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Kohlenhydrat-Arrays: Hilfsmittel fiir die Glycomik

Kerry R. Love und Peter H. Seeberger*

Kohlenhydrate sind wichtige Bestandteile von Glycolipiden
und Glycoproteinen an der Zelloberfldche und spielen bei der
Erkennung, Adhision und interzellulédrer Signaliibermittlung
eine entscheidende Rolle.ll Diese Vorginge sind fiir das
normale Wachstum und die Wiederherstellung von Gewebe,
das Eindringen von Bakterien und Viren in Wirtsorganis-
menl? sowie fiir Beweglichkeit und Progression von Tumor-
zellen essentiell.?! Eine genauere Kenntnis der Protein-
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen wiirde erheblich zur Auf-
klarung der Mechanismen interzelluldrer Signalibermittlung
beitragen und vielleicht zu besseren diagnostischen und
therapeutischen Hilfsmitteln fiihren.

DNA- und Protein-Mikroarrays, die durch Ankniipfen der
Biopolymere an einen Trager in rdumlich getrennter Anord-
nung hergestellt werden, erméglichten ein kostengiinstiges
und leistungsfihiges Screening von Wechselwirkungen mit
diesen Verbindungen. Die Oligonucleotid-Arrays wurden in
situ an Glastrigern photolithographisch® oder durch Auf-
drucken mit Tintenstrahl-Druckern gebildet.”! Mit der Poly-
merase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
gelingt die rasche Amplifikation von Bibliotheken komple-
mentidrer DNA (cDNA), um Einblicke in die Zellvorgéinge
bei der Regulation der Genexpression zu ermdglichen. [
Protein-Arrays an Glastrigern, Mikrovertiefungen!” und
dreidimensional modifizierten Gelpad-Chips® wurden fiir
ein leistungsfdhiges Screening der Proteinaktivitdt und den
Nachweis von Protein-Protein-, Protein-DNA- und Protein-
Ligand-Wechselwirkungen eingesetzt.l)

Der Entwicklung von Kohlenhydrat-Biosensoren und -
Arrays gilt in letzter Zeit stirkere Aufmerksamkeit. Kohlen-
hydrate gehoren von Natur aus zu den chemisch komplizier-
teren Verbindungen, und bei der Herstellung von Kohlen-
hydrat-Arrays sind mehrere Hauptprobleme zu beriicksich-
tigen: 1) Fiir eine erfolgreiche Proteinerkennung muss das
nichtreduzierende Ende der Zucker zuginglich sein; 2) die
vielen Hydroxygruppen sind manchmal schwer zu unter-
scheiden, aber Linkersysteme benoétigen fiir die Verkniipfung
des Kohlenhydrats mit dem Tréger hochaffine Wechselwir-
kungen; 3) Kohlenhydrate einer bestimmten Struktur sind oft
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nur schwer zugénglich, da sowohl ihre Isolierung als auch ihre
Synthese sehr schwierig ist. Um Kohlenhydraten mit einer
Trageroberfldche zu verkniipfen, wurden zwei Linkersysteme
entwickelt: Das erste nutzt die natiirliche Affinitédt von Biotin
zu Streptavidin,'¥! wihrend das zweite auf der Bildung von
Alkanthiolat-Monoschichten an einer Goldoberfliche be-
ruht."!]

Biotin-Streptavidin- Linker

Erste Untersuchungen der Lectin-Kohlenhydrat-Bindung
nutzten die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung zur Prisen-
tation der Oligosaccharide (Abbildung 1). Um die Bindungs-
eigenschaften von sechs gédngigen Lectinen zu bestimmen,
wurden zwolf Glycane am anomeren Asparaginrest biotiny-
liert und in den 96 Vertiefungen einer mit Streptavidin
beschichteten Titerplatte immobilisiert.['?]

Lectin

Glycan

~«—————— Linker
N/ <—— Biotin

Streptavidin

Polystyroltrager

Abbildung 1. Présentation von Kohlenhydraten fiir Lectin-Bindungsas-
says an einem Trager durch Wechselwirkung von Biotin mit Streptavidin.

Der Einbau eines 4-(Biotinamido)phenylacetylhydra-
zin(BPH)-Chromophors in den Linkerteil des Kohlenhydrats
(Schema 1)1 erleichterte den Nachweis der Lectinbindung,
die durch Oberfldchenplasmonenresonanz(surface plasmon
resonance, SPR)-Spektroskopie bestimmt wurde.['¥l Die Wei-
terentwicklung der Methode fiihrte zu einem Biotinyl-L-3-
(2-naphthyl)alaninhydrazid(BNAH)-Linker, der einen Chro-
mophor mit UV-absorbierenden und fluoreszierenden Eigen-
schaften enthélt (Schema 1).[] Hiermit wurde die Bindung
von monoklonalen Antikérpern und Selectin an Triger-
gebundene Sialyl-Lewis?(SLe?)- und verwandte Sulfo-Le*-
Oligosaccharide kontrolliert."®! Die unerwartet niedrigen
Signale fiir die Bindung zwischen den Sulfovarianten und L-
und P-Selectinen unterstrichen, wie wichtig die Verwendung
des richtigen Liganden an der Streptavidinmatrix ist. Die
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Schema 1. Einbau von Chromophoren in einen Linker zur Préisentation von Kohlenhydraten an einem Streptavidin-beschichteten Trédger. Der Biotin-
terminierte Linker wird durch Hydrazidbildung unter milden Bedingungen an das reduzierende Ende eines Oligosaccharids gebunden.

Lénge des Spacers zwischen der Biotinylmarkierung und dem
Oligosaccharid ist entscheidend fiir das Bindungssignal, da sie
unspezifische Ligand-Ligand- und Ligand-Triger-Wechsel-
wirkungen einschrénkt.

Biotinylierte Oligosaccharide wurden auch eingesetzt, um
die noch kaum verstandenen Protein-Kohlenhydrat-Wechsel-
wirkungen zu untersuchen. Eine Bibliothek aus immobilisier-
ten Galactosylceramid(GalCer)-Derivate wurde einzeln auf
ihre Wechselwirkung mit dem HIV-Zelloberflachenglycopro-
tein gp 120 gepriift.'”? Ein #dhnlich immobilisiertes Heparin-
sulfat-Glycosaminoglycan wurde mit der 3-O-Sulfotransfera-
se-Isoform-1 (3-OST-1) umgesetzt, um die Bindung von
Antithrombin IIT zu verbessern.'®! Diese Arbeiten veran-
schaulichen das Potenzial der Biotin-Streptavidin-Bindung,
Zucker zu immobilisieren und so Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen zu untersuchen.

Selbstorganisierte Kohlenhydratmonoschichten

Selbstorganisierte Monoschichten (self-assembled mono-
layers, SAMs) von Alkanthiolen an einem Gold-beschichte-
ten Trdger ermoglichen die Présentation dicht gepackter
Strukturelemente an einer Oberfliche.'!l Die Reaktivitéit und
die Figenschaften einer Monoschicht hingen vollig von den
exponierten funktionellen Gruppen ab, die so verdndert
werden konnen, dass bestimmte Oberflichen entstehen.
Hydroxylierte Triger sind rasch derivatisierte Einheiten, um
Biomolekiile wie ein Thiol-terminiertes Hexasaccharid anzu-
kniipfen.[*”]

Spéter wurden mehrere SAMs aus Thioglucose-Monosac-
chariden gebildet.?”! Thre Charakterisierung durch Reflek-
tionsabsorptions-Infrarotspektroskopie (RAIRS) ergab,?!
dass die Orientierung der Kohlenhydrate in jeder SAM von
der anomeren Thiolgruppe abhingt. Demzufolge wurde das
nichtreduzierende Ende der Mannose so prasentiert, dass die
Lectine jede Monosaccharideinheit erreichen konnten. Die
Wechselwirkungen zwischen dieser SAM und zwei Lectinen,
Concanavalin A (Con A) und dem Lectin aus Tetragonolobus
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purpureas, wurden durch SPR-Spektroskopie untersucht,
wobei eindeutige Selektivitit von Con A fiir die Mannose-
haltige SAM nachgewiesen wurde.?’]

Houseman und Mrksich haben die enzymatische Modifi-
zierung einer Kohlenhydrat-SAM beschrieben.??l Eine ge-
mischte SAM mit N-Acetylglucosamin(GlcNAc)- und
Triethylenglycol-Gruppen wurde mit Rinder-3-1,4-Galacto-
syltransferase (GalTase; Schema 2) behandelt. Die Ubertra-
gung von Galactose wurde durch Zugabe von [*“C]Uridindi-
phosphogalactose (['*C]JUDP-Gal) quantifiziert, wobei sich
zeigte, dass die Enzymaktivitit und die Dichte der Mono-
schicht direkt korrelieren.??!

Kohlenhydrat-SAMs wurden auch dazu verwendet, die
Proteinspezifitidt und die Ligandendichte zu korrelieren. Bei
der Umsetzung von drei SAMs, die eins von drei Disaccha-
riden — einen natiirlichen, einen synthetischen oder einen
Kontrollliganden — présentierten, mit dem Lectin aus Bau-
hinia purpurea dnderte sich mit zunehmender Oberfldchen-
dichte die Bindungsselektivitdt vom natiirlichen zum syn-
thetischen Liganden. Diese Beobachtungen lassen darauf
schlieBen, dass ein Protein durch Bindung an mehrere
Kohlenhydratliganden mehr als eine Antwort hervorrufen
kann. Anderungen in der Zusammensetzung und Dichte von
Kohlenhydraten an der Zelloberfliche konnen daher be-
trachtliche Auswirkungen auf nachfolgende Regulationsme-
chanismen haben.

Kohlenhydrate und SAMs: Entwicklung eines Kohlenhydrat-
Arrays

Da die von SAMs prisentierten Kohlenhydrate mit bio-
logischen Mitteln nachgewiesen werden konnen, eignet sich
das Verfahren besonders fiir die gleichzeitige Présentation
und Detektion von Kohlenhydratanalyten. Ein Linker mit
Cyclopentadien-Terminus, der die Ankniipfung von Biomo-
lekiilen an eine SAM mit reaktiven Chinongruppen durch
rasche und irreversible Diels-Alder-Reaktion ermog-
licht,?* %! immobilisiert die Liganden an getrennten Stellen
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(Schema 3).P%I Nach der ersten Priifung des Prinzips an einem
Peptid-Chip?” wurde ein Kohlenhydrat-Array hergestellt,
indem Losungen der Kohlenhydrat-Cyclopentadien-Konju-
gate auf bestimmte Regionen einer Monoschicht mit reak-
tiven Benzochinongruppen aufgetragen wurden.®
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Schema 2. Selbstorganisierte Kohlenhydratmonoschicht. Die auf dem Trédger priasentierten N-Acetylgluco-
samingruppen konnen durch Inkubieren mit Galactose und GalTase glycosyliert werden. Diese Glycosylie-
rung lésst sich durch die Lectinbindung des neu gebildeten Disaccharids nachweisen.

dungsanteil durch Fluoreszenz-
spektroskopie bestimmt und so
die relativen Bindungsaffinitdten
jedes Kohlenhydrats fiir Con A
festgestellt.

Kiirzlich wurde ein weiterer Kohlenhydrat-Array zum
Nachweis von Antikorpern gegen eine Reihe von Dextranen
beschrieben.?”) Auf Nitrocellulose-beschichteten Glastrigern
waren Dextrane mit unterschiedlicher Glycosidbindung und
variierender Molmasse angeordnet. Der Kohlenhydrat-Mi-
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Schema 3. Herstellung eines Kohlenhydrat-Arrays mit selbstorganisierten Monoschichten. Cyclopentadien-funktionalisierte Monosaccharide wurden an
einer SAM mit reaktiven Chinongruppen immobilisiert. Durch irreversible Diels-Alder-Reaktion zwischen dem Cyclopentadien und den Chinogruppen

wird jedes Monosaccharids lokalisiert.
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kroarray diente dazu, in menschlichem Serum Antikoérper
gegen mikrobielle Pathogene nachzuweisen, die Dextrane
exprimieren, darunter befanden sich mehrere Stimme von
Prneumococcus, Meningococcus Gruppe B und Haemophilus
influenzae.

Vergleich der Kohlenhydrat-Mikroarrays und Ausblick

Als erfolgreiche Methode zur Prisentation von Kohlen-
hydraten an einem Tréger erwies sich die Bindung der
Biomolekiile iiber Biotin-Streptavidin oder an SAMs. Durch
Inkubation des Tragers mit Lectinen wurden die bekannten
Kohlenhydrat-bindenden Spezifitdten in jedem Fall bestatigt.
Wihrend das Potenzial von SAMs kiirzlich mit der Synthese
eines Kohlenhydrat-Arrays belegt wurde, beschrinkte sich
Prasentation von Kohlenhydraten durch Biotin-Streptavidin-
Bindung auf nur ein Substrat pro Einzeltrdger. Um ,,Arrays®
herzustellen, miissen verschiedene Biomolekiile physikalisch
getrennt werden, was iiblicherweise durch Verwendung einer
ELISA-Mikrotiterplatte (ELISA =enzyme-linked immuno-
sorbent assay) mit 96 Vertiefungen geschieht. Wegen ihrer
einfachen Herstellung und erhohten Inaktivitdt gegeniiber
einer Proteinadsorption scheinen SAMs fiir Biochips beson-
ders geeignet zu sein.’% Zudem ist der Nutzen von SAMs in
Verbindung mit Zellkulturen bereits bewiesen worden;? 3
die Kohlenhydrat-Chips zukiinftiger Generationen konnten
in Assays mit ganzen Zellen eingesetzt werden.

Der gleichzeitige Nachweis von Kohlenhydratanalyten
durch die Bindung von Lectin im Zusammenhang mit einem
Monosaccharid-Array ist eine leistungsfihige Entwicklung
auf dem neuen Gebiet der Glycomik. Um die Array-Techno-
logie zur Aufkliarung der komplizierten Aufgaben von Koh-
lenhydraten bei der zelluldren Signaliibermittlung einzuset-
zen, miissen allerdings langere und komplexere Oligosaccha-
ride immobilisiert werden. Die Entwicklung automatisierter
Synthesemethoden fiir Oligosaccharide®>3¥ in Verbindung
mit der Entwicklung der Mikrokontaktdrucktechnik zur
Aufbringung von Liganden auf die Oberfliche einer
SAMPB 361 ermgglicht die rasche Herstellung von Chips, die
ganze Kohlenhydratklassen enthalten. Das Screening dieser
Oberflichen durch systematisches Behandeln mit Fluores-
zenz-markierten Proteinen, z.B. bakteriellen und viralen
Toxinen, wird schlieBlich dazu fiihren, die Rolle von Kohlen-
hydraten in vielen Signaliibermittlungsprozessen besser zu
verstehen.
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