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Nat�rliche und synthetische polyvalente Liganden sind in der
Lage, biologische Prozesse zu inhibieren oder durch Signal-
transduktion zu regulieren.[1,2] Besonders bei Kohlenhydrat-
Lectin-Wechselwirkungen spielt Polyvalenz eine große Rolle,
da individuelle Kohlenhydratepitope in der Regel nur mit
niedriger Affinit*t und oft auch geringer Spezifit*t gebunden
werden.[3,4] Die Potenz eines polyvalenten Inhibitors h*ngt
entscheidend von der sterischen Pr*sentation der Kohlen-
hydrate ab und der damit verbundenen M0glichkeit, mehrere
Bindungsstellen simultan zu besetzen. Bei bekannter 3D-
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Struktur des Proteins lassen sich passende polyvalente
Liganden durch rationales Design entwerfen, wie eindrucks-
voll am Beispiel der bakteriellen AB5-Toxine,[5] aber auch an
Nicht-Kohlenhydrat-Systemen[6] gezeigt wurde („gezielte“
Polyvalenz). Ist die dreidimensionale Anordnung der Bin-
dungsstellen eines polyvalenten Lectins jedoch unbekannt,
muss eine große Zahl an potenziellen Liganden synthetisiert
und getestet werden, um die erforderliche Anordnung der
Kohlenhydrate zu ermitteln.[4,7] Dies gilt vor allem f�r
konformativ eingeschr*nkte Glycocluster, die in derartigen
Systemen zu besonders affinen Liganden f�hren k0nnen.[1, 6,8]

Das Screening einer Bibliothek von r*umlich diversen
Glycoclustern k0nnte diesen Prozess entscheidend beschleu-
nigen. St. Hilaire und Meldal et al. stellten Split-Mix-Biblio-
theken aus linearen Glycopeptiden vor.[9] Erste Studien �ber
das Verhalten dynamischer kombinatorischer Kohlenhydrat-
Bibliotheken aus vier[10] und 21[11] Verbindungen in Gegen-
wart von Lectinen wurden ebenfalls publiziert.

Wir beschreiben hier die erste Split-Mix-Bibliothek aus
konformativ eingeschr*nkten, r*umlich diversen Glycoclus-
tern und deren Screening auf Bindungsverhalten an das N-
Acetylglucosamin(GlcNAc)-bindende Pflanzenlectin Wei-
zenkeimagglutinin (WGA). Als Ger�stmolek�le (Template)
zur Pr*sentation der Kohlenhydratreste w*hlten wir seiten-
kettencyclisierte Peptide.[12] Abbildung 1 zeigt die Zusam-
mensetzung der Bibliothek 1, die durch konvergente Fest-
phasensynthese an TentaGel ohne Verwendung eines Linkers
nach einer von uns beschriebenen Synthesestrategie[13] erhal-
ten wurde. An den kombinatorisch variierten Positionen
(grau unterlegt) wurden l- und d-Aminos*uren ohne weitere
Seitenkettenfunktionalit*t eingesetzt sowie l- und d-Diami-
nos*uren wie l-2,3-Diaminopropions*ure (Dpr), d-2,4-Di-
aminobutters*ure (d-Dab) und d-Lysin. Letztere dienten als
Ankn�pfungspunkte f�r GlcNAc-Reste unter Urethanbil-
dung mit einem zu diesem Zweck entwickelten, auf der Aloc-
Schutzgruppe basierenden Linker. Mit diesem Bibliotheks-
design l*sst sich r*umliche Diversit*t in zwei Dimensionen
erzeugen: Positionsdiversit*t f�hrt zu unterschiedlichen Koh-
lenhydratmustern auf den Peptidger�sten, w*hrend Variation
der Konfiguration der Aminos*uren (Stereodiversit*t)[14] die
r*umliche Diversit*t durch Modulation der Peptidfaltung
erh0ht. Außerdem erm0glicht das Bibliotheksdesign eine
Analyse der Neoglycopeptide an einzelnen Harzkugeln.[15]

Die Zahl der GlcNAc-Reste pro Verbindung reicht von 0 (bei

2.6% aller in 1 enthaltenen 19440 Verbindungen) �ber 1
(14.5%), 2 (30.3%), 3 (30.9%), 4 (16.6%) und 5 (4.5%) bis
zu 6 (0.5%).

WGA ist ein 36-kDa-Lectin aus zwei identischen glycin-
und cysteinreichen Untereinheiten. Das WGA-Dimer enth*lt
insgesamt acht Bindungsstellen f�r GlcNAc und dessen
Oligomere.[16] Daher war WGA ein aussichtsreicher Kandidat
f�r eine polyvalente Wechselwirkung. Zum Screening auf
Bindung an WGA entwickelten wir den in Abbildung 2
gezeigten Festphasen-Enzymimmuno-Lectinbindungstest.

Etwa 100 mg der Bibliothek 1 (entsprechend ann*hernd
100000 Harzkugeln oder f�nf Kopien jeder Bibliothekskom-
ponente) wurden mit biotinyliertem WGA inkubiert und
nach Waschen mit einem Konjugat aus einem monoklonalen
Anti-Biotin-Antik0rper und alkalischer Phosphatase (AP)
versetzt. Nach weiterem Waschen wurden die WGA-Ligan-
den tragenden Harzkugeln durch eine durch AP katalysierte
Reaktion, die einen wasserunl0slichen Farbstoff lieferte,
sichtbar gemacht. Wie in Abbildung 3a gezeigt, waren
zun*chst ca. 97–98% aller Harzkugeln gef*rbt. Dieses
Ergebnis war nicht unerwartet, da dieser Anteil dem aller in
1 enthaltenen Verbindungen mit mindestens einem GlcNAc-
Rest entspricht. Um nur die besten der in 1 enthaltenen
WGA-Liganden zu identifizieren, setzten wir bei der Inkuba-
tion mit WGA und allen folgenden Waschschritten mono-

meres GlcNAc in unterschiedlichen
Konzentrationen als Konkurrenzli-
gand zu (Abbildung 3b und c).[17] So
gelang es, den f*rbbaren Anteil auf
etwa 0.1% der Harzkugeln (Abbil-
dung 3c) zu verringern; im Extrem-
fall konnte keine Wechselwirkung
mehr mit dem Antik0rper nachge-
wiesen werden. Auch das Screening
der nichtglycosylierten Bibliothek 2
sowie ein Kontrollexperiment, bei
dem auf die Zugabe des biotinylier-
ten WGA verzichtet wurde, lieferten
keine gef*rbten Harzkugeln. Daraus
schließen wir, dass der Bindungstest

Abbildung 1. Aus 19440 Verbindungen bestehende Neoglycopeptidbibliothek 1 und Kontrollbiblio-
thek 2 zum r'umlichen Screening von WGA-Liganden.

Abbildung 2. Festphasen-Enzymimmuno-Lectinbindungstest zum
Screening von 1 auf WGA-Liganden. mAb=monoklonaler Antik@rper.
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tats*chlich auf einer Kohlenhydrat-Lectin-Wechselwirkung
beruht. Der anf*nglich eingesetzte, von Kahne et al. zum
Screening einer Oligosaccharid-Bibliothek entwickelte Bin-
dungstest,[18] bei dem anstelle des AP-Antik0rper-Konjugats
ein AP-Streptavidin-Konjugat verwendet wird, erwies sich
demgegen�ber als ungeeignet, da Bibliothek 1 offensichtlich
einen geringen Anteil an Streptavidin-Liganden enth*lt.

Die am st*rksten gef*rbten Harzkugeln wurden manuell
unter einer Stereolupe aussortiert und nach Palladium-
katalysierter Abspaltung der Zucker nach einer von uns
beschriebenen Strategie[15] durch Mikrosequenzierung
(Edman-Abbau) analysiert. Es konnten zwei tetravalente
(3, 4), eine pentavalente (5) und vier hexavalente (6–9)
Neoglycopeptide identifiziert werden. Sollte der durchge-
f�hrte Bindungstest auf Polyvalenz ansprechen, so ist zu
erwarten, dass viele Verbindungen mit einer hohen Zahl an
GlcNAc-Resten gefunden werden. F�r 3–9 trifft dies ein-
deutig zu. Interessanterweise f�hrten aber nicht alle in der
Bibliothek 1 enthaltenen hexavalenten Neoglycopeptide
(0.5%) zu einer vergleichbaren Anf*rbung. Stattdessen
befanden sich eine pentavalente und zwei tetravalente Ver-
bindungen unter den Liganden an den am st*rksten gef*rbten
Harzkugeln.

Um zu �berpr�fen, ob das Ergebnis des Bindungstests
auch in L0sung reproduzierbar ist, synthetisierten wir exemp-
larisch die Neoglycopeptide 3, 5 und 9 einzeln nach. IC50-
Werte f�r die Inhibition der Bindung von Schweinemagen-
mucin an Peroxidase-markiertes WGA (Abbildung 4,

Tabelle 1) wurden durch einen enzymgekoppelten Lectinbin-
dungstest (ELLA), wie von Zanini und Roy beschrieben,[19]

ermittelt. Dieser ergab f�r das tetra- (3), penta- (5) und
hexavalente (9) Neoglycopeptid eine 218-, 619- bzw. 568-fach
erh0hte Affinit*t zu WGA gegen�ber monovalentem
GlcNAc als Referenz (b-Werte[1]). Demnach korreliert das
Ergebnis des Festphasen-Lectinbindungstests mit dem Bin-
dungsverhalten von 3, 5 und 9 in L0sung und wird nicht von
einem Oberfl*cheneffekt an den Harzkugeln dominiert. Dies
ist bemerkenswert im Vergleich zu Beobachtungen von

Abbildung 3. Harzkugeln von 1, die nach dem in Abbildung 2 gezeig-
ten WGA-Bindungstest angef'rbt wurden. a) Durchf�hrung des Tests
ohne Zusatz von GlcNAc; b) WGA-Inkubation in Gegenwart von
225 mm GlcNAc, alle weiteren Schritte in Gegenwart von 16 mm

GlcNAc; c) WGA-Inkubation: 680 mm GlcNAc, alle weitere Schritte:
167 mm GlcNAc. Die gekennzeichnete Harzkugel wurde als Hit identi-
fiziert. Mittlerer Durchmesser der Harzkugeln: 130 mm.

Abbildung 4. Dosis-Wirkungs-Kurven f�r die Inhibition der Bindung
von Schweinemagenmucin an Peroxidase-markiertes WGA, bestimmt
durch einen enzymgekoppelten Lectinbindungstest (ELLA). Dreiecke:
GlcNAc, weiße Kreise: 3, graue Kreise: 5, schwarze Kreise: 9. (I= Inhi-
bition, IC= Inhibitorkonzentration)
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Kahne et al., die beim Screening einer Bibliothek von
immobilisierten monovalenten Oligosacchariden gegen das
Lectin ausBauhinia purpurea keine Korrelation zwischen den
L0sungsaffinit*ten der monovalenten Liganden und den
entsprechenden Avidit*ten auf der Oberfl*che von Harzku-
geln fanden.[18] Dass 5 und 9 eine vergleichbare Affinit*t
besitzen, verdeutlicht, dass nicht allein die Zahl der GlcNAc-
Reste die Bindungsst*rke bestimmt, sondern auch die Ligan-
denarchitektur von großer Bedeutung ist, was sich mit
Beobachtungen an anderen Systemen deckt.[20]

Wir haben die erste Split-Mix-Bibliothek aus konformativ
eingeschr*nkten, r*umlich diversen Glycoclustern und ihr
Screening durch einen neuen Festphasen-Lectinbindungstest
vorgestellt. Der Test f�hrt nicht zu falsch-positiven Ergebnis-
sen aufgrund einer Interaktion mit Streptavidin. Die Bin-
dungsverst*rkung der identifizierten polyvalenten Liganden
3, 5 und 9 gegen�ber monovalentem GlcNAc ist die h0chste
bisher f�r GlcNAc-Cluster dieser Gr0ße gegen�ber WGA
gefundene.[19,21] Da die Bibliothek nichtglycosylierter Cyclo-
peptide 2 keine WGA-Liganden enth*lt, gehen wir davon aus,
dass die r*umliche Pr*sentation der GlcNAc-Reste auf den
Cyclopeptid-Templaten f�r die hohe Affinit*t zu WGA
verantwortlich ist. Das von uns beschriebene Verfahren des
r*umlichen Screenings[22] von polyvalenten Lectinliganden
l*sst sich leicht auf andere Lectine �bertragen, da die
Kohlenhydrate bei der Synthese der Neoglycopeptid-Biblio-
thek im letzten Schritt angekuppelt werden und somit leicht
ersetzt werden k0nnen.
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Tabelle 1: Aus den in Abbildung 4 gezeigten Dosis-Wirkungs-Kurven
bestimmte IC50-Werte f�r die Inhibition der Bindung von Schweinema-
genmucin an Peroxidase-markiertes WGA durch 3, 5 und 9.

Verbindung IC50 [mm] b

GlcNAc 83 1
3 0.381 218
5 0.134 619
9 0.146 568
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