Kohlenhydrat-Selbstorganisation
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Viele Proteine bilden thermodynamisch reversibel Oligomere
durch nichtkovalente Wechselwirkungen, eine Form der
Selbstorganisation, die essenziell fiir die Proteinfunktion ist.
Beispielsweise liegen DNA-Bindeproteine oft als Dimere,
andere Proteine sogar als Trimere (z.B. Chloramphenicol-
Transacetylase), Tetramere (Hdmoglobin) oder groBere re-
versible Assoziationsprodukte (Tubulin, virale Capsidprotei-
ne, Sichelzellenhdmoglobin) vor. Polysaccharide und ihre
Derivate bilden hingegen zwar schwach verkniipfte, undefi-
nierte Aggregate,l'l eine definierte Selbstorganisation war
allerdings bisher nicht bekannt. Hier wird nun erstmals tiber
den Nachweis der Bildung definierter Oligomere einer
ganzen Polysaccharidklasse — der 6-Desoxy-6-aminocellulo-
sen — mithilfe der analytischen Ultrazentrifugation berichtet.
Wasserlosliche Aminocellulosen wurden durch Reaktion
von Tosylcellulose mit einem Uberschuss an di- oder tri-
funktionellen Aminen erhalten. Im Einzelnen setzt man
Tris(2-aminoethyl)amin, 1,2-Diaminoethan und 4,7,10-
Trioxa-1,13-tridecandiamin unter Bildung von 6-Desoxy-6-(2-
(bis(2-aminoethyl)aminoethyl-amino)(BAEA)-Cellulose (1-
3), 6-Desoxy-6-(2-aminoethyl)amino(AEA)-Cellulose (4)
bzw. 6-Desoxy-6-(13-amino-4,7,10-trioxa-tridecane-amino)-
(ATOTA)-Cellulose (5) ein (Abbildung 1 der Hintergrund-
informationen). Die untersuchten Produkte haben einen
durchschnittlichen Substitutionsgrad (DS) der Amine von
0.60 bis 0.85 (Tabellel der Hintergrundinformationen).
NMR-spektroskopische Untersuchungen belegen, dass die
nucleophile Substitution ausschlieflich an der Methylen-
gruppe der Anhydroglucoseeinheit (AGE) stattfand.”
Durch Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit fiir
die fiinf genannten 6-Desoxy-6-aminocellulosen in 0.1m
Phosphatpuffer (pH 6.8) mithilfe einer analytischen Ultra-
zentrifuge konnten die Verteilungen der Sedimentationsko-
effizienten iiber einen Konzentrationsbereich von 0.125 bis
2.0 mgmL ™" bestimmt werden. Uberraschenderweise wurden
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dabei fiir alle untersuchten Aminocellulosen vier bis fiinf
diskrete Spezies mit schrittweise zunehmenden Sedimentati-
onskoeffizienten gefunden. Fiir BAEA-Cellulose 1 (durch-
schnittlicher Polymerisationsgrad DP =450 der Ausgangs-
cellulose) wurde beispielsweise der kleinste Sedimentations-
koeffizient bei 1.8 Svedberg (S) ermittelt. Weitere Spezies
duBern sich durch Maxima bei ca. 2.8, 4.0, 5.1 und 6.5S
(Abbildung 1), die durch den SEDFIT-Algorithmus von Dam
und Schuck bestimmt wurden !
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Abbildung 1. Charakteristische Verteilung der Sedimentationskoeffizi-
enten der 6-Desoxy-6-aminocellulosen. Verteilung der BAEA-Cellulose 1
mit DSpmi,=0.60 bei verschiedenen Konzentrationen: 2.0 (schwarz),
1.0 (blau), 0.5 (rosa), 0.25 (cyan) und 0.125 mgmL™" (orange).

Analoge Messungen an den BAEA-Cellulosen 2 und 3,
deren Ausgangsmaterial einen DP von 250 aufwies, lieferten
dhnliche Ergebnisse (Abbildung2b,c). Fiir AEA-Cellulose
(4), hergestellt aus einer Cellulose mit einem DP von 450,
wurden Sedimentationskoeffizienten von ca. 1.6, 2.3, 3.1, 4.3
und 5.3 S bestimmt. Aus den Sedimentationsexperimenten
mit ATOTA-Cellulose (5) ergaben sich Sedimentationskoef-
fizienten von ca. 1.7, 2.9, 4.3 und 5.5 S (Abbildung 2e; Ta-
belle 2 der Hintergrundinformationen). Artefakte, die durch
die Analysenprozedur verursacht werden konnten, wurden
durch eine Anpassung mithilfe der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate (g(s) gegen den Sedimentationskoeffizient s)
der Verteilungsdaten ausgeschlossen (Abbildung3a der
Hintergrundinformationen).”) Diese Anpassung mehrerer
GauB-Profile an die experimentellen Daten zeigt separate
Peaks (Abbildung3b der Hintergrundinformationen), die
denen in den Darstellungen der Verteilung der Sedimentati-
onskoeffizienten, c(s), gegen s dhnlich sind.

Um zu belegen, dass es sich bei den Spezies hoherer
Ordnung um diskrete Oligomere handelt, kann eine einfache
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resultiert moglicherweise aus den Ndherungen zur
hydrodynamischen Nichtidealitdt und der Annah-
me, dass die erste Spezies dem Monomer entspricht.

Zur Abschitzung der molaren Masse M, wurde
die Abhingigkeit von c(s) wie auch von ¢(M) durch
Rechnungen mit SEDFIT analysiert. Die zweite
Variante beruht auf der Untersuchung des mittleren
Reibungsanteils aller Spezies in der Losung. Da
dieser Ansatz wegen der Oligomerenbildung und
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der damit verbundenen Inhomogenitidt der Probe
mit Schwierigkeiten behaftet ist, wurden fiir die
Auswertung die letzten Scans der Messungen her-
angezogen. Unter der Annahme, dass die schweren
Spezies bereits sedimentiert sind, wurde die molare
Masse M, des Monomers berechnet. Abhéngig von
der Probe und der Zahl der fiir die Rechnung ver-
wendeten Messungen ergaben sich Werte zwischen
12000 und 18000 gmol~'. Dariiber hinaus wurde fiir
BAEA-Cellulose 2 durch Sedimentationsgleichge-
wichtsmessungen eine molare Masse des Monomers
A von M;~13000 gmol™" erhalten (siche Hinter-

6  grundinformationen).

Nach dem Prinzip von Le Chatelier sollte bei
einer reversiblen Assoziation der Anteil der Mo-
nomerspezies relativ zu den Oligomerenspezies mit
zunehmender Konzentration abnehmen. Dieses
Verhalten wird auch bei der reversiblen Assoziation
von Proteinen beobachtet. Himoglobin liegt unter-
halb einer Konzentration von ca. 0.1 mgmL™" als
diskretes Monomer, unter physiologischen Bedin-
gungen jedoch als Tetramer vor.”! Dagegen wird bei
irreversiblen Assoziationen keine Verdnderung des
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Abbildung 2. Reprisentative Verteilung der Sedimentationskoeffizienten, ¢(s), von
a) BAEA-Cellulose 1 (DSpmn=0.60), b) 2 (DSpmin=0.77) und c) 3 (DSamn=0.72),
d) AEA-Cellulose (4; DSpmi,=0.83) und e) ATOTA-Cellulose (5; DSamin=0.85) bei
verschiedenen Konzentrationen: 2.0 (schwarz), 1.5 (rot), 1.0 (blau), 0.75 (griin),
0.5 (rosa), 0.25 (cyan) und 0.125 mgmL™" (orange). f) Gewichtsmittlerer Sedimen-
tationskoeffizient s,,,, (umgerechnet auf Standardbedingungen: Wasser, 20°C) in
Abhingigkeit von der Konzentration von BAEA-Cellulose 1. Die Analyse dieser Ver-
teilung mithilfe der Monomer-Dimer-Funktion ergab eine gensherte Dissoziations-
konstante von K42 mm, die fiir eine sehr schwache Selbstorganisation typisch
ist. Die statistische Verteilung von 500 Einzelwerten fiir den Parameter K, (in
mLg") ist klein, aber ungleich null (siehe Einschub in (f); f=Frequenz).

logarithmische Beziehung zwischen dem Sedimentationsko-
effizienten s und dem Molekulargewicht M genutzt werden.
Es gilt: s & M” und si/s, ~ (M;/M,)", wobei 1 das Monomer und
i die i-te Spezies definiert. Der konformationsabhéngige Ex-
ponentialkoeffizient b betrigt fiir Stabchen ca. 0.2, fiir Knéuel
ca. 0.5 und fiir Kugeln ca. 0.7."1 Unter der Annahme, dass es
sich bei der ersten detektierten Spezies um das Monomer
handelt, kann fiir alle fiinf 6-Desoxy-6-aminocellulosen ein
Exponentialkoeffizient b von ca. 0.7 ermittelt werden. Typi-
scherweise liegt der Exponentialkoeffizient fiir Polysaccha-
ride im Bereich von 0.2 bis 0.5. Der gefundene Wert hingegen
stimmt eher mit dem globuldrer Proteine iiberein (Abbil-
dung 4 der Hintergrundinformationen). Diese Abweichung
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Aggregationszahl in Abhéngigkeit von der Kon-
zentration beobachtet. Fiir alle untersuchten 6-
Desoxy-6-aminocellulosen konnte eine partiell re-
versible Assoziation nachgewiesen werden. Das
Verhiltnis von Monomer zu Oligomer verédndert
sich in Abhingigkeit von der Konzentration (Ab-
bildung 2; Abbildung 2 und Tabelle 3 der Hinter-
grundinformationen).

Bei der BAEA-Cellulose 1 dndert sich mit ab-
nehmender Probenkonzentration die relative Flidche
des kleinsten Peaks (1.8S) von ca. 20%
(2.0 mgmL™) auf 30% (0.25 mgmL™'; vgl. Abbil-
dung 1). Im Unterschied dazu steigt die relative
Fliache des zweiten Peaks (ca. 2.8S) von 28%
(2.0mgmL™) auf 34% (0.25mgmL™") mit abnehmender
Konzentration. Die des dritten bleibt mit ca. 18 % unverin-
dert, wenn die Konzentration von 2.0mgmL~' auf
0.25 mgmL! sinkt. Wihrend bei hohen Konzentrationen bis
zu sieben Spezies gefunden werden, konnten fiir die nied-
rigste Konzentration (0.125 mgmL™") lediglich vier Peaks mit
den folgenden relativen Fldchen detektiert werden: 59 % fiir
den ersten (2.1 S), 26 % fiir den zweiten (4.0 S), 9.5 % fiir den
dritten (6.3 S) und 4.1% fiir den vierten Peak (7.8 S).

Die Veridnderung der relativen Peakfldchen in Abhdn-
gigkeit von den Konzentration belegt, dass eine Dissoziation
der Oligomeren in Probe 1 unterhalb einer Konzentration
von 0.25 mgmL " auftritt. Eine vergleichbare Flichenzunah-
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me des Monomerpeaks konnte auch bei allen anderen 6-
Desoxy-6-aminocellulosen mit abnehmender Probenkonzen-
tration beobachtet werden. Die relative Fliche des Monom-
erpeaks betrigt fiir die BAEA-Cellulose 2 bei einer Kon-
zentration von 2.0 mgmL™"' 36%. Mit abnehmender Kon-
zentration nimmt sie auf 70 % zu (1.0-0.25 mgmL™") und ist
fiir 0.125mgmL™~" mit 77% am groBten. Fiir die BAEA-
Cellulose 3 wurde eine geringere Zunahme des ersten Peaks
von 51% (2.0 mgmL™") auf 60% (0.25 mgmL™") detektiert.
Die relative Fliche des ersten Peaks steigt fiir AEA-Cellulose
(4) ebenfalls mit abnehmender Konzentration: Sie betrégt bei
2.0 mgmL™ 29 % und bei 0.125 mgmL™" 65%. Bei ATOTA-
Cellulose (5) wurde fiir den ersten Peak bei 1.7 S eine relative
Peakfliche von 67 % ermittelt. Diese nimmt ebenfalls mit
abnehmender Konzentration zu und erreicht bei
0.50 mgmL~"' 76%. Fiir die 6-Desoxy-6-aminocellulosen 2
und 4 wurde ein Pentamer nur bei einer Konzentration von
2.0 mgmL~' gefunden. Bei zwei der 6-Desoxy-6-aminocellu-
losen wurde der Einfluss des pH-Werts und der Temperatur
auf das Assoziationsverhalten untersucht. Eine Temperatur-
erhéhung von 10 auf 30°C fiihrt bei ATOTA-Cellulose (5) zu
einer signifikanten Abnahme des Monomeranteils von 70 auf
50%. Dieser Befund lédsst auf hydrophobe Wechselwirkungen
schlieBen. Im Unterschied dazu konnte fiir die BAEA-Cel-
lulose 2 keine wesentliche Anderung beobachtet werden.
Beide Proben zeigen im pH-Bereich zwischen 4 und 6 den
grofiten Oligomerenanteil.

Diese Befunde zeigen ein neues und unerwartetes Phi-
nomen der definierten Selbstorganisation von Polysaccha-
ridderivaten. Die partiell reversible Wechselwirkung von 6-
Desoxy-6-aminocellulosen kann auf Interaktionen mit ande-
ren biologischen Makromolekiilen iibertragen werden.
Dementsprechend binden Aminocellulosen bevorzugt an
Glycoproteine und Proteoglycane. Die Aminocellulosen
konnen wie Laminin, Poly-L-lysin und Polyornithin als Re-
zeptorstrukturen und potenziell als extrazelluldre Matrix
fungieren. Sie ermoglichen damit das Strukturdesign von
Grenzflachenmaterialien mit biologischen Erkennungsfunk-
tionen auf molekularer und zelluldarer Ebene, wobei iiber die
NH,-Gruppen biologische Makromolekiile wie Proteine!®
und Aptamere!” kovalent immobilisiert werden kénnen. Die
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hier beschriebenen Ergebnisse werden die bisherigen An-
sichten iiber die supramolekularen Wechselwirkungen von
Polysacchariden grundlegend verdndern.

Experimentelles

Die Synthese der Tosylcellulose erfolgte entsprechend der Vorschrift
von Rahn et al.®! Die Aminocellulosen wurden typischerweise aus-
gehend von 4.2 g Tosylcellulose (DS =1.02; 13.2 mmol derivatisierte
AGE) in 40 mL DMSO unter Zugabe von 22 mL (406.7 mmol) 1,2-
Diaminoethan hergestellt. Diese Mischung wurde 6 h auf 100°C er-
hitzt und das Produkt in 600 mL Aceton gefillt. AnschlieBend wurde
mit Isopropylalkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Erhal-
ten wurde ein weiBes Pulver (Probe 4). Ausbeute: 2.6 g (92%), N:
10.3%, S: 2.8% (DSamin: 0.83; DSy 0.20).

Die Sedimentationsgeschwindigkeits-Experimente wurden mit
einer analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-I (Beckman Instru-
ments) mit optischem Rayleigh-Interferenzsystem durchgefiihrt. Die
Daten konnten mithilfe der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
(c(s)) des SEDFIT-Programms von Dam und Schuck analysiert
werden.”! Die Sedimentationskoeffizienten extrapoliert man gegen
die Nullkonzentration, um Effekte auszuschlieBen, die aus Abwei-
chungen vom idealen Verhalten resultieren.
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