-V-Molek¸l frei-
gesetzt und in eine antithrombotische Anordnung an der
Phospholipidmembran der Zelloberfl‰che eingef¸gt.

Apolipoprotein E (ApoE) ist ein wichtiges Lipidtransport-
protein in menschlichem Plasma und Gehirn. Biochemischen,
zellbiologischen und epidemiologischen Studien zufolge ist
ApoE ein genetischer Hauptrisikofaktor f¸r eine Reihe von
Erkrankungen.[158] Das menschliche APOE-Gen hat drei
h‰ufiger vorkommende Allele (�2, �3 und �4). Die drei
Isoformen unterscheiden sich durch die Aminos‰uren 112 und
158 sowie durch ihre Stoffwechseleigenschaften und dem
Zusammenhang mit Erkrankungen. ApoE4 (Arg112,
Arg158) wird mit einem hˆheren Risiko f¸r Herzerkrankun-
gen in Zusammenhang gebracht[159] und ist ein genetischer
Hauptrisikofaktor f¸r die Alzheimer-Krankheit.[160] Au˚er-
dem bindet ApoE LDL(low density lipoprotein)-Rezeptoren
und hat eine zentrale Aufgabe im Plasmalipoprotein-Stoff-
wechsel und beim Cholesterintransport.[161] In der Leber
vermittelt ApoE die Bindung eines Lipoproteinrestes an
einen Komplex aus Heparansulfat-PG und dem LDL-Rezep-
tor-‰hnlichen Protein und vereinfacht so die Lipoproteinauf-
nahme.[162]

Sowohl die N- als auch die C-terminalen Dom‰nen
enthalten eine vermutlich Heparin-bindende Stelle.[163, 164]

Der N-terminale Bereich hat eine hochaffine Heparinbin-
dungsstelle, die mit der Bindungsregion f¸r den LDL-
Rezeptor ¸berlappt. Die Heparin-bindende Stelle in der
C-terminalen Dom‰ne steht f¸r die Wechselwirkung nur im
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Abbildung 10. Modell f¸r die Bindung von Heparinen an Lipid-bindende
Proteine durch Umschlingen. A) Annexin V. B) Apolipoprotein E.

lipidfreien Zustand zur Verf¸gung.[164] Eine dritte Heparin-
bindungsstelle wurde f¸r den Proteinabschnitt vorgeschlagen,
der den N-terminalen mit dem C-terminalen Bereich ver-
bindet.[163] Die Aufgaben von ApoE und Heparansulfat-PG
im Gehirn wurden an kultivierten Nervenzellen untersucht;
danach werden die Auswirkungen der Alzheimer-Erkrankung
durch die Wechselwirkung von ApoE mit dem Komplex aus
Heparansulfat-PG und dem LDL-Rezeptor-related-Protein
vermittelt.[162] Nach dieser Vorstellung interagiert ApoE
zuerst mit dem Heparansulfat-PG an der Zelloberfl‰che
und wird danach auf den LDL-Rezeptor-related-Proteinre-
zeptor zum Transport in die Zelle ¸bertragen. Die Wechsel-
wirkung mit Heparansulfat ist demnach der erste Erken-
nungsschritt, der ApoE an der Zelloberfl‰che lokalisiert. Die
Wechselwirkung von Heparin mit den ApoE-Isoformen
wurde mit der SPR-Methode untersucht,[165] und bei einer
anderen Arbeit ¸ber die Energetik und Kinetik der Hepa-
rinbindung an die N-terminale Dom‰ne von ApoE wurde
eine Octasaccharidsequenz als Mindestbindungsstelle in He-
parin nachgewiesen.[166] Die Analyse dieser Bindungsdaten

lie˚ erkennen, dass sich eine Heparansulfatkette um ApoE
wickelt und dabei mit allen drei Heparin-bindenden Stellen in
Kontakt tritt (Abbildung 10B). Dieses Modell gleicht dem
der Heparinbindung an Annexin V, das andere Lipid-binden-
de Protein (Abbildung 10A).

7. Heparansulfat als Rezeptor f¸r Pathogene

Die erste Bindung eines Virus an eine Zielzelle ist h‰ufig
der entscheidende Schritt bei der Entstehung von Krank-
heiten.[167] Die Bindung kann auf einer Rezeptor-‰hnlichen
Wechselwirkung zwischen einem viralen H¸llprotein und der
an der Oberfl‰che von Zielzellen exprimierten Glycosamino-
glycankette eines Proteoglycans beruhen. Heparansulfat-
GAGs kommen an den ‰u˚eren Oberfl‰chen der meisten
S‰ugetiergewebe vor,[17, 19] und es ¸berrascht daher nicht, dass
Viren diese Verbindungen als Rezeptoren nutzen, um an
bestimmte Zellen zu binden und in diese einzudringen.

Die Wechselwirkung der H¸llproteine von HIV-1 (human
immunodeficiency virus type-1) mit Heparin und Heparan-
sulfat war wegen des Potentials dieser sulfatierten Polysac-
charide zur Therapie und Vorbeugung von HIV-1-Infektionen
Gegenstand vieler Untersuchungen.[168] Alle physiologischen
Zielzellen f¸r die HIV-1-Infektion ± CD4�-T-Zellen, Mono-
cyten/Makrophagen und einige Populationen von dendriti-
schen Zellen ± exprimieren das zellul‰re Rezeptormolek¸l
CD4.[169] ‹ber eine Wechselwirkung mit dem viralen Ober-
fl‰chenglycoprotein gp120 bindet HIV-1 an eine Schleife aus
20 Aminos‰uren in der ersten CD4-Dom‰ne.[170] Diese Wech-
selwirkung induziert vermutlich eine Konformations‰nderung
der HIV-Glycoproteine, wodurch Corezeptor-Bindungsstel-
len an gp120 hervorgekehrt werden.[171] Die Wechselwirkung
von gp120 und vielleicht gp41 mit CD4 und den Corezeptor-
molek¸len f¸hrt schlie˚lich zum Verschmelzen von Virus-
und Zellmembran.[172]

Heparin ¸bt seine Anti-HIV-1-Wirkung aus, indem es an
die V3-Schleife, ein Hauptepitop von gp120, bindet.[173] Die
V3-Schleife ist zwar nicht an der Erstbindung zwischen gp120
und CD4 beteiligt, hat aber eine entscheidende Aufgabe bei
den anschlie˚enden Schritten, die zur Membranverschmel-
zung f¸hren.[174] Untersuchungen an chemisch modifizierten
Heparinen zeigen, dass die O-Sulfatierung, insbesondere die
6-O-Sulfatierung, und die N-Substitution (Acetylierung oder
Sulfatierung) f¸r diese Wechselwirkung essentiell sind.[175]

Einer anderen Arbeit zufolge werden aufgrund einer Wech-
selwirkung zwischen gp120 und dem Heparansulfat der
Zelloberfl‰chen auch noch Zelllinien mit fehlendem CD4-
Rezeptor durch HIV-1 infiziert. Hieraus l‰sst sich schlie˚en,
dass die CD4-Abh‰ngigkeit der HIV-1-Bindung an Zielzellen
stark von den Zelllinien abh‰ngt undHeparansulfat in einigen
F‰llen als Zelloberfl‰chenrezeptor f¸r HIV-1 wirken kann.[176]

Vor der gp120-CD4-Wechselwirkung gibt es mˆglicherweise
einen weiteren Reaktionsschritt unter Beteiligung von Zell-
oberfl‰chen-Heparansulfat und Cyclophilin A (CypA), der
die Lokalisierung und Bindung von HIV-1 an die Zellober-
fl‰che einleiten w¸rde.[177] CypA ist ein in eukaryotischen
Zellen ubiquit‰r exprimiertes, in gro˚en Mengen vorhande-
nes Cytosolprotein, das beim Virusaufbau in entstehende
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HIV-1 ±Partikel gepackt wird.[178] CypA ist an der Virusmem-
bran exponiert und hat eine ‰hnliche Dom‰ne mit basischen
Resten wie die bekannten Heparin-bindenden Struktur-
motive.

Heparin und Heparansulfat haben auch in anderer Hinsicht
Bedeutung f¸r die HIV-1-Infektion. Eines der f¸r die HIV-1-
Replikation essentiellen Proteine ist das Tat-Protein, das aus
Zellen freigesetzt werden kann und autokrine und parakrine
(lokale Signalgebung) Wirkungen hat.[179] Das Tat-Protein
kann in Zellen eindringen und soll bei der Sensibilisierung
von Zellen f¸r die Infektion eine Rolle spielten. Tat ist ein
Heparin-bindendes Protein, das auch mit Heparansulfat-
Proteoglycanen an der Zelloberfl‰che und in der extrazellu-
l‰ren Matrix wechselwirkt.[180] Die Mindestgrˆ˚e eines Tat-
bindenden Heparinfragments ist zwar ein Hexasaccharid,
aber die Bindungsaffinit‰t steigt mit zunehmender Oligosac-
charidgrˆ˚e und erreicht bei ca. 18 Saccharidresten die
Affinit‰t von Heparin.[181] Heparin ist also ein πMehrfach-
ziel™, das auf unterschiedliche Aspekte einer HIV-Infektion
Einfluss nimmt.

Das Herpes-simplex-Virus (HSV) verursacht viele Erkran-
kungszust‰nde, darunter Schleimhautl‰sionen und Encepha-
litis. Diese vielf‰ltigen klinischen Manifestationen spiegeln
die F‰higkeit des Virus wieder, sowohl Epithel- als auch
Nervenzellen zu infizieren. Auch HSV nutzt Heparansulfat-
PG, um Zellen anzugreifen[182] und zu infizieren.[183] Das
Eindringen von HS-Viren in S‰ugetierzellen ist ein vielstu-
figer Prozess, der mit einem Verkn¸pfungsschritt beginnt, in
dem die viralen H¸llglycoproteine gC und gB mit den
Heparansulfatketten an den Zelloberfl‰chenproteoglycanen
wechselwirken.[184] HS-Viren der Typen 1 und 2 unterscheiden
sich in der Wechselwirkung mit Heparansulfat, die sich auf
den viralen Tropismus auswirken kann.[185] Die Ursache
hierf¸r sind unterschiedliche Bedingungen von gC und gB
in HSV-1 und HSV-2 f¸r die Bindung von Heparin/Heparan-
sulfat.[186] Der zweite Schritt beim Zelleintritt von HSV
erfordert die Wechselwirkung des Glycoproteins gD mit einer
spezifischen Sequenz in den HS-Ketten, die durch 3-O-
Sulfatierung bestimmter Glucosaminreste modifiziert sind.
Diese Wechselwirkung leitet den HSV-1-Eintritt in die Zelle
ein.[70]

Auch das Dengue-Virus, ein von Moskitos verbreitetes
Flavivirus, das Gelbfieber hervorruft, soll Zellen ¸ber die
Wechselwirkung eines H¸llproteins mit einem hochsulfatier-
ten Heparansulfat angreifen, was eine Erkl‰rung f¸r den
Tropismus des Virus w‰re.[187] Am C-Terminus der H¸llpro-
teinsequenz des Dengue-Virus wurden zwei vermutlich
Heparin-bindende Strukturmotive nachgewiesen (Abbil-
dung 11). Heparin und eine Reihe kleinerer Analoga werden
als potentielle Pharmazeutika zur Vorbeugung gegen eine
Infektion mit dem Dengue-Virus gepr¸ft.[187, 188] Andere
Viren, z.B. das RS-Virus (respiratory syncytial virus),[189] das
Cytomegalie-Virus,[190] das Adenovirus[191] und das Maul-und-
Klauenseuche-Virus,[192] nutzen im ersten Infektionsschritt
ebenfalls die Heparansulfatkette von Zelloberfl‰chen-Pro-
teoglycanen.

Heparin und Heparansulfat sollen auch f¸r die Virulenz
anderer Krankheitserreger Bedeutung haben. Das Circum-
sporozoiten(CS)-Protein ist ein Oberfl‰chenprotein der Spo-

Abbildung 11. Homologiemodell f¸r das H¸llprotein des Dengue-Virus
mit einem strukturell modifizierten Heparin-Decasaccharid. Das H¸llpro-
tein ist gr¸n, die Seitenketten der basischen Aminos‰uren (188 und 284 ±
310) sind blau. Diese Reste bilden eine ausgedehnte positiv geladene
Dom‰ne, die nach au˚en zeigt. Im Kalottenmodell des Heparin-Decasac-
charids mit einem Hauptdisaccharid als Wiederholungseinheit (Schema 1)
sind die Schwefelatome gelb, Sauerstoffatome rot und Stickstoffatome
blau.

rozoitenzelle des Parasiten Plasmodium falciparum, des Er-
regers der Malaria. Das CS-Protein wechselwirkt mit dem
hochsulfatierten Heparansulfat an der Oberfl‰che von Le-
berzellen[193] und fˆrdert die Sporozoitenanlagerung und die
anschlie˚ende Invasion der Hepatocyten.[194, 195] Diese Wech-
selwirkung wird durch Heparin Dosis-abh‰ngig inhibiert.[196]

Das CS-Protein wurde geklont, gereinigt und als Heparin-
bindendes Protein erkannt.[197] Die Aufnahme von Malaria-
Sporozoiten durch Hepatocyten kˆnnte nach demselben
Mechanismus funktionieren wie die durch Apolipoprotein E
vermittelte Beseitigung von Lipidresten im Blut durch die
Leber.[198] Die Mindestsequenz f¸r die CS-Protein-bindende
Dom‰ne ist ein Decasaccharid,[195] dessen Sequenz sich mit
der eines Heparin-Octasaccharid deckt, das als kleinstes
Oligosaccharid zur Bindung von ApoE erforderlich ist.[166] .

Die Bindung von Heparin ist eine wirkungsvolle Strategie,
die mikrobielle Krankheitserreger nutzen, um eine Reihe
Heparin-bindender S‰ugetierproteine an ihre Oberfl‰chen zu
bringen, ohne f¸r jedes dieser Proteine individuelle Rezep-
toren synthetisieren zu m¸ssen.[199] Tats‰chlich bindet das
menschliche Pathogen Neisseria gonorrhoeae Vitronectin, ein
Protein der extrazellul‰ren Matrix, ohne Mitwirkung eines
spezifischen Vitronectinrezeptors an seiner Zelloberfl‰-
che.[200] In diesem Fall liegt vermutlich eine indirekte Vitro-
nectinbindung vor, die durch eine Heparansulfatkette ver-
mittelt wird, die zwei Heparin-bindende Proteine, das Bakte-
rienoberfl‰chen-Adh‰sin OpaA und Vitronectin, stabil ver-
br¸ckt.[201]

8. Die Wechselwirkung von Heparin mit
Adh‰sionsproteinen

Die Wechselwirkung von Heparin und Heparansulfat mit
Adh‰sionsproteinen steht im Zusammenhang mit einer Reihe
von physiologischen und pathologischen Prozesse wie Ent-
z¸ndung, Wachstum von Nervengewebe, Invasion von Tu-
morzellen und Plaquebildung im Gehirn.
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Die Selectine (L-, E- und P-Selectin) sind Transmembran-
Glycoproteine, die im Endothel, in Blutpl‰ttchen und Leu-
kocyten vorkommen.[202] Sie vermitteln die ersten Adh‰sions-
vorg‰nge, welche die R¸ckkehr von Lymphocyten in die
Lymphorgane steuern, sowie die Wechselwirkung von Leu-
kocyten mit dem Endothel bei Entz¸ndungen und bei der
Reperfusion von Verletzungen.[203] Selectinwechselwirkungen
sind mˆglicherweise an der Metastasierung bestimmter Epi-
thelcarcinome beteiligt.[204] Der mutma˚liche Ligand f¸r die
Wechselwirkung von Leukocyten mit Selectinen am Endothel
ist zwar das Kohlenhydrat-Antigen Sialyl-Lewis-X (SLex),
doch auch Heparansulfat spielt hierbei eine Rolle.[153, 205]

Heparansulfat wechselwirkt mit L- und P-Selectin, nicht aber
mit E-Selectin.[153, 206] Die Wechselwirkung von Heparin mit
L-Selectin ist Calcium-abh‰ngig und benˆtigt mikromolare
Konzentrationen an freiem Calcium. L-Selectin bindet Oli-
gosaccharide, die stark modifizierte, hochsulfatierte, Iduron-
s‰ure-reiche Regionen enthalten, sowie Heparansulfatketten
aus Endothelgewebe, die reich an freien Aminogruppen
sind.[207] Die P-Selectin-bindenden Heparansulfate enthalten
Ketten mit weniger stark modifizierten Dom‰nen.[206] Indem
sie die Wechselwirkungen von L- und P-Selectinen mit SLex-
haltigen Liganden spezifisch blockieren, wirken Heparin-
Tetrasaccharide in vivo entz¸ndungshemmend und verhin-
dern zudem die Adh‰sion von Darmkrebszellen an L- und
P-Selectin.[205]

Das Heparin-bindende Wachstumsmolek¸l HB-GAM (he-
parin-binding growth-associated molecule) oder Pleiotrophin
ist ebenfalls ein Protein der extrazellul‰renMatrix. HB-GAM
soll das Neuritenwachstum verst‰rken, indem es f¸r extrazel-
lul‰re Str‰nge sorgt, welche die Neuriten im sich entwi-
ckelnden Gehirn leiten.[208] Das Heparansulfat-PG Syndecan-
3 bindet mit hoher Affinit‰t an HB-GAM und kann der
Rezeptor f¸r diese Verbindung sein. Die Bindung lˆst Signale
von wachsenden Neuriten aus, die ein schnelleres Neuriten-
wachstum fˆrdern.[209] Lˆsliche Heparin- und Heparansulfat-
GAGs wirken hemmend auf das Neuritenwachstum, und f¸r
diesen Inhibitoreffekt m¸ssen 2-O-Sulfogruppen vorhanden
sein. Das Heparin-Oligosaccharid musste f¸r die Inhibierung
des durch HB-GAM induzierten Neuritenwachstums ein
Decasaccharid sein, die hˆchste Aktivit‰t erreichte ein
Octadecasaccharid.[210] Die Thermodynamik und die Kinetik
der Heparin-HB-GAM-Wechselwirkung wurden mit ITC und
SPR untersucht.[86] ITC-Studien ergaben f¸r die Wechselwir-
kung eine Stˆchiometrie, die einer Bindungsstelle f¸r HB-
GAM in Heparin von 12 ± 16 Saccharidresten entspricht.
Durch Affinit‰tschromatographie an HB-GAM-Sepharose
konnte gezeigt werden, dass die st‰rksten Wechselwirkungen
zu Oligosacchariden mit mehr als 18 Saccharidresten beste-
hen. CD- und NMR-Spektren sprechen daf¸r, dass die
Bindung von Heparin zu einer Konformations‰nderung in
HB-GAM f¸hrt und haupts‰chlich an dessen �-Faltblattdo-
m‰nen erfolgt.[211] Eine ‹berpr¸fung der Sequenzdatenban-
ken ergab, dass die �-Faltblattbereiche von HB-GAM homo-
log zur Wiederholungseinheit von Thrombospondin Typ I
(thrombospondin type I repeat, TSR) sind. Das TSR-Se-
quenzmotiv kommt in zahlreichen Proteinen vor (darunter
dem Malaria-CS-Protein), die Zell-Zell-Kontakte und Wech-
selwirkungen zwischen Zelle und extrazellul‰rer Matrix ver-

mitteln, wobei die TSR-Dom‰ne die spezifische Zelloberfl‰-
chenbindung vermittelt.

Heparin und Heparansulfat wirken wohl auch an der
Bildung von Amyloidablagerungen bei der Alzheimer-Krank-
heit mit und kommen in den damit einhergehenden �-
Amyloid-Plaques und Neurofibrillenb¸ndeln vor.[212] Amy-
loid P (AP) ist ein Glycoprotein, das im Blutkreislauf, in den
Basalmembranen und im Bindegewebe vorkommt und auch
genereller Bestandteil der abnormen Gewebeablagerungen
bei Amyloidosen wie der Alzheimer-Krankheit ist.[213] AP
bindet Calcium-abh‰ngig an Heparin, Heparansulfat und
Dermatansulfat.[152] Au˚erdem gibt es zwischen AP und
Heparansulfat oder Dermatansulfat eine Calcium-unabh‰n-
gige Bindung niedrigerer Affinit‰t, die sich bei leicht abge-
senktem pH-Wert vermutlich wegen der Protonierung der
Histidinreste in AP verst‰rkt.[214] Bei der proteolytischen
Spaltung von AP wurden zwei Heparin-bindende Bruchst¸-
cke nachgewiesen.[215] Die Sequenzen dieser Fragmente
stimmen mit keiner bisher bekannten Heparin-bindenden
Sequenz ¸berein, und anders als AP benˆtigen diese Peptide
kein Calcium f¸r ihre Bindungsaktivit‰t. Die Bindung des
Peptids mit der hˆchsten Affinit‰t zu Heparin wurde durch
Affinit‰ts-Kapillarelektrophorese untersucht.[216] Diese Bin-
dung erwies sich als hochspezifisch f¸r Heparin und Heparin-
Oligosaccharide bis hinunter zu Tetrameren und schien bei
schwach alkalischem pH-Wert st‰rker zu sein. Mit Heparan-
sulfat, Chondroitinsulfat und desulfatiertem Heparin konnte
keine Bindung nachgewiesen werden. Obwohl die genaue
Bedeutung von Heparin und Heparansulfat f¸r die Pathologie
der Alzheimer-Krankheit noch nicht bekannt ist, besteht die
Mˆglichkeit, dass Heparin oder Heparin-Oligosaccharide
n¸tzlich sein kˆnnten, um die durch die Alzheimer-Krank-
heit[217] oder durch Prionen[218] verursachte Plaquebildung im
Gehirn zu verlangsamen oder umzukehren.

9. Heparin-abbauende Enzyme

Auf Heparin und Heparansulfat wirken zwei Enzymarten:
die prokaryotischen Polysaccharid-Lyasen, die ¸ber einen
Eliminierungsmechanismus wirken,[35] und die eukaryoti-
schen Glucuronyl-Hydrolasen, die ¸ber einen Hydrolyseme-
chanismus wirken. Heparin-Lyasen depolymerisieren Hepa-
rin eliminativ zu unges‰ttigten Oligosacchariden (Schema 5).
Drei gro˚e Polysaccharid-Lyasen, die aus Flavobacterium he-
parinum isolierten Heparin-Lyasen I, II und III, kˆnnen die in
Heparin und Heparansulfat vorhandenen Bindungen aufbre-
chen.[12] Die Substratspezifit‰t jedes dieser Enzyme wurde mit
Heparin-Oligosacchariden und chemisch modifizierten He-
parinen eingehend untersucht (Schema 6A).[13]

Eine Gegen¸berstellung der Prim‰rsequenzen dieser En-
zyme ergab sowohl auf der DNA-Stufe als auch auf der
Aminos‰urestufe nur eine geringe Sequenzhomologie.[219] In
der Heparin-Lyase II gibt es drei basische Cluster, die
Heparin-bindenden Konsenssequenzen gleichen. Sie sind
homolog zu dem basischen Cluster in der Heparinbindungs-
stelle von Heparin-Lyase I und zu den zwei basischen
Clustern in der Heparin-Lyase III. Die Heparin-Lyasen I
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und III enthalten vermutlich zwei Calcium-koordinierende
πEF-Hand™-Strukturmotive, Heparin-Lyase II hingegen kei-
ne;[219] dies stimmt mit der Beobachtung ¸berein, dass
Calcium die Enzymaktivit‰t der Heparin-Lyasen I und III
erhˆht, die von Heparin-Lyase II aber inhibiert.[12]

Die Gene, welche in Flavobacterium heparinum f¸r die drei
Heparin-Lyasen kodieren, wurden geklont und in Escheri-
chia coli exprimiert.[220, 221] Enzymologische Untersuchungen
an Heparinlyase I haben ergeben, dass ein Cystein- und ein
Histidinrest zusammen einen Teil der katalytischen Dom‰ne
bilden[222] und dass drei Lysinreste an der Bindung von
Heparin in der N‰he des katalytisch aktiven Zentrums
beteiligt sind.[223] Die weitreichendste Substratspezifit‰t der
drei Enzyme hat Heparin-Lyase II mit zwei getrennten Wirk-
orten, von denen einer vermutlich f¸r Heparin, der andere f¸r
Heparansulfat spezifisch ist.[224] Entscheidend f¸r die Aktivi-
t‰t von Heparin-Lyase II sind ein Cystein- und drei Histidin-
reste.[225] Heparin-Lyase III hat hohe Spezifit‰t f¸r Heparan-

sulfat und ist insofern ungewˆhnlich, als es keine Cysteinreste
enth‰lt,[221, 226] sondern stattdessen zwei f¸r seine Aktivit‰t
gegen¸ber Heparansulfat entscheidende Histidinreste.[227] Die
Heparin-Lyasen sind zur Aufkl‰rung der Struktur von Hepa-
rin und Heparansulfat unentbehrlich, da sie diese Polysac-
charide in definierte Oligosaccharide ¸berf¸hren.[14] Auch
klinisch sind Heparin-Lyasen von Bedeutung: Sie wurden
eingesetzt, um den Heparinblutspiegel zu kontrollieren,[228]

um Heparin im Blut zu neutralisieren und um Heparine
niedriger Molek¸lmasse zur Verwendung beim Menschen
herzustellen.[8, 229] Neueren Untersuchungen zufolge kˆnnen
die Heparin-Lyasen I und II die AT-III-bindende Stelle in
Heparin spalten, wobei nur ein Teil des aktiven Zentrums
zur¸ckbleibt, dem einige funktionelle Eigenschaften des
Heparins mit intakter AT-III-Bindungsstelle fehlen.[230] Die
Heparin-Lyasen I und III sind ferner wirksame Inhibitoren
der Neovaskularisation (Gef‰˚neubildung), die mit der
Regulierung der Gewebeentwicklung, der Wundheilung und
der Metastasierung von Tumoren zusammenh‰ngt.[231] Aus
dem im menschlichen Darm vorkommenden Bacteroides -
stercorisHJ-15 wurde vor kurzem eine neue Art der Heparin-
Lyase isoliert,[232] die dazu beitragen kˆnnte, die orale Bio-
verf¸gbarkeit von pharmazeutischem Heparin zu verbes-
sern.[233]

Menschliche Heparanase ist eine Heparansulfat-spaltende
endo-�-�-Glucuronidase, die gereinigt, geklont und charak-
terisiert wurde.[234] Die Heparanase ist eine Hydrolase und
unterscheidet sich damit von den Flavobacterium-Heparin-
Lyasen und wird mit Entz¸ndung sowie Tumorangiogenese
und -metastasierung in Verbindung gebracht, weshalb sie zu
einem wichtigen Ziel f¸r die Entwicklung von Inhibitoren
geworden ist.[235] Die Heparanase spaltet Heparansulfat in
charakteristische Fragmente mit hoher Molek¸lmasse.[236] F¸r
die Substratspezifit‰t scheinen die 2-O-Sulfogruppen an den
Urons‰uren eine besondere Bedeutung zu haben (Sche-
ma 6B).[237] Der f¸r die Heparanaseaktivit‰t optimale pH-
Wert von 4.2 l‰sst darauf schlie˚en, dass das Enzym in den
Lysosomen lokalisiert sein kˆnnte.[237]

10. Neue klinische Anwendungen von Heparin

Die Wechselwirkung von Heparin mit zahlreichen Pro-
teinen, die bei der Regulierung normaler physiologischer
Vorg‰nge ebenso wie bei Erkrankungszust‰nden wichtige
Aufgaben haben, weckte das Interesse an anderen Verwen-
dungen von Heparin als der ¸blichen Anwendung als gerin-
nungshemmendes/antithrombotisches Mittel. Zuf‰llig machte
man bei Versuchen zur Wirksamkeit von LMW-Heparin
gegen¸ber nichtfraktioniertem Heparin zur Behandlung der
venˆsen Thromboembolie von Krebspatienten die ¸berra-
schende Beobachtung, dass die Behandlung mit Heparin sich
auf die ‹berlebensdauer von Patienten mit malignen Tumo-
ren auswirken kann.[238] Krebspatienten, die gegen ihre
Thrombose mit LMW-Heparin behandelt worden waren,
hatten eine um drei Monate l‰ngere ‹berlebenszeit als
Krebspatienten, die nichtfraktioniertes Heparin erhalten
hatten. Heparin kann wahrscheinlich seine Aktivit‰t an
mehreren Stellen der Tumorprogression sowie in Prozessen,
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die mit der Malignit‰t zusammenh‰ngen, aus¸ben. Es kann
die Zellwucherung beeinflussen, die Adh‰sion von Krebs-
zellen am Gef‰˚endothel stˆren, das Immunsystem steuern
und sowohl hemmend als auch anregend auf die Angiogenese
wirken.[239] Neueren Ergebnissen zufolge verringert die Be-
handlung mit Heparin die Metastasenbildung von Tumoren
bei M‰usen, indem es die durch P-Selectin vermittelten
Wechselwirkungen von Blutpl‰ttchen mit Mucinliganden der
Carcinomzelloberfl‰che inhibiert.[240]

Da eine Reihe physiologisch und pathophysiologisch wich-
tiger Proteine mit Heparin und Heparansulfat interagieren,
bieten sich zahlreiche therapeutische Anwendungsmˆglich-
keiten f¸r Heparin an. Die Haupteinschr‰nkung ist die hohe
Aktivit‰t des Heparins als Antikoagulans, die nun zur
Nebenwirkung wird und h‰morrhagische Komplikationen
verursachen kann. Die Einf¸hrung von LMW-Heparinen
und die Herstellung von Heparin-Oligosacchariden und syn-
thetischen Derivaten ohne gerinnungshemmende Wirkung
erˆffnen eine Vielzahl neuer therapeutischer Anwendungs-
mˆglichkeiten bei der Behandlung von Krebs, viralen und
bakteriellen Infektionen, der Alzheimer-Krankheit und der
Absto˚ung von Transplantaten.

11. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten Jahrzehnten erkannte man, dass Heparin und
Heparansulfat mit einer Reihe biologisch wichtiger Proteine
wechselwirken und so entscheidende Aufgaben bei der
Regulierung von physiologischen Vorg‰ngen haben (Abbil-
dung 12). F¸r die Entwicklung hochspezifischer Therapeutika
ist das Verst‰ndnis dieser Wechselwirkungen auf molekularer
Ebene sehr wichtig. Zudem muss man die Heparin- und

Heparin / Heparansulfat

Koagulations-
prozesse

Zellwachstum und
-differenzierung

Entzündungs-
prozesse

Wirtsverteidigung und
Virus-Infektionsmechanismen

Lipid-Transport,
-Beseitigung, -Metabolismus

Zell-Zell- und  Zell-Matrix- 
Wechselwirkungen

Abbildung 12. Wichtige physiologische Prozesse, an denen Heparin und
Heparansulfat beteiligt sind.

Heparansulfatspezifit‰t kennen, um normale physiologische
und pathophysiologische Prozesse zu verstehen. Besondere
Bedeutung haben diese Vorg‰nge dort, wo Zell-Zell-Wech-
selwirkungen eine wichtige Rolle spielen, z.B. in der Ent-
wicklungsbiologie, bei Krebs, Wundheilung, Infektionser-
krankungen, Entz¸ndungsprozessen und dem Wachstum
von Neuriten.
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