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Kohlenhydrate spielen eine wesentliche Rolle in einem
breiten Spektrum physiologischer oder pathologischer Pro-
zesse, von denen viele auf molekularer Erkennung beruhen.[1]

Oligosaccharide, die auf der Oberfl$che etwa einer Tumor-
zelle oder eines Pathogens pr$sentiert werden, sind potenzi-
elle Zielstrukturen f'r direkte Therapie oder Impfung.[2] Die
Synthese Kohlenhydrat-basierter Wirk- oder Impfstoffe er-
fordert trotz aller methodischen Fortschritte im Bereich der
Oligosaccharidsynthese[3,4] anspruchsvolle mehrstufige Re-
aktionssequenzen. Dar'ber hinaus haben Oligosaccharide
meist ung'nstige ADME-Parameter (ADME=Absorption,
Distribution, Metabolismus, Exkretion).[5]

Peptide, die in der Lage sind, Oligosaccharide in ihrer
Funktion und Struktur nachzuahmen, k8nnten auf einfache
und elegante Weise eingesetzt werden, um in die Wechsel-
wirkung zwischen komplexen Kohlenhydraten und ihren
Rezeptoren einzugreifen.[6] Dabei sind Cyclopeptide wegen
ihrer h8heren metabolischen Stabilit$t privilegiert.

Phagendisplay-Techniken eignen sich zum Auffinden
glycomimetischer Peptidepitope, die entweder direkt an
Oligosaccharid-Rezeptoren oder an monoklonale Antik8rper
mit Spezifit$t gegen ein Oligosaccharid-Antigen binden. Wir
w$hlten das Glycan HNK-1[7,8] der humanen nat'rlichen
Killerzelle als Zielstruktur unserer Untersuchungen (Abbil-
dung 1). Sein Konsensus-Epitop wird auf Glycolipiden und
Glycoproteinen gefunden und besteht aus einer 3’-sulfatier-
ten Glucurons$ure, gebunden an N-Acetyllactosamin. HNK-
1 und seine Bindungspartner sind in viele entwicklungsbio-
logische Prozesse des Nervensystems involviert.[9] So wird das
Neuritenwachstum von Motoneuronen in Gegenwart eines

HNK-1 pr$sentierenden Substrates verst$rkt, w$hrend das
Neuritenwachstum von sensorischen Neuronen unbeeinflusst
bleibt.[8] HNK-1 wird entlang der Routen gefunden, denen
Motoraxone folgen, wenn sie nach einer Verletzung peri-
pherer Nerven wachsen.[10] Daher haben HNK-1 und seine
Mimetika das Potenzial, die Motoneuronen-spezifische Re-
innervation zu unterst'tzen. Die Isolierung von HNK-1 aus
nat'rlichen Quellen ist allerdings schwierig, und auch die
chemische Synthese gestaltet sich anspruchsvoll, was die
Identifizierung und strukturelle Optimierung von Glycomi-
metika, z.B. in Form von Peptiden, zu einer interessanten
Alternative f'r m8gliche klinische Anwendungen macht.

Ein Satz aus 26 cyclischen Hexapeptiden (Abbildung 2
und Hintergrundinformationen) wurde synthetisiert auf der
Basis der linearen Peptidsequenzen TFKLSETTLEYY und
TFQLSTRTLPFS, gefunden im randomisierten Phagendis-
play gegen den monoklonalen Antik8rper 412.[11] Die beiden
Ausgangssequenzen wurden in sechs 'berlappende Hexa-
peptide unterteilt. Jede dieser Sequenzen wurde als Basis f'r
die Synthese von Cyclohexapeptid-Subbibliotheken verwen-
det, wobei gleichzeitig ein d-Aminos$ure-Scan durchgef'hrt
wurde. In jedem Cyclopeptid wurde dazu jeweils eine l-

Aminos$ure durch ihr d-Enantiomer ersetzt und ein Diaste-
reomer erzeugt.[12] W$hrend sich die Konformationen eines
cyclischen Hexapeptids normalerweise rasch ineinander um-
wandeln, bewirkt das Vorhandensein eines Bausteins mit

Abbildung 1. Das Trisaccharid-Konsensus-Epitop von HNK-1.

Abbildung 2. Cyclopeptid-Scan und d-Aminos)ure-Scan f+hren zu
Serien linearer und cyclischer Hexapeptide, die von den Peptidsequen-
zen TFKLSETTLEYY und TFQLSTRTLPFS abgeleitet sind. Cyclohexa-
peptide werden als paarweise pseudo-symmetrisch hinsichtlich der
Geometrie der beiden komplement)ren b-Schleifen betrachtet. Daher
wurden in vielen F)llen nur drei der sechs m:glichen Peptide unter-
sucht.
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Sekund$rstruktur-induzierenden Eigenschaften (z.B. Prolin,
d-Aminos$uren) die Stabilisierung einer bevorzugten globa-
len Konformation. d-Aminos$uren werden bevorzugt in Po-
sition i+ 1 einer bII’-Schleife gefunden. Daher pr$sentiert das
Peptid die funktionellen Gruppen m8glicher Elemente der
molekularen Erkennung in einer vorhersagbaren dreidimen-
sionalen Anordnung, die durch die relative Position der d-
Aminos$ure weitgehend festgelegt wird (spatial Scree-
ning[13]). Ein Cyclopeptid hat geringere konformative Flexi-
bilit$t und daher weniger Freiheitsgrade als die lineare Vor-
stufe. Wenn dem Cyclopeptid noch die Bindung an einen
Rezeptor m8glich ist, profitiert das Bindungsereignis dem-
entsprechend von einem geringeren Entropieverlust als bei
der Bindung eines linearen Peptids.

Mit Oberfl$chenplasmonenresonanz wurde die Bindung
der Peptide an den immobilisierten Antik8rper 412 charak-
terisiert. Bemerkenswerte Effekte wurden f'r die TFKL-
SETTLEYY-Serie registriert (Abbildung 3). In dem mittle-

ren Epitop LSETTL wurde eine deutliche sequenz- und
konformationsabh$ngige Affinit$t beobachtet (Abbil-
dung 3a). Das d-Leu enthaltende Cyclopeptid c-(LSETTl)
wurde vom Antik8rper mit KD= 67 mm gebunden, was einer
zw8lffachen Steigerung gegen'ber dem KD-Wert f'r das li-
neare Dodecapeptid sowie einer vierfachen Steigerung ge-
gen'ber demjenigen f'r das lineare LSETTL entspricht.

Ein Alanin-Scan zeigte die Bedeutung der Teilsequenz
ETTl. Das Peptid c-(lSETTL), in dem die d-Aminos$ure
relativ zu c-(LSETTl) um eine Position verschoben ist, stellt
den Mismatch-Fall mit offenbar unpassender Ausrichtung der
Seitenketten und entropisch ung'nstiger Wechselwirkung
dar. Interessanterweise zeigten die beiden Cyclohexapeptide
c-(LSETtL) und c-(LsETTL), die als pseudo-symmetrisch
hinsichtlich der Geometrie der beiden komplement$ren b-
Schleifen gelten k8nnen, $hnliche Affinit$ten zum Antik8r-
per (Abbildung 3a). In der TFQLSTRTLPFS-Serie wurde
mit c-(RTLPFS) (KD= 73 mm) ein weiteres affines Peptid
gefunden (Abbildung 3b). Dieses Peptid ben8tigt keine d-
Aminos$ure zur Stabilisierung der Schleifenstrukturen, da
Prolin ebenfalls in der Lage ist, diese zu induzieren. Die cy-
clischen Derivate des C-terminalen Hexapeptids RTLPFS
wiesen alle betr$chtlich h8here Affinit$t zum Antik8rper auf
als ihre linearen Hexapeptide (64fach) und linearen Dode-
capeptide (6fach).

Ausgew$hlte Peptide wurden auf ihre F$higkeit unter-
sucht, Neuritenwachstum bei murinen und humanen Moto-
neuronen zu stimulieren (Abbildung 4a). Dazu wurden Mo-
toneuron-Pr$parationen aus Embryonen auf Deckgl$sern
kultiviert, die nur mit Poly-l-ornithin (PLO) als Negativ-
kontrolle oder mit PLO und den HNK-1-Mimetika be-
schichtet waren. Laminin stimuliert bekanntlich das Wachs-
tum von Neuriten[14,15] und wurde daher als Positivkontrolle
verwendet. Das Neuritenwachstum sowohl der murinen als
auch der humanen Motoneuronen (Abbildung 4a) wurde
durch die glycomimetischen Cyclopeptide c-(LSETTl) und c-
(RTLPFS) stimuliert. Beide Cyclohexapeptide hatten auch
einen deutlich positiven Effekt auf die Hberlebensrate von
Motoneuronen (Steigerung um ca. 30% nach acht Tagen in
vitro im Vergleich zu PLO, Abbildung 4b). Beide Effekte, die
Stimulierung des Neuritenwachstums und die Erh8hung der
Hberlebensrate, waren nicht nur st$rker als bei den linearen
Dodecapeptiden, sondern hingen auch signifikant von der
Konformation ab. Das Peptid c-(lSETTL), dessen Schleifen-
geometrie sich wegen der ver$nderten Position der d-Ami-
nos$ure grunds$tzlich von derjenigen von c-(LSETTl) un-
terscheiden sollte, zeigte keinerlei signifikante funktionelle
Aktivit$t. Bei Vorinkubation des Antik8rpers 412 mit dem
HNK-1 pr$sentierenden murinen Glycoprotein L1 ging die
Bindung von c-(LSETTl) und c-(RTLPFS) deutlich zur'ck.
Dies l$sst darauf schließen, dass die beiden Peptide funktio-
nelle Mimetika des Oligosaccharids HNK-1 sind.

Die L8sungskonformationen von c-(LSETTl) und c-
(RTLPFS) wurden mittels NMR-Spektroskopie in Kombi-
nation mit Molek'ldynamiksimulationen untersucht. Das
Peptid c-(LSETTl) populiert einen einzelnen Konformeren-
cluster, der durch eine bII’-Schleife mit d-Leu in Position i+ 1
und eine komplement$re bI-artige Schleife um -Ser-Glu-Thr-
Thr- charakterisiert ist (Abbildung 5). Das Vorliegen einer

Abbildung 3. KD-Werte der von der jeweiligen Basissequenz abgeleite-
ten Peptide f+r die Bindung an den Antik:rper 412, bestimmt durch
Oberfl)chenplasmonenresonanz. Weiße S)ulen: Basissequenz; schraf-
fierte S)ulen: randomisierte Sequenz; graue S)ulen: lineare Hexapepti-
de; schwarze S)ulen: Cyclohexapeptide. Die KD-Werte sind in ausge-
w)hlten F)llen explizit angegeben. F+r S)ulen, die den maximal ange-
zeigten Wert erreichen (10000 mm), wurde keine Bindung beobachtet.
Fehlerbalken sind wegen der logarithmischen Skala nicht sichtbar.
a) TFKLSETTLEYY; b) TFQLSTRTLPFS.
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bII’-Schleife wird gest'tzt durch starke Kern-Overhauser-
Effekte (NOEs) zwischen Ha(d-Leu) und HN(Leu) sowie
zwischen HN(Leu) und HN(Ser), w$hrend starke NOEs zwi-
schen HN(Glu) und HN(Thr4) sowie zwischen HN(Thr4) und
HN(Thr5) die Klassifizierung der komplement$ren Schleife als
bI-artig best$tigen.

Das Peptid c-(RTLPFS) liegt als 2:1-Konformerenmi-
schung mit trans- bzw. cis-Konfiguration der Leu-Pro-Pep-
tidbindung vor. Das Hauptkonformer enth$lt ausschließlich
trans-Peptidbindungen und nimmt eine g-Schleife mit Arg in
Position i+ 1 ein, die durch eine Wasserstoffbr'cke zwischen
HN(Thr) und CO(Ser) stabilisiert wird. Diese g-Schleife

wurde w$hrend der Trajektorie von einer b-Schleife mit Arg
in i+ 1-Position 'berlagert. Gest'tzt wird dies durch ein
starkes NOE-Kreuzsignal zwischen HN(Thr) und HN(Leu).
Prolin nimmt Position i+ 1 einer g-Schleife ein, die ebenfalls
von einer b-Schleifen-artigen Konformation 'berlagert wird,
jedoch nicht als eine der idealen Schleifenstrukturen klassi-
fiziert werden kann (Abbildung 5). Das Nebenkonformer
enth$lt eine cis-Peptidbindung um Leu-Pro und ist wesentlich
flexibler als das all-trans-konfigurierte Pendant.

Beide Peptide enthalten, wie f'r Kohlenhydratmimetika
zu erwarten, Aminos$uren mit Hydroxygruppen in den Sei-
tenketten (Ser, Thr). Zus$tzlich k8nnen die R'ckgrat-
Amidbindungen der Peptide als intermolekulare Wasser-
stoffbr'ckendonoren und -acceptoren fungieren. Unpolare
Aminos$uren sind in beiden Peptiden enthalten und k8nnen
hydrophobe Wechselwirkungen mit den Rezeptoren einge-
hen. c-(LSETTl) ben8tigt f'r Affinit$t zum Antik8rper 412
den Glutamatrest (E), der m8glicherweise einen negativ ge-
ladenen Substituenten des HNK-1-Epitops nachahmt. Inter-
essanterweise enth$lt c-(RTLPFS) keine saure Seitenkette,
sondern einen basischen Argininrest.

Substanzen, die in der Lage sind, die Regenerierung von
Neuriten nach Verletzungen zu unterst'tzen, k8nnten ein
vielversprechender Ansatz zur Therapie querschnittsge-
l$hmter Patienten sein. Die erfolgreiche Transformation der
linearen Peptidsequenzen TFKLSETTLEYY und
TFQLSTRTLPFS als Mimetika des HNK-1-Trisaccharids in
glycomimetische Cyclohexapeptide nach der Methode des
spatial Screening zeigt klar, dass es m8glich ist, die biologi-
sche Aktivit$t solcher Glycomimetika durch R'ckgrat-Cyc-
lisierung zu erh8hen.
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Abbildung 4. Neuritenwachstum (Abbildung 4a; Mittelwerte�Stan-
dardabweichungen) und Mberlebensraten (Abbildung 4b, Mittelwer-
te�Standardabweichungen) muriner (schwarze S)ulen) und humaner
(weiße S)ulen) Motoneuronen auf Poly-l-ornithin (PLO) in Gegenwart
glycomimetischer Peptide, Laminin oder nach Zugabe von Serum. Das
Neuritenwachstum und die Mberlebensrate sind relativ zur Negativ-
kontrolle PLO (=100%) angegeben. Die Experimente wurden dreifach
f+r die Neuritogenese und zweifach f+r die neuronale Mberlebensrate
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Abbildung 5. Links: L:sungskonformation von c-(LSETTl) in
[D6]DMSO. Rechts: L:sungskonformation von c-(RTLPFS) in
[D6]DMSO, Hauptkonformer. Blau N, rot O, weiß H, grau C.
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