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Glycosylphosphatidylinosit-Anker

Glycosylphosphatidylinosite (GPIs) gehoren zu einer Klasse kom-
plexer Glycolipide, die als C-terminale posttranslationale Modifikati-
on kovalent an Proteine gebunden werden. Sie verankern Proteine in
der Zellmembran und sind essenziell fiir die natiirliche Funktionsfi-
higkeit der meisten eukaryotischen Zellen. G Pl-verankerte Proteine
konnen sich strukturell und funktional stark voneinander unterschei-
den. Viele GPIs wurden strukturell charakterisiert, aber abgesehen von
ihrer einfachen physikalischen Ankerfunktion ist wenig iiber ihre
biologische Rolle bekannt. Die funktionelle Aufklirung der GPI-
Anker auf molekularer Ebene ist noch wenig fortgeschritten. Dieser
Aufsatz konzentriert sich auf die biologischen Funktionen von GPISs,
die durch die Verwendung synthetischer Molekiile aufgeklirt werden
konnten. Zudem enthiilt er eine Zusammenfassung iiber die struktu-
relle Diversitiit dieser Glycolipide und befasst sich ebenfalls mit deren
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1. Entdeckung der GPlIs

Membranverankerte Proteine sind essenziell fiir die ein-
wandfreie Funktionsfihigkeit einer Zelle.'! Urspriinglich
wurde vermutet, dass membrangebundene Proteine nur mit-
hilfe einer hydrophoben Peptidsequenz, die in die Lipiddop-
pelschicht eingebettet ist, in der Zellmembran verankert
werden konnen (A in Schema 1). Spiater konnte gezeigt
werden, dass Proteine, die eine freie Amin- oder Thiolgruppe

extrazellular A c
Plasmamembran QQI‘\’G QQQ‘\\";QQQQQG‘\\!Q\'Q‘\}

Zytosol (\&’

Schema 1. Klassifizierung von integralen Membranproteinen. A) Trans-
membranprotein, B) prenyliertes oder acyliertes Protein, C) GPl-veran-
kertes Protein.

aufweisen, mit langkettigen Fettsduren acyliert werden
konnen und dass diese lipophile Einheit zur Verankerung von
Proteinen in der Zellmembran verwendet wird (B in
Schema 1). In den spdten 1970er Jahren konnte eine neue
Phospholipase (Phosphatidylinosit-Phospholipase C oder PI-
PLC) aus verschiedenen Bakterien isoliert werden.?! Dieses
Enzym hat die Eigenschaft, Proteine wie die alkalische
Phosphatase (AP), 5'-Nuklease und Acetylcholinesterase
(AChE) aus unterschiedlichen Gewebeproben in eine 16sli-
che Form zu iiberfiihren.’! Auf der Basis dieser Experimente
wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass verschiedene Pro-
teine iiber eine kovalente Verbindung mit einem Anker, der
ein PI enthilt, an die Zellmembran gebunden sind (C in
Schema 1).¥! Weitere Strukturanalysen ergaben, dass der
Anker zusétzlich zur Inositeinheit einen Oligosaccharidanteil
enthilt,”! was zur Etablierung einer generellen Struktur fiir
die Klasse dieser Glycolipide fiihrte. Zusétzlich zu GPlIs, die
als Membrananker fiir Proteine fungieren, konnten auf der
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Oberfldche von verschiedenen Protozoen auch freie GPIs in
grofler Zahl gefunden werden, die nicht mit Proteinen ver-
kniipft sind.!

2. Vorkommen und Struktur der GPlIs

Hunderte GPI-verankerte Proteine sind in zahlreichen
Organismen einschlieflich Protozoen, Pilzen, Hefen, Pflan-
zen, Weichtieren, Insekten und Wirbeltieren identifiziert
worden, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass diese
Art der Proteinmodifizierung in Eukaryoten weit verbreitet
ist.”l GPI-verankerte Proteine konnten ebenfalls indirekt in
Archaeen® detektiert werden, aber bis jetzt noch nicht in
Bakterien.”? GPI-verankerte Proteine erfiillen verschiedenste
Funktionen und spielen eine grundlegende Rolle bei der Si-
gnaltransduktion, Immunantwort, Metastasenbildung und
der Pathophysiologie von Parasiten.['”) In vereinzelten Fillen
ist die GPI-Verankerung auch notwendig fiir die korrekte
Funktion von Proteinen.""

Mit einer Ausnahme!'? haben alle bis heute identifizierten
GPIs eine gemeinsame Kernstruktur: H,N(CH,),OPO;H-
6Manal—2Manal —6Manal—4GlcNal—6myo-Inol-
OPO;H-Lipid (Schema 2).'* Das Vorhandensein einer freien
Aminogruppe an der Glucosamineinheit von GPIs ist unge-
wohnlich, da Glucosamine in den meisten natiirlichen Koh-
lenhydratkonjugaten N-acetyliert oder -sulfatiert vorlie-
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Schema 2. Konservierte Kernstruktur der GPIs und mégliche Modifizie-
rungen.

gen.'" Die iiblichen Modifizierungen der Kernstruktur um-
fassen eine weitere Mannose an der C2-Position der ManlII,
verschiedene Kohlenhydrate oder Oligosaccharide an der
Position C3 oder C4 der Manl und zusétzliche Phosphory-
lierungen (Tabelle 1). Alle bekannten Variationen des GPI-
Phospholipids, das aus (/yso)-Diacylglycerolen, (lyso)-Alkyl-
acylglycerolen oder Ceramiden aufgebaut ist, bestehen aus
Kohlenwasserstoffketten unterschiedlicher Lange und vari-
ieren im Grad ihrer Sittigung. AuBlerdem kann die C2-Posi-
tion des myo-Inosits als Fettsdureester vorliegen, was dazu
fithrt, dass der GPI-Anker unempfindlich gegeniiber der en-
zymatischen Hydrolyse durch PI-PLC wird.!” Es ist offen-
sichtlich, dass zwischen GPIs verschiedener Organismen
(Tabelle 1, Nr.17-20) oder Gewebearten einer einzigen
Spezies (Tabelle 1, Nr.21-24) signifikante Strukturunter-
schiede bestehen; allerdings ist die funktionelle Signifikanz
dieser Variationen zum Grofteil unbekannt.

Die Struktur von GPIs kann nur bedingt durch NMR-
Spektroskopie und/oder Rontgenkristallographie analysiert
werden, da der amphiphile und heterogene Charakter dieser
Glycolipide ein grof3es Problem bei ihrer Reinigung darstellt.
Deshalb wurden viele Strukturen auf Grundlage indirekter
Belege aus Massenspektrometrie oder Enzym- und Lecti-
nassays vorgeschlagen. Dabei muss beriicksichtigt werden,
dass die begrenzten Abweichungen in den bis heute unter-
suchten GPI-Strukturen dem Stand der Technik, der wahrend
der Isolierung, Analyse und Strukturaufklirung der GPIs
verwendet wurde, geschuldet sein konnen. Beispielsweise
konnte in einem erst kiirzlich erschienen Bericht gezeigt
werden, dass der GPI der alkalischen Phosphatase der hu-
manen Plazenta tiber einen Phosphodiester mit einem -
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GIcNAc verkniipft ist (Tabelle 1, Nr. 25).1'% Diese Modifika-
tion hatte zuvor nicht nachgewiesen werden kénnen.['”]

3. GPI-Biosynthese

Von Pilzen" bis hin zu Tieren! ist die Biosynthese von
GPIs entscheidend fiir ihre Homoostase. Ein Defekt in der
GPI-Biosynthese in menschlichen Erythrozyten kann zu
paroxysmaler nichtlicher Himoglobinurie fithren. Diese er-
worbene Krankheit verursacht eine Andmie, die durch die
beeintrédchtigte Expression des GPI-verankerten Proteins
CD59 ausgelost wird.!"” Vererbte Mutationen in den Genen
der GPI-Biosynthese konnen im Menschen zu nicht regu-
lierter Homoostase der Blutkoagulation®! oder geistiger
Retardierung fiithren.?!! Deswegen ist das Verstindnis der
GPI-Biosynthese in Sdugetierzellen von grofler Bedeutung.

Die Biosynthesewege von GPIs in Sdugetierzellen und
protozoischen Parasiten wurden bereits detailliert untersucht,
und die Gene, die fiir die Enzyme fiir die meisten biochemi-
schen Transformationen wihrend der GPI-Synthese kodie-
ren, sind charakterisiert worden.! Wir diskutieren zuerst die
GPI-Biosynthese in Sdugetieren und heben anschlieBend die
Abweichungen in der Biochemie der Parasiten Trypanosoma
brucei, Plasmodium falciparum und Toxoplasma gondii
hervor. Da die GPI-Biosynthese unerlésslich fiir das Wachs-
tum von vielen Parasiten wihrend der Invasion des Sauge-
tierwirts ist,1*! bieten Unterschiede im GPI-Biosyntheseweg
oder den Enzymstrukturen zwischen Parasiten und Séuge-
tieren mogliche Ziele fiir antiparasitire Wirkstoffe.”) Die
Entwicklung antimikrobieller Wirkstoffe, die gezielt gegen
Enzyme der GPI-Biosynthese von T. brucei gerichtet sind,
wird in Abschnitt 5.4 diskutiert.

In Séugetierzellen werden GPIs im endoplasmatischen
Retikulum (ER) durch sequenzielle Ankniipfung von Mo-
nosacchariden, Fettsdureketten und Phosphoethanolaminen
(PEtN) an Phosphatidylinosit (PI) synthetisiert.*** Die Bio-
synthese beginnt auf der zytoplasmatischen Seite des ER
durch den Transfer eines GlcNAc auf Diacyl-PI (Sche-
ma 3A). Das resultierende GlcNAc-PI wird N-desacyliert
und anschliefend auf die luminale Seite des ER {iberfiihrt.

Die C2-Position des Inosits wird nachfolgend durch das
Enzym PIG-W mit Palmitinsidure verestert. Dieser Schritt ist
entscheidend, da die Menge an GPI-verankerten Proteinen in
Zellen, die PIG-W fehlerhaft oder nicht exprimieren, dras-
tisch abnimmt.”*! Es wird vermutet, dass der Lipidanteil des
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Tabelle 1: Struktur von ausgewshlten GPIs verschiedener Organismen und Gewebearten.!

Nr. Herkunft R' R? R? R* R® R R R Lipid

1 VSG 117 von T. brucei*? H H H Gal,,0 H H H H DAG

2 VSG 121 von T. brucei™ H Galp H Gal,,a H H H H DAG

3 VSG 221 von T. brucei® +Gala +Galf H Gal,,0 H H H H DAG

4 VSG von T. congolense!™ H H Gal-GlcNACB H H H H H DAG

5 1G7 von T. cruzi® Mana H H H H H H H AAG

6  NETNES von T. cruzi®” Mano H H H H H AEP H AAG

7 Epimastigote von T. cruzi®® Mana. H H H H H AEP H AAG

8 A fumigatus® Man,,a H H H H H H H Ceramid
9 PSP von L. major®” H H H H H H H H AAG

10 P falciparum®" +Mana H H H H H H Agl DAG

11 T. gondii® H H +Glc-GalNAC H H H H H DAG

12 S. cerevisiae® Man, ;0. H H H H H H H Ceramid
13 AGP von P. communis®* H v H +Galp H H H H H Ceramid
14 Thy-1 aus Rattenhirn® +Mana H GalNAcB H H PEtEN H H n.d.

15 PrP* aus Hamsterhirn?®l +Mana  H + Sia-+Gal-GalNAcB H H PEt(N H H n.d.

16 NCAM aus Mausmuskelnf” +Mana  H +GalNACB H H PEtN H H n.d.

17 MDP aus humanen Nieren® +Mana  H +Gal + GalNAcB H n.d. PEtN H H n.d.

18  MDP aus Schweinenieren®®® H H +Gal/Sia-+ GalNAcf H + PEtN PEt(N H H DAG

19 AChE von Torpedo california®™ Gleca H +GalNAcB H +PEtN PEEIN H H DAG

20  AChE aus humanen Erythrozyten® H H H H +PEtN PEtN H Palmitoyl  AAG

21 humanes CD52! +Mana H H H H PEtN H  +Palmitoyl DAG

22 CD52 aus humanem Spermal* H H H H H PEtN H Palmitoyl ~ AG

23 CD59 aus humanen Erythrozyten”® H H +GalNAcB H PEtN PEtN H Palmitoyl ~ AAG

24 CD59 aus humanem Urint*! +Mana H + GalNAcB H H PEt(N H  nd. n.d.

25 AP aus humaner Plazenta H H H H GlcNAcB-P PEtN H H AAG

[a] Die Position der Reste R'-R® und des Lipids kénnen aus Schema 2 entnommen werden. AAG = 1-Alkyl-2-acylglycerol, AEP = Aminoethylphos-
phonat, AG =1-Alkyl-2-lysoglycerol, DAG = Diacylglycerol, Gal = Galactose, GaINAc = N-Acetylgalactosamin, Glc=Glucose, GlcNAc= N-Acetylglu-
cosamin; Man = Mannose, n.d. = nicht bestimmt, PEtN = Phosphoethanolamin, Sia=Sialinsaure.

GIcN-PI von einem Diacyl- in ein Alkylacylglycerol umge-
wandelt wird, weil die meisten Sdugetier-GPIs und ihre In-
termediate 1-Alkyl-2-acylglycerol-Membrananker aufwei-
sen.”! Nach der sequenziellen Addition der Mannosen und
Phosphoethanolamine wird der GPI-Anker mit dem Protein
verkniipft.

Nachdem ein Protein kovalent mit dem GPI-Anker ver-
kniipft wurde, werden normalerweise das zweite PEtN sowie
der Palmitatester entfernt, und das Molekiil wird in den
Golgi-Apparat transportiert. Beide Hydrolysen sind wichtig
fir den effizienten Transport des GPI-verankerten Proteins
vom ER zum Golgi-Apparat.’”! Allerdings bestitigt die Pri-
senz des Palmitatrestes und zusitzlicher Phosphoethanol-
amine in GPIs, die aus Sdugetieren isoliert werden konnten
(Tabelle 1, Nr.18-23), dass diese Modifizierungen nicht
zwingend erforderlich sind.

Peter H. Seeberger (Vordiplom Universitdt
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Colorado bei Marvin H. Caruthers) absol-
vierte ein Postdoktorat am Sloan-Kettering
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Universitdt Berlin sowie Honorarprofessor an
der Universitdt Potsdam.
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Im Golgi-Apparat wird zuerst die ungeséttigte Fettsdure
an der sn-2-Position des Glycerols entfernt,*! bevor das Iyso-
GPI mit einer gesittigten Fettsdure (normalerweise Stearin-
siure) verestert wird." Die Struktur des Lipids ist dabei
entscheidend fiir die Integration des GPI-Ankers in Mem-
branmikrodominen.’* GPI-verankerte Proteine, die zwei
gesittigte Fettsduren tragen, werden schlieBlich zur Zell-
membran transportiert.

Die GPI-Biosynthese in 7. brucei weist mehrere deutliche
Unterschiede zu der in Siugetierzellen auf:*”! Die Inosit-
acylierung findet erst nach dem Transfer der ersten Mannose
statt, und es wird kein PEtN wihrend der Biosynthese auf
Manl oder Manll iibertragen (Schema3B). Kiirzlich er-
schienene Studien mit synthetischen Man,-GlcN-PI-Analoga
konnten zeigen, dass die Hydroxyfunktion der C4-Position
der Manl entscheidend fiir die Inositacetylierung ist
(Schema 4). Dies erkldrt, warum bei der biochemischen
Synthese der Trypanosomen die Mannosylierung vor der
Inositacetylierung stattfindet.” Des Weiteren werden die
Fettsduren der GPIs vor der Kupplung mit einem Protein
ausgetauscht, wohingegen beide Prozesse in Hefen oder
Sédugern in umgekehrter Reihenfolge ablaufen.

Im protozoischen Parasiten P. falciparum wird der Inosit
des GlcN-PI vor der Mannosylierung acyliert. Dies ist auch
der Fall in Sdugetierzellen, obgleich nur ein PEtN an ManlIII
vor der Proteinankniipfung angefiigt wird (Schema 3 C). Eine
deutliche Abweichung dieses Synthesewegs ist im Enzym
Dolichol-Phosphat-Mannose-Synthetase (DPM) zu finden,
das fiir die Synthese des Mannosedonors zusténdig ist, der in
der GPI- und N-Glycansynthese eingesetzt wird. DPM von

www.angewandte.de
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Schema 3. Biosynthese der GPl-verankerten Proteine an der ER-Membran in A) Siu-
getieren, B) T. brucei, C) P. falciparum und D) T. gondii. Reaktionen: a) Transfer von
GlcNAc; b) N-Desacetylierung und anschlielender Flip des GlcN-PI auf die luminale
Seite des ER; c) Acylierung des Inosits; d) Mannosylierung unter Verwendung von
Dolichol-Phosphat-Mannose als Donor; ) Phosphorylierung mit PEtN; f) kovalente
Verkniipfung des GPI mit einem Protein durch das Enzym GPI-Transamidase; g) Des-
acylierung des Inosits; h) Entfernung des zweiten PEtN; i) Addition von GalNAc.
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o HO (OH
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Oy /

N\
HO O-Diacylglycerol

Schema 4. Zusammenfassung der Merkmale, die von der Inosit-Acyl-
Transferase erkannt werden.”® Die funktionellen Gruppen, die fiir die
Acylierung des Inosits benétigt werden, sind hervorgehoben.

P. falciparum ist nicht dazu fihig, eine Saccharomyces-cervi-
siae- oder eine Mausmutante, die dieses Enzym nicht korrekt
exprimieren, zu komplettieren. Diese Tatsache deutet darauf
hin, dass es einen signifikanten Unterschied zwischen diesen
Genen geben muss.™!

Die GPI-Biosynthese in 7. gondii unterscheidet sich von
der in anderen Organismen in verschiedenen Punkten
(Schema 3D): Der Transfer von GlcNAc auf das Diacyl-PI
wird von der GPI-GlcNAc-Transferase katalysiert, die aus
sieben Untereinheiten (PIG-A, PIG-C, PIG-H, PIG-P, PIG-

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Q, PIG-Y und DPM2) aufgebaut ist und somit ein
Multiuntereinheitenenzym ist. Allerdings konn-
ten im Toxoplasmagenom keine Homologen der
in Séaugetieren, P. falciparum und Hefe bekannten
Gene fiir PIG-H, PIG-P und DPM2 gefunden
werden. %)

Es wird davon ausgegangen, dass die Modifi-
zierung der C3- oder C4-Position der Manl durch
Anbindung zusitzlicher Kohlenhydrate (z.B.
durch den GalNAc-Rest in den GPI-Ankern der
Proteine Thy-1 und CD59 oder durch a-Galacto-
side in den GPI-Ankern des Variant-Surface-
Glycoproteins (VSG) von T. brucei) nach dem
Transfer des Proteins auf den GPI-Anker statt-
findet.*! Allerdings wird das verzweigende
GalNAc in den GPIs von T gondii vor dem
Transfer des Proteins auf den entsprechenden
Membrananker eingefiihrt.®® Tatsichlich wird
vermutet, dass die Glycosylierung mit GalNAc
vor der Phosphorylierung mit PEtN erfolgt, weil
diese Einheit nicht in allen isolierten GPIs von
T. gondii zu finden ist.?

4. Chemische Synthese von GPIs

GPIs gehoren zu einer der komplexesten
Klassen von Naturstoffen, da sie Lipide, Kohlen-
hydrate und Phosphate in sich vereinen. Diese
préiparative Herausforderung, gepaart mit der
standig steigenden biologischen Bedeutung dieser
Klasse von Glycokonjugaten, bildet die wichtigste
Motivation fiir die Entwicklung von Strategien
zur effizienten Synthese von GPIs. Bis heute
konnte durch unterschiedliche Glycosylierungs-
und Schutzgruppenstrategien eine Reihe von
GPIs synthetisiert werden (Tabelle 2). Die meis-
ten Strategien beginnen mit der Synthese des
Kohlenhydrats, das anschlieBend phosphoryliert
und schlieBlich global von allen permanenten Schutzgruppen
befreit wird. Hier fassen wir die Fortschritte in der chemi-
schen Synthese von GPIs zusammen und konzentrieren uns
vor allem auf die fundamentalen Konzepte der Konvergenz in
der Synthese, der Inkorporation von ungesittigten Fettsduren
und der Herstellung GPI-verankerter Proteine. Interessierte
Leser seien an dieser Stelle auf umfassende Ubersichtsartikel,
die sich mit der chemischen Synthese von GPIs beschéftigen,
verwiesen.””!

4.1. Synthese von nativ lipidierten GPIs

Bei mehrstufigen Synthesen sind konvergente Strategien
effizienter als lineare, da bei letzteren die Gesamtausbeute
schnell mit jedem Reaktionsschritt sinkt. Die meisten bis
heute beschriebenen Synthesen sind linear und zielorientiert.
Das Resultat dieser Strategien sind Synthesen, die nicht ein-
fach angepasst werden konnen, um Analoga oder andere
GPI-Anker herzustellen. Um die funktionelle Bedeutung

Angew. Chem. 2012, 124, 11604 —11623
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Tabelle 2: Totalsynthesen verschiedener GPIs."!
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Nr.  Ursprung R' R? R* R® R’ R® Lipid Gruppe [Jahr]

1 VSG von T. brucei H H Gal,a H H H DAG Ogawa (1991)F?
Ley (1998)!

2 1G7 vpm T. cruzi Mano. H H H H H AAG Vishwakarma (2005)"

3 Trypomastigote von T. cruzi Mana H H H AEP H AAG Nikolaev (2006)*

4 T. gondii H GalNAcB H H H H DAG Seeberger (2005)!

5 T. gondii H Glcal-4GalNAcB H H H H DAG Seeberger (2011)P¥

6 P. falciparum H H H H H Myristoyl ~ DAG Fraser-Reid (2004)%

7 P. falciparum Mana H H H H Palmitoyl  DAG Seeberger (2005)!

8 P. falciparum Mano. H H H H Palmitoyl ~DAG Vishwakarma (2010)®!

9 Hefe Mano. H H H H H Ceramid ~ Schmidt (1994)¢

10 Thy-1 aus Rattenhirn Mano.  GalNAcB H PEtN H H AAG Fraser-Reid (1995)*
Schmidt (2003

11 humanes CD52 H H H PEtN H Palmitoyl  AG Guo (2007)"

12 CD52 aus humanen Lymphozyten ~ Mana H H PEtN H H DAG Guo (2012)71

[a] Die Position der Reste R'-R® und des Lipids kénnen aus Schema 2 entnommen werden. Abkiirzungen sind in Ubereinstimmung mit denen aus

Tabelle 1.

unterschiedlicher GPI-Modifikationen aufzuklidren, ist eine
allgemeingiiltige Route, die einen effizienten Zugang zu einer
breiten Palette von GPIs eroffnet, essenziell. Dieses Ziel
konnte vor Kurzem erreicht werden."

Dieser generelle Ansatz basiert auf der Konstruktion des
orthogonal geschiitzten Oligosaccharids 1 mithilfe der allge-
meinen Bausteine 2-4 (Schema 5) und zusitzlicher Kohlen-
hydrate, die fiir den Aufbau verzweigter Strukturen benotigt
werden. Da die Synthese von Bausteinen der zeitaufwén-
digste und arbeitsintensivste Abschnitt der Zuckersynthese
ist, spart die Verwendung von austauschbaren Kohlenhy-

orthogonal geschiitztes Glycan

TIPSO—, OR?
ol
BnO

BnO OO zentraler Mannose-
BnO baustein
BnO

R30 OBn
:'\l/ o) (0]
1 BnO BnO oR!
Ns o OBn

R2 3.4 = geschiitzte(s) Kohlenhydrat(e) oder Bn AIIyIMOBn

1

austauschbare Bausteine 2-4

TIPSO RZ2  4aR2=Bn
BE?O&A 2. BnO— OBn
BnO 4bR°= g0
Bno&H BnO
BnO
occm3 OTBDPS 3aR®=Bn, R*=NAP

OLev 3b R®=NAP, R*=Bn
R4o

2aR'=Bn

OBn
OAllyl HO&% 2bR'=PMB
BnO BnQ oR!

N3 O OBn
A||y|moan

Schema 5. Generelle Retrosynthese fiir GPI-Anker, die von Seeberger
und Mitarbeitern entworfen wurde.” Orthogonale Schutzgruppen fiir
die Einfiihrung von Modifizierungen am Ende der Synthese sind her-
vorgehoben. Bn=Benzyl, Lev= Levulinoyl, NAP =2-Naphthylmethyl,
PMB = p-Methoxybenzyl, TIPS =Triisopropylsilyl.
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dratdonoren und -akzeptoren Zeit und erhoht den Synthe-
sedurchsatz.

Das Schutzgruppenmuster in Glycan 1 ermoglicht die
rasche Einfithrung unterschiedlicher Modifikationen. Struk-
turen, in denen die C2-Position des Inosits acyliert ist, und
verschiedene Phosphorylierungmuster sind durch diese Stra-
tegie ohne weiteres zuginglich. Diverse GPI-Anker, die fiir
biologische Assays oder physikalische Messungen geeignet
sind, konnen auf diese Art hergestellt werden.

Diese Strategie wurde fiir die Synthese des Low-Mo-
lecular-Weight-Antigens von 7. gondii genutzt (Schema 6)."
Die Trisacchariduntereinheit konnte zuerst mithilfe der
Bausteine 3a, 6 und 7 (iiber Glycosylierungen I und II;
Schema 6) hergestellt werden. Eine [243+42]-Glycosylie-
rungssequenz mit dem Dimannosylimidat 4a und Pseudodi-
saccharid 2a eroffnete den Zugang zum kompletten Glycan.
Phosphorylierungen mit den H-Phosphonaten 8 und 9, gefolgt
von der Entfernung aller permanenten Schutzgruppen, lie-
ferten schlieBlich den GPI-Anker von T. gondii (5).

Die Verwendung von Benzylethern als permanenten
Schutzgruppen bei der Kohlenhydrat- und GPI-Synthese
verhindert die Herstellung von GPIs, die ungesittigte Lipide
oder Funktionen wie Azide oder Alkine tragen, die fiir die
Einfiihrung verschiedener Sonden iiber dipolare Cycloaddi-
tion genutzt werden konnen. Es wurde vorgeschlagen, dass
die ungesittigten Fettsduren in isolierten GPIs von Trypa-
nosoma cruzi (Molekiile die biologisch genauso aktiv sind wie
bakterielles Lipopolysaccharid (LPS)) fiir eine starke proin-
flammatorische Antwort verantwortlich sind.”! Um Zugang
zu diesen Substanzen zu bekommen, haben Nikolaev und Al-
Maharik eine Syntheseroute entwickelt, um GPIs von
T. cruzi, die eine ungesittigte Fettsdure tragen, mithilfe von
sdure- und basenlabilen permanenten Schutzgruppen herzu-
stellen.”’¥ In einer dhnlichen Weise nutzt die Gruppe um Guo
p-Methoxybenzylether als permanente Schutzgruppen, um
GPIs zu synthetisieren, die Lipide mit Doppelbindungen (10;
Schema 7) aufweisen.”? Eines der Hauptmerkmale dieser
Strategie ist die Synthese des phosphorylierten Pseudodisac-
charids 11. Dieses erspart in den finalen Stufen der Synthese
zusétzliche Schutzgruppenmanipulationen, da Phosphate
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CbzHN~5-B-oH  TIPSO— OBn
SOl
BnO o VI BnO
BnO BnO (@]
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7 BuG OBu Bno
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1
o . COTBDPS
BnO o] N\ OLev 3a

ClsCCHN §-F-0Bu NAPO 0
k) - v

OBu BnO G OBn
Allyl0  HO O
BnO BnO
[e) O N3 1o OBn
OBn
AIIyImOBn

HssC17CO Ho~— 2a
)

HgsC17CO™ > 0~ P OH

8

OOH

AcHN H
GPI von T. gondii (5)

Hcﬁﬁ o
" oH

" OLXoH,

9 0“p’
HasC1,CO™ Y 07

H OH
H35C47CO
(e]

Schema 6. Retrosynthese des Low-Molecular-Weight-Antigens von T. gondii.
Die rémischen Ziffern geben die Reihenfolge der Synthese an. Cbz = Benzyloxy-

carbonyl, TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl.

I

A~ B

OTIPS  (iPrN. .
OPMB .

PMBO O
PMBO

PMBO—, O
PMBO O
PMBO

o

O\/\CN
~" NHFmoc

OTES
12 PMBO O
PMBO

0CCCly ! OPMB
NH HO’&O
9 PMBO T OB &
R=$Cy — 1 RO OPMB
&~ OPMB

RO._A_ 0-P~OCH,CH,CN
| 8
PEN

Mana1-2Mana1-6Mana 1-4GlcNa-6myo-inositol1-HPO4

GPI10
RO OR

Schema 7. Synthese eines GPI, der ungesittigte Fettsauren tragt.’?
Die rémischen Ziffern geben die Reihenfolge der Synthese an.
Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, TES = Triethylsilyl.

normalerweise kurz vor der Entfernung aller permanenten
Schutzgruppen eingefithrt werden. Anstelle oxidativer Be-
dingungen wurden bei dieser Synthese alle PMB-Gruppen
mit 10-proz. Trifluoressigsdure in Dichlormethan hydroly-
siert. Diese Strategie ermdoglichte die Synthese von GPIs, die
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Azide oder Alkine enthalten," sowie der GPI-Anker
des menschlichen Lymphozytenproteins CD52.7!

4.2. Synthese GPl-verankerter Proteine

Die Verankerung von Proteinen in der Membran ist
eine der Hauptaufgaben von GPIs. Diese posttransla-
tionale Modifizierung hat tiefgreifenden Einfluss auf
die Funktionsweise von Proteinen.” Uber die Syn-
these von GPI-Glycanen und nativ lipidierten GPIs
gibt es bereits zahlreiche Berichte. Uber die wesentlich
anspruchsvollere Synthese von GPI-verankerten Pro-
teinen gibt es jedoch nur wenige Publikationen. Es ist
wichtig anzumerken, dass synthetische GPI-verankerte
Proteine korrekt gefaltet sein miissen, damit ihre na-
tiirlichen Funktionen gewéhrleistet sind.

Die Gruppe um Guo verdffentlichte die Synthese
der Geriiststruktur des Sperma-CD52 14,7 eines GPI-
verankerten Glycopeptids aus zwolf Aminosduren und
einem N-Glycan (Schema 8). Das geschiitzte Fragment
15 konnte direkt mit Glycopeptid 16, das durch Fest-
phasenpeptidsynthese hergestellt worden war, gekup-
pelt werden. Nach der Entfernung aller Schutzgruppen
fehlen dem synthetischen Molekiill 14 gegeniiber
seinem natiirlichen Gegenstiick CD52 nur noch ein
weiteres Phosphoethanolamin und das Phospholipid.
Dieser Ansatz ist wahrscheinlich nicht auf grofere
(58] Zielstrukturen anwendbar, da eine Kupplung zwischen
einem geschiitzten GPI und einem nativem Protein
aufgrund von Loslichkeitsproblemen schwierig werden
kann. AuBerdem sind die Bedingungen fiir die
Schutzgruppenentfernung nicht kompatibel mit allen Protei-
nen, weshalb es zu einer Denaturierung kommen konnte.

Die direkte Verkniipfung von ungeschiitzten Peptiden
und GPIs wurde zuerst von der Gruppe um Nakahara un-
tersucht,”” denen die Ligation von Dimannosid 17 mit Pep-
tiden und Aminosduren gelang (Schema 9). Die hohere Re-
aktivitdt der Aminogruppe von 17 ermoglichte die N-Acy-
lierung mit dem Pentafluorphenolester (Pfp) 18 in einer
Ausbeute von 60 % ohne merkliche Bildung von O-acylierten
Nebenprodukten. Ein Modelldodecapeptid mit C-termina-
lem Thioester wurde mit 19 durch native chemische Ligation
(NCL) gekuppelt, wofiir der Thioester in Gegenwart von
Thiophenol aktiviert wurde; nach zehn Tagen wurde 20 in
62 % Ausbeute erhalten. Bertozzi et al. wendeten die NCL
auch wihrend der Synthese von GPI-verankerten Analoga
des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) an.™® Cystein- und
phospholipidtragende GPI-Substrukturen wurden mit re-
kombinantem GFP kovalent verbunden (Schema 10). Diese
Resultate veranschaulichen, dass die NCL moglicherweise fiir
die Synthese GPI-verankerter Proteine verwendet werden
kann.

Vor Kurzem wurde die Synthese eines GPI-verankerten
Prionproteins fertiggestellt, die auf der NCL ungeschiitzter
Fragmente im letzten Teil der Synthese beruht
(Schema 11).! Die wohliiberlegte Wahl einer Schutzgrup-
penstrategie, welche die Einfiigung eines Cysteins in GPIs
ermoglicht, war wichtig, da Thiole und Thioether iiblicher-
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Schema 8. Synthese des GPl-verankerten CD52."% Reaktionsbedingungen: a) HOBt, EDC, CH,Cl,/
NMP (2:1), 709%; b) 10% Pd/C, H,, CHCl,/MeOH/H,0 (10:10:3); c) TFA/Et,SiH/CH,Cl, (2:3:15),
85% iber zwei Stufen. EDC = 1-[3-(Dimethylamino) propyl]-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid, HOBt =
1-Hydroxybenzotriazol, NMP = N-Methylpyrrolidinon, TFA=Trifluoressigsaure, Trt =Trityl.
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verschiedener Glycopeptide mit
ManI-ManlII-GPI-Fragmenten.

Das Trimannosid 26 konnte durch
diese Methode in guten Ausbeu-
ten mit verschiedenen Peptiden
modifiziert werden (Schema 12).
Auch wenn dieser Ansatz vielver-
sprechend ist, gibt es eventuell
Probleme mit der Regioselektivi-
tdt dieser Reaktion, sobald ein
natiirlicher GPI-Anker mit bis zu
vier Aminogruppen als Aus-
gangsverbindung eingesetzt wird.

4.3. Herausforderungen und
Perspektiven der GPI-Synthese

Heute ist die Synthese von
GPIs mithilfe der kiirzlich entwi-
ckelten, generellen Synthesestra-
tegie moglich.®™ Allerdings haben
die meisten biomedizinischen
Labors weder das Personal, wel-

(0] A) Q, OH 21aR=H
N SH
Ho\,P\,ov\NH2 5SSt HO‘/P\’O\/\N NH, o Pao~NHR al -
0 0— OH 0 0— oH" OH 21bR = #NH
HO O FmocHN” >COPfp  HO 0 S Ho 0 A 2
HO HO S HO o _SH
HO— O 1. HOBt, DMF,61% HO— O 4\ HO— O i
HO O, 2. NaOMe, MeOH, 74% HQ ° HO 2 R i
"o HO HO 0, OH 5
PrO OPr P
17 19 0\6/\()) o o
? H 5 0CCH
HO\P,O\/\N)KEN—Peptid—NHAc {OCC1aHze
N
0 o— oH" OCC14Hz9
. HO (o] SH n
AcNH-Peptid-COSR, % B) HS o
PhSH, pH-8-Puffer, 62% O OH ~
HO— O N Hof Py
R = (CHz),CONH: HO 1O oo ANy ere
Peptid = GANDTSTSSPSG  HO OH o H
22x=1,y=6
20 O~ HO 0 23x=0y=7
. . . HO O OH (e}
Schema 9. Synthese eines GPI-Peptidfragments.””) DMF = N,N-Dime- o o)—‘i:/ OCC14Hns
thylformamid, Pfp = Pentafluorphenyl, Pr=Propyl. X y O/T
OCC1qHzg
(0]

weise heterogene Palladiumkatalysatoren vergiften konnen
und dadurch keine reduktive Entfernung der Benzylether
moglich ist.® Ein GPI-Anker (24), der ein Cystein trigt,
wurde ausgehend von einer perbenzylierten Vorstufe nach
palladiumkatalysierter Hydrogenolyse hergestellt. Ligation
des C-terminalen Thioesterderivats eines rekombinanten
Prionproteins (rPrP) mit 24 ergab das GPI-verankerte PrP 25,
das bis heute das komplexeste GPI-verankerte Protein ist, das
jemals synthetisiert werden konnte. 25 wurde, sobald es
richtig gefaltet war, ebenfalls von PrP-spezifischen Antikor-
pern in wissriger Losung erkannt und konnte durch das
Phospholipid in Liposome integriert werden.!

Die kovalente Verkniipfung von Peptiden mit GPI-Gly-
canen kann ebenfalls in Gegenwart eines Enzyms durchge-
fiihrt werden.®®! Die Transpeptidase Sortase A (SrtA) hat
ein breites Substratspektrum und katalysiert die Ligation
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Schema 10. Struktur und Synthese der GPl-verankerten GFPs 21-23.7%
A) Synthese von 21. Reaktionsbedingungen: a) 1. Boc-Cys(Trt)-OPfp,
DIPEA, CH,Cl,, MeOH; 2. TIS/EDT/TFA/CH,Cl, 3:3:15:79, 66 %;

b) GFP-MESNa, 1-O-Octyl-B-p-glucopyranose, MESNa, 59 %. Boc=
tert-Butoxycarbonyl, EDT = 1,2-Ethandithiol, DIPEA = Diisopropylethyl-
amin, MES = 2-Mercaptoethansulfonat, TIS =Triisopropylsilan.

B) Struktur der Molekiile 22 und 23.

ches diese chemischen Synthesen durchfiihren kann, noch die
Ausriistung, um diese Molekiile selbst zu generieren. Die
automatisierte Kohlenhydrat-Festphasensynthese eroffnet
den direkten Zugang zu divergenten synthetischen Oligo-
sacchariden™ und bietet die ideale Losung fiir dieses Pro-
blem. GPIs konnten allerdings noch nicht durch diese Technik
hergestellt werden.®!
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Schema 11. Synthese eines GPl-verankerten Prionproteins./”
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Schema 12. SrtA-katalysierte GPI-Peptid-Ligation.®"

Nur wenige der synthetisch hergestellten lipidierten GPIs
enthalten ungesittigte Fettsduren. Bei diesen Synthesen
miissen verschiedene Intermediate durch priaparative HPLC
gereinigt werden, und die endgiiltige Entfernung aller
Schutzgruppen wurde mit weniger als 1 mg Material durch-
gefiihrt.”"727 Diese Tatsachen veranschaulichen die experi-
mentellen Schwierigkeiten bei der Herstellung von GPIs, die
reduktionsempfindliche Funktionen aufweisen. Dement-
sprechend bleibt die skalierbare Synthese von GPlIs, die un-
gesittigte Lipide enthalten, eine schwierige Aufgabe.

Die Synthese GPI-verankerter Proteine kann einen ent-
scheidenden Beitrag zur Beantwortung komplexer biologi-
scher Fragen leisten. Auch wenn GPIs in Verbindung mit der
Entwicklung und Ausbreitung der Prionkrankheit gebracht
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werden, bleibt ihre genaue Rolle noch unklar.® Ein syn-
thetisches und homogenes GPI-verankertes PrP konnte Ein-
blicke in dieses kontrovers diskutierte Feld bieten, da dieses
Material nicht aus natiirlichen Ressourcen isoliert werden
kann.

5. Synthetische GPIs als Hilfsmittel in der
chemischen Biologie

Das Ziel der chemischen Synthese von GPIs besteht nicht
nur in der Zurschaustellung der Moglichkeiten organisch-
préparativer Strategien, sondern auch in der Bereitstellung
ausreichender Mengen dieser Molekiile, um deren biologi-
sche Funktion zu evaluieren. Aufler mehreren Totalsynthesen
nativer GPIs gelang auch die Herstellung von Substrukturen
dieser Substanzklasse zur Beantwortung biologischer Fragen.

5.1. Die Konformation von GPIs

Einblicke in die dreidimensionale Struktur von Kohlen-
hydraten sind unabdingbar, um beispielsweise Protein-
Zucker-Wechselwirkungen auf molekularer Ebene zu ver-
stehen. Es wird erwartet, dass eine detaillierte Untersuchung
von GPI-Strukturen und deren Dynamik in Losung uner-
wartete Funktionen dieser Substanzklasse aufdecken wird.
Besonders interessant ist die Rolle der zusitzlichen Modifi-
zierungen der Pseudopentasaccharidkernstruktur, die nur
schwer in biologischen Assays untersucht werden kann.

Eine Kombination aus rechnerischen Methoden und an-
deren Techniken konnte die Konformation und Dynamik
verschiedener GPI-verankerter Proteine veranschaulichen.
Der GPI-Anker von Thy-1 iibt einen Effekt auf die Struktur
des Proteins aus® wohingegen PrPs nicht beeinflusst
werden.®! In Trypanosomen ist die Seitenkette aus o-Ga-
lactosen des GPI-Glycans des VSG eng mit dem Protein
verbunden und fiillt den Raum zwischen Protein und Mem-
bran aus.® Dieser Befund lisst darauf schlieBen, dass das
GPI-Glycan ein integraler Bestandteil des GPI-verankerten
Proteins ist.®” Allerdings ist diese Funktion der Seitenkette
wahrscheinlich nicht ubiquitér; beispielsweise enthalten 30 %
der Seitenkette des PrP-GPI-Ankers eine terminale Sialin-
siure,* deren Carboxylatgruppe nicht in engem Kontakt mit
der negativ geladenen Plasmamembran stehen sollte.

Eine detaillierte Untersuchung der Konformation eines
GPI gelingt nur mithilfe synthetischer GPI-Glycan-Frag-
mente. Die dreidimensionale Struktur synthetischer GPI-
Glycane konnte beginnend von einem Di- bis hin zu einem
Pentasaccharid durch Rontgenstrukturanalyse und NMR-
Spektroskopie ermittelt werden (Schema 13).”") Die dyna-
mischen Eigenschaften dieser Molekiile wurden in Molekiil-
dynamiksimulationen berechnet. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Pseudodisaccharide 28 und 29 eine Haupt-
konformation einnehmen, in der die geladene Ammonium-
und Phosphatgruppe in kleinem Abstand zueinander ste-
hen.’™ Allerdings war es nicht moglich, eine definierte ein-
zigartige Konformation fiir 30 zu definieren, das in einer ge-
streckten Form vorliegt und dessen Manal—6Man-Bindung
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Schema 13. Synthetische GPlIs, die fiir Konformationsstudien verwen-
det wurden.

grof3en Torsionsschwingungen ausgesetzt ist. Zusétzlich sind
auch die Hydroxygruppen in Bewegung und schwanken im
Pikosekundenbereich.”! Studien mit Micellen, die den GPI-
Anker 31 enthalten, zeigten, dass die Konformation dieses
Glycolipids eine starke Ahnlichkeit zu der von GPI 30 auf-
weist,™ dessen Molekiildynamik sich darin unterscheidet,
dass die terminale Mannose eine schnellere relative Bewe-
gung aufweist, wahrend sich die Kohlenhydrate nahe der
Micellenoberfliche langsamer bewegen.”™ Diese Befunde
legen nahe, dass sich das intrinsische Verhalten von GPI-
Ankern nicht durch die Ndhe zur Lipid-Wasser-Grenzfldache
andert und dass sich Molekiildynamikrechnungen fiir die
Vorhersage der Konformation von GPIs in Losung eignen
konnen.

Bis jetzt wurden die Auswirkungen des Phosphorylie-
rungsstatus auf die Konformation des GPI nicht erforscht.
Die aktuelle Hypothese besagt, dass alle Sdugetier-GPIs ein
PEtN an der C2-Position der Manl enthalten. Auch wenn
diese Hypothese noch nicht tiberpriift wurde, so ist es doch
wahrscheinlich, dass eine zusédtzliche Phosphorylierung zu
einer Verringerung der Konformationsfreiheitsgrade fiihrt,
weshalb sich diese GPIs strukturell von anderen unterschei-
den konnten.

5.2. GPIs als Immunmodulatoren

In der Medizin und Pharmaindustrie haben die Verwen-
dung und Entwicklung von Immunmodulatoren zur Be-
handlung verschiedener Krankheiten in den letzten Jahren
stark zugenommen.” Ein Immunmodulator kann die Im-
munantwort verdndern, indem er die Fihigkeit des Immun-
systems, Antikorper und sensibilisierte Zellen wie natiirliche
Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) zu bilden, steigert oder ver-
ringert.l””!

GPIs werden von NKT-Zellen erkannt.”” Nach der Sti-
mulation einer NKT-Zelle erzeugt diese eine schnelle Im-
munantwort gegen invasive parasitische Pathogene. Ein syn-
thetischer Thy-1-GPI-Anker®! kann eine Immunantwort
auslosen, die nicht auf einen der MHC-Wege (MHC = Major
Histocompatibility Complex) beschrinkt ist.””! Diese durch
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CD1d vermittelte Immunantwort in NKT-Zellen konnte in
einer GPI-basierten Impfstudie gegen T. brucei bestitigt
werden, da CD1d~/~-Miuse im Unterschied zur Kontroll-
gruppe keine Protektion zeigten.™ Diese Befunde lassen
vermuten, dass eine GPI-vermittelte NKT-Zellen-Aktivie-
rung eine wichtige Rolle bei Autoimmunkrankheiten
spielt.”

Wihrend einer Infektion mit 7. gondii konnte festgestellt
werden, dass GPIs ebenfalls die Produktion von Zytokinen in
Makrophagen auslosen konnen.” Es wird angenommen,
dass ungefdhr zwei Milliarden Menschen auf der Welt mit
T. gondii infiziert sind.”"! Die Infektion mit 7. gondii wihrend
der Schwangerschaft kann zu einer kongenitalen Toxoplas-
mose und im schlimmsten Fall zu fetalem Tod fiihren.””
T. gondii ist ebenfalls fiir eine schwere Form der Enzephalitis
in immungeschwéchten Individuen verantwortlich und damit
eine der Haupttodesursachen von AIDS-Patienten.”!

Unter Verwendung isolierter und synthetischer GPI-
Anker von T. gondii konnte der genaue Signalweg der Akti-
vierung von Makrophagen durch diese Glycolipide aufgeklirt
werden (Schema 14). Die synthetischen Strukturen 32 und 33
besitzen das gleiche Oligosaccharid und unterschieden sich
im Lipidanteil (Schema 14).”! GPI 33 trigt ein unnatiirliches

HO._.O
HoN A~ P< OH
o o =
HO&& 32R=H
HoHo o) 3BR=-¢
HO&Q\ -1 OC5Ha1
HO
HO __OoH OC15H34

HO
HoN o OH
o, oL OH,,

P
7\
HO OR

Schema 14. Synthetische T.-gondii-GPI-Analoga 32 und 33 fur die TNF-
a-Produktion in Makrophagen. Isolierte GPIs aus T.-gondii-Tachyzoiten

enthalten unterschiedliche Diacylglycerole (Hauptbestandteil: Palmitin-
und Stearinsiureester). Zusitzlich kann ein aGlc-Rest an der C4-Posi-

tion von GalNAc angebracht sein, wihrend in manchen Strukturen das
PEtN fehlt.

Dialkylglycerol, wéhrend 32 iiberhaupt nicht lipidiert ist. Die
isolierten Strukturen und 32 induzieren die Produktion von
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) in Makrophagen durch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB.""! Die Sub-
stanzen sind Liganden der Toll-dhnlichen Rezeptoren und
induzieren gemeinsam mit MyD88 eine Signalkaskade, die
zur Ausschiittung von TNF-a fiihrt.!'"!! Zusitzlich bindet 32
stark an Galectin-3. Diese Wechselwirkung ist fiir die T-
gondii-GPI-induzierte Produktion von TNF-a absolut not-
wendig.'®?! Interessanterweise induziert GPI 33 keine Pro-
duktion von TNF-a in Makrophagen, sondern inhibiert
diesen Vorgang und inaktiviert ebenfalls die durch isolierte
T.-gondii-GPTs hervorgerufene Bildung von NF-xB.l"

GPIs konnen sowohl NKT-Zellen als auch Makrophagen
stimulieren und eine Immunantwort auslésen.'””! GPI-Gly-
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cane ohne Lipid allein konnen die Produktion von TNF-a in
Makrophagen anregen, sind aber nicht ausreichend, um eine
CD1d-beschrinkte  Immunglobulin-G(IgG)-Antwort  in
NKT-Zellen zu bewirken.”” Deshalb wire es von grofiem
Interesse, die minimale Oligosaccharidstruktur zu bestim-
men, die bendtigt wird, um eine Immunantwort in Makro-
phagen zu erzeugen, und zu iiberpriifen, ob Sdugetier-GPIs,
die ein zusitzliches PEtN an der C2-Position der Manl tragen,
einen dhnlichen Effekt haben.

5.3. Das Malariatoxin — ein GPI

Malaria ist eine verheerende parasitdre Erkrankung, die
40 % der Weltbevolkerung betrifft und pro Jahr mehr als zwei
Millionen Menschenleben fordert. Vor allem junge Kinder in
Entwicklungslindern sind von dieser Krankheit betroffen.!'™!
Ubertragen durch weibliche Anopheles-Miicken, wird die
Erkrankung durch die einzelligen Parasiten der Gattung
Plasmodium verursacht. Von den vier bekannten Arten von
Plasmodium, die den Menschen infizieren konnen, ist P. fal-
ciparum fiir die Mehrzahl der Infektionen verantwortlich und
fithrt zu den schwersten Formen der Krankheit.

Die Zelloberfliache von P. falciparum enthilt eine erheb-
liche Zahl GPI-verankerter Proteine und proteinfreier GPIs.
Tatséchlich bilden diese den Hauptanteil der Kohlenhydrat
enthaltenden Molekiile, wohingegen N- und O-verkniipfte
Glycane oder Glycolipide nur in geringer Konzentration
vorliegen.'” Schofield und Hackett schlugen auf Grundlage
von Experimenten, bei denen isolierte GPIs von P. falcipa-
rum in Miausen die gleichen Symptome erzeugten, die auch
wihrend einer akuten Malaria vorliegen (Freisetzung von
pro-inflammatorischen Zytokinen, Fieber, Hypoglykimie)
und sogar zum Tod der Tiere fiihrten, als Struktur des Ma-
lariatoxins einen GPI vor.'" Die anfingliche Skepsis ge-
geniiber dieser Hypothese konnte durch immunologische
Studien auf der Basis eines synthetischen GPI-Glycans und
dessen Erfolg als Impfstoff entkriftet werden.'"”]

5.3.1. Ein synthetischer GPI als méglicher Anti-Toxin-Impfstoff
gegen Malaria

Eine Impfung ist die ideale Losung zur Senkung der durch
Malaria-Infektionen verursachten Todesfille, allerdings
konnte bisher trotz intensiver Arbeit kein therapeutisch
niitzlicher Impfstoff entwickelt werden. Die meisten Vakzin-
kandidaten basieren auf Proteinen und Peptiden immunoge-
ner Oberflichenantigene des Parasiten.'” Diese Strategien
generieren allerdings keinen angemessenen Schutz. Der
Toxoidimpfstoff wirkt dabei nach einem anderen Ansatz: Er
bekampft gezielt die Hauptursache, welche die Pathologie
des Wirtorganismus verursacht.'””! Als Beispiele fiir erfolg-
reiche Toxoidimpstoffe sind die Vakzine gegen Tetanus und
Diphtherie zu nennen.

Durch chemische und enzymatische Hydrolyse konnte
eine ungiftige Konsensusstruktur des GPI-Glycans 34 von
P. falciparum abgeleitet und synthetisiert werden."® % Das
synthetische Glycan wurde anschlieBend mit 2-Iminothiolan
modifiziert und an Maleimid-funktionalisiertes Keyhole-
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Limpet-Hédmocyanin (KHL), das als Tragerprotein fungiert,
gekuppelt (Schema 15A). Das GPI-KLH-Konjugat erwies
sich in Nagetieren als immunogen, erzeugte positive IgG-
Titer und erkannte den intakten Parasiten, jedoch keine ge-
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Schema 15. Ein synthetisches Konjugat aus GPI und KLH schiitzt
gegen die murine zerebrale Malaria.'® A) Synthese von untoxischem
P.-falciparum-GPI-Glycan 34 und seinem KHL-Konjugat. B) Kaplan-
Meier-Uberlebenskurve und C) Parasitdmie bis zu zwei Wochen nach
der Infektion von KLH-Glycan-immunisierten (@) und Sham-immuni-
sierten Miusen (O) mit Malariaparasiten.

sunden Erythrozyten, da sich die GPIs der Parasiten und des
Menschen strukturell unterscheiden."” Des Weiteren wiesen
die GPI-KHL-immunisierten Méuse eine niedrigere Morta-
litat auf, und 75% dieser Gruppe (n=16) iiberlebten zwei
Wochen nach der Infektion mit dem Parasiten, wohingegen
alle Tiere der Sham-immunisierten Kontrollgruppe bereits
am siebten Tag verstarben (Schema 15B). Die Immunisie-
rung verdnderte allerdings nicht die Infektionsrate oder die
allgemeine Parasitdmie. Dies deutet darauf hin, dass die anti-
GPI-Antikorper das GPI-Toxin neutralisieren, ohne den Pa-
rasiten zu toten (Schema 15C). Diese Studien liefern iiber-
zeugende Belege, dass dieses GPI-Glycan eine geeignete
Zielstruktur fiir die Entwicklung eines Malariaimpfstoffs ist.
Ancora Pharmaceuticals hat Synthesestrategien entworfen,
um grof3e Mengen des Glycans 34 zu produzieren und so die
Voraussetzungen fiir klinische Studien geschaffen.!'!!]
GPI-Antigene wurden auch zur Vakzinierung gegen die
Afrikanische Trypanosomiasis (Schlafkrankheit) einge-
setzt.” Isolierte GPIs wurden in Liposome integriert und in
Maduse injiziert. In den Modellen T. brucei und Trypanosoma
congolense konnte eine Verringerung der infektionsassozi-
ierten Pathologie nach der Infektion mit den Parasiten be-
obachtet werden.’ AuBer P. falciparum und T. brucei expri-
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Schema 16. Synthetische GPI-Mikroarrays fiir die Untersuchung der Immunantwort gegen Malaria. A) Chemisch synthetisierte P.-falciparum-GPI-
Glycane und Substrukturen 35-41, die auf Mikroarrays immobilisiert wurden, um die anti-GPI-Antikérperantwort zu studieren. B) IgG-Spiegel
gegen die Glycane 3541 in Seren von afrikanischen Spendern einer Altersgruppe, die in Malaria-endemischen Gebieten leben und C) von Europi-
ern, die sich nicht mit Malaria infiziert haben. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Serum, Balken veranschaulichen das arithmetische Mittel des
Antikérperspiegels. D) Anstieg des Spiegels der Antikérper gegen die synthetischen Glycane nach der experimentellen Expositionsstudie mit P.-
falciparum-Sporozoiten in nicht mit Malaria infizierten Européern. Seren wurden vor (Pre) und nach (Post) der Expositionsstudie abgenommen.
Jeder Datenpunkt reprasentiert ein Serum, Balken veranschaulichen das arithmetische Mittel des Antikérperspiegels.

mieren auch andere protozoische Parasiten deutlich grof3ere
Mengen an GPIs als Sidugetiere. Weitere préparative Arbei-
ten sind erforderlich, um die in diesen Erregern gefundenen
Molekiile herzustellen, auf ihre Wirksamkeit als GPI-basierte
Impfstoffe zu iiberpriifen und fiir die Priavention dieser In-
fektionen einzusetzen.

5.3.2. Analyse der Antikérperantwort in Malaria-infizierten
Personen durch synthetische GPI-Mikroarrays

Die Immunisierungsstudien lieferten iiberzeugende Be-
weise, dass ein GPI das dominierende Toxin von P. falciparum
ist und ein GPI-basiertes Vakzin Schutz vor Malaria bietet.
Allerdings ist die protektive Rolle der anti-GPI-Antikorper
noch nicht ganz aufgeklart.

Isolierte GPIs von P falciparum wurden in Enzyme-
Linked Immunosorbent Assays (ELISAs) verwendet, um die
Antikorperreaktion auf GPIs in Menschen zu erforschen.!'?
In verschiedenen Studien konnte eine statistisch signifikante
Verbindung zwischen einer anti-GPI-IgG-Antwort und einem
Schutz vor den Symptomen der schweren Malaria gezeigt
werden." In anderen Studien konnte dieser Zusammen-
hang allerdings nicht bestitigt werden.'**l Um diesen Wi-
derspruch aufzulésen, wurde eine Serie von synthetischen
GPI-Glycanen und deren Substrukturen von P. falciparum
synthetisiert.""¥ Die GPIs 35-41 (Schema 16A) enthalten
einen einzigartigen Thiollinker, der eine chemoselektive
Funktionalisierung ermoglicht.

Um die Antikorperantwort gegen GPIs mit hohem
Durchsatz zu analysieren, wurde ein GPI-basierter Mikroar-
ray entworfen.""!l Dieser Mikrorarray ermoglicht das paral-
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lele Priifen tausender Bindungsereignisse und benotigt dafiir
nur minimale Mengen an Serum und Liganden.'"! Um die
minimale Struktur zu bestimmen, die benétigt wird, um eine
Immunantwort zu erzeugen oder die Produktion spezifischer
anti-GPI Antikorper im Rahmen einer Malariainfektion
auszulosen, wurden die synthetischen Glycane 35-41 kova-
lent an Maleimid-funktionalisierte Mikroarrays gebunden.'
Es wurde zunichst festgestellt, dass Serum von erwachsenen
Afrikanern, die in endemischen Malariagebieten leben, hohe
IgG-Spiegel gegen die GPIs 38-40 aufweisen (Schema 16B).
Uberraschenderweise enthalten die Seren von Europiern, die
nie mit dem Malariaerreger in Kontakt gekommen sind,
ebenfalls Antikorper gegen die Strukturen 40 und 41 (Sche-
ma 16 C). Diese Resultate legen nahe, dass die IgG-Spiegel
gegen die Glycane 38 und 39 moglicherweise spezifisch fiir
eine Antimalaria-Immunantwort sind. Um diese Befunde
weiter zu bestétigen, wurden die Seren von Européern ana-
lysiert, die im Rahmen einer klinischen Studie mit einem
Sporozoiten-Impfstoff behandelt wurden. Dabei konnte die
Entwicklung einer signifikanten anti-Man;-GPI-Antikorper-
antwort beobachtet werden. Eine Folgestudie zeigte aufler-
dem, dass anti-GPI-Antikorper nur selten in Kindern unter
18 Monaten vorkommen. Dies unterstreicht die Anfalligkeit
von Kleinkindern fiir eine schwere Malaria und ldsst darauf
schlieBen, dass ein GPI-basiertes Vakzin von grofler klini-
scher Bedeutung fiir Kinder werden wird.''"!

GPI-basierte Mikroarrays bieten detailliertere Einblicke
in die Antikorperantwort wihrend einer Malariainfektion, da
genau charakterisierte GPI-Glycane und deren Fragmente,
die normalerweise nicht in einer freien Form auf der Ober-
flache des Parasiten vorzufinden sind, als Antigene verwen-
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det wurden. Die anti-GPI-Antikorperspiegel, die mit isolier-
ten GPIs aus P. falciparum gemessen wurden, hingen ent-
scheidend vom Verhiltnis der Man;- und Man,-GPIs in den
Préparaten ab.

5.3.3. Synthetische GPIs zur Untersuchung malariaassoziierter
Andmie

Anidmie ist eine der weltweit fiihrenden Ursachen von
Invaliditdt und stellt ein ernstes globales Problem der of-
fentlichen Gesundheit dar."” Eine wesentliche Ursache fiir
Animie ist die Infektion mit P. falciparum.!"”! Eine schwere
Anémie ist die haufigste Komplikation wihrend einer Mala-
ria-Infektion und tragt wesentlich zu deren Morbiditédt und
Mortalitit bei.''”’ In Malaria-infizierten Patienten liegt die
Infektionsrate von roten Blutkdrperchen (RBCs) in der
Regel bei weniger als 5%, obwohl der Grad an Verlust von
RBCs zwischen 25 und 50% liegt. Dies bedeutet, dass eine
grofe Zahl nichtinfizierter Erythrozyten (nRBCs) wihrend
der Malariainfektion zerstort wird.['*]

VSG von T brucei mit intaktem GPI-Anker kann von
Parasiten auf Erythrozyten invivo iibertragen werden.!'!
Gleichzeitig kann GPI-verankertes menschliches CDS55 von
Erythrozyten auf Parasiten invivo iibertragen werden.[™
Auf der anderen Seite konnen GPI-verankerte Proteinen
unter physiologischen Bedingungen mit intaktem Lipid in
Losung vorliegen, wo sie zwischen Zellen ausgetauscht
werden.'"!! Diese Beobachtung fiihrte zur Hypothese, dass
sich GPIs von P. falciparum moglicherweise in RBC-Mem-
branen einfiigen und dadurch korpereigene Zellen durch das
Immun- oder Komplementsystem angegriffen oder lysiert
werden. (Schema 17).
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rezeptor-vermittelte
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Schema 17. Beteiligung von GPls an malariaassoziierter Anamie.

A) Chemisch synthetisierter GPI-Anker 42 von P. falciparum. B) Frei zir-
kulierende GPI-Anker von P. falciparum fiigen sich in die Membran von
nRBCs ein, was eventuell zu einer Erkennung durch anti-GPI-Antikor-
per und anschlieRende Endozytose fiihrt.
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Ein synthetischer GPI 421! von P falciparum wurde
verwendet, um die Assoziierung mit naiven nRBCs zu stu-
dieren. Die Detektion der Insertion von 42 in nRBCs erfolgte
iiber anti-GPI-Antikorper, die in Malariapatienten vorkom-
men, und anschlieBende durchflusszytometrische Analyse.
Die Befunde stiitzen die Vorstellung, dass sich GPIs von
P. falciparum in die Membran von nRBCs einfiigen und diese
Zellen deshalb von anti-GPI-Antikorpern erkannt und eli-
miniert werden konnen.'” Dieser Prozess konnte zur mala-
riaassoziierten Anidmie beitragen. Genauere Untersuchungen
sind jedoch erforderlich, bevor eine endgiiltige Schlussfolge-
rung gezogen werden kann. Beispielsweise konnte eine In-
vivo-Verabreichung von Liposomen, die GPIs enthalten,
eventuell tiefere Einblicke auf diesem Gebiet vermitteln. Da
die Andmie auch eines der Hauptsymptome der Afrikani-
schen Trypanosomiasis ist, kann eine verbesserte Kenntnis
der malariaassoziierten Andmie zu neuartigen Hilfsmitteln
fithren, die zur Bekdmpfung der Schlafkrankheit eingesetzt
werden konnen.

5.3.4. Perspektiven synthetischer GPIs in der Parasitologie

Viele Fragen in Bezug auf Malaria-GPIs sind immer noch
nicht geklért, und bis heute ist kein Rezeptor bekannt, der
exklusiv parasitire GPIs erkennt. Toll-dhnliche Rezeptoren
wurden oft mit der Erkennung von GPIs in Verbindung ge-
bracht, es ist aber nicht bekannt, ob auch andere Rezeptoren
daran beteiligt sind. Unklar ist auch, ob sich alle parasitdren
GPIs auf die gleiche Weise verhalten. Galectin-3 beispiels-
weise ist essenziell fiir die Erkennung der GPIs von T. gondii
durch Makrophagen,'™ aber es ist unwahrscheinlich, dass
diese Lectine mit den GPIs von P, falciparum wechselwirken,
da diese iiberhaupt keine Galactosen in ihrer Struktur ent-
halten. Synthetische GPI-Molekiile bieten damit die beste
Moglichkeit zur Beantwortung dieser biologischen Fragen.

Synthetische GPIs, die mit einer orthogonalen chemi-
schen Funktion ausgestattet sind, ermoglichen die miihelose
Konjugation mit einer stationdre Phase, die fiir Affinitéts-
chromatographie verwendet werden kann. Einige Proteine,
die an der GPI-Biosynthese beteiligt sind, konnten durch
diese Methode identifiziert werden, indem ein Proteinextrakt
des Parasiten durch Affinitdtschromatographie an Harz, das
mit GPI 38 modifiziert war, gereinigt wurde."”! Die Konju-
gation synthetischer GPIs mit Vernetzungsagentien und
Fluorophoren kann zu neuen Hilfsmitteln in der biologischen
Forschung fithren. Ein Einsatz dieser Substanzen wére fiir die
Identifikation von Bindungspartnern und die Visualisierung
von Molekiilen innerhalb der Zelle denkbar.

5.4. Die GPI-Biosynthese als Angriffspunkt fiir Wirkstoffe gegen
T. brucei

Wie in Abschnitt 3 bereits diskutiert wurde, unterschei-
den sich die GPI-Biosynthesen in Protozoen und Sdugetieren.
Eine Fehlfunktion der GPI-Biosynthese kann todlich fiir
Protozoen sein, die sich in Siugetierwirten aufhalten.*"! Die
selektive Inhibierung der GPI-Biosynthese kann daher ein
wirksamer chemotherapeutischer Ansatz zur Behandlung
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parasitirer Infektionen sein.””’ Die meisten Inhibitoren der
GPI-Biosynthese wurden gegen T. brucei entwickelt und
pharmakologisch evaluiert.

T. brucei verursacht die Afrikanische Trypanosomiasis,
besser bekannt als Schlafkrankheit im Menschen und Nagana
in Tieren. Die Schlafkrankheit bedroht Millionen von Men-
schen in 36 Lindern in Afrika siidlich der Sahara und fiihrt
unbehandelt zum Tod.'* Tierische Trypanosomiasis verur-
sacht grofle wirtschaftliche Schidden in Afrika und schréankt
die Tierhaltung auf dem Kontinent ein.'>!

Ferguson et al. untersuchten die Substratspezifitit der
Enzyme der GPI-Biosynthese von T. brucei und Menschen
mithilfe eines diversen Satzes an GlcN-PI-Analoga.”! Die
GlcN-PI-Analoga unterscheiden sich in der anomeren Kon-
figuration, den Substituenten der Aminogruppe, der absolu-
ten Konfiguration, den Substituenten des myo-Inosits und
dem Lipidanteil (Schema 18 A). Diese gewissenhafte priapa-
rative Leistung identifizierte verschiedene Substanzen, die
den GPI-Biosyntheseweg von T. brucei spezifisch in vitro in-
hibieren. Die Disaccharide 43 und 44 erwiesen sich als po-
tente (IC5,=8nM) GIcNAc-PI-De-N-acetylase-Selbstmord-
inhibitoren (Schema 18 B).['**l Substanz 45 ist ein Inhibitor
der Mannosyltransferase 1 (MT-1), wihrend 48 und 49 die
Inositacyltransferase  inhibieren.'”"  Interessanterweise
konnten die Steroidanaloga 46 und 47 effizient durch die a-
Mannosyltransferase mannosyliert, aber nicht an der C2-Po-
sition des Inosits acyliert oder mit PEtN phosphoryliert wer-
den.'" Allerdings konnen diese Inhibitoren wegen der ne-
gativen Ladung des Phosphodiesters die Zellmembran nicht
durchdringen, um direkt auf den lebenden Parasiten zu
wirken. Um dieses Problem zu 16sen, wurden zwei zellper-
meable Analoga (50 und 51) entworfen.*! Die negative
Ladung konnte durch eine Acetoxymethylgruppe maskiert
werden, um einen neutralen und esteraselabilen Phosphotri-
ester zu generieren. Diese Molekiile waren in der Lage, alle
Trypanosomen innerhalb von 6 h bei einer Konzentration von
40 um zu toten, wohingegen HeLa-Zellen 72 h und Konzen-
trationen bis 100 pM ohne merkliche Schidden {iiberstan-
del’l.[ubd]

Ein wesentlicher Nachteil der Verwendung von Kohlen-
hydraten als Wirkstoffkandidaten ist ihre schlechte Pharma-
kokinetik, wie die geringe orale Verfiigbarkeit und schnelle
renale Ausscheidung.?! Kleine Molekiile wie Thiazolidinone
inhibieren die DPM und die Inosit-3-phosphat-Synthetase
und wurden intensiv untersucht (Tabelle 3).1%! Beide
Enzyme spielen wichtige Rollen in der GPI-Biosynthese von
T. brucei. Allerdings erreichen die besten Verbindungen
gerade einmal Aktivitit gegen Trypanosomen (EDs,) im pum
Bereich. Es konnte gezeigt werden, dass Thiazolidinone auch
andere Enzyme inhibieren. Deshalb sind diese Inhibitoren
wahrscheinlich nicht sehr selektiv fiir spezifische Enzyme und
nur von begrenztem Nutzen als Leitstrukturen.

Da die Unterschiede in der GPI-Biosynthese zwischen
Menschen und einer Vielzahl von eukaryotischen Pathogenen
sehr grof} sind, bieten sie einen Angriffspunkt fiir Wirkstoffe.
Weitere griindliche Analysen der Spezifitit der biosyntheti-
schen Enzyme in Menschen und Krankheitserregern werden
den Weg fiir die Entwicklung neuer Inhibitoren ebnen. Leit-
strukturen bieten die Mdglichkeit, effiziente und billige Me-
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Schema 18. Synthetische GlcN-PI-Bibliothek zur Untersuchung der
GPI-Biosynthese in T. brucei. A) Strukturvariationen der synthetischen
GlcN-PI-Bibliothek. Bz=Benzoyl. B) 43 und 44: GIcNAc-PI-De-N-acety-
lase-Selbstmordinhibitoren von T. brucei; 45: GPI-MT-1-Inhibitor von

T. brucei; 46 und 47: Steroidanaloga, die den normalen biosyntheti-
schen Ablauf des GIcNAc-PI hemmen; 48 und 49: GPl-Inositacyltrasfe-
raseinhibitor von T. brucei; 50 und 51: zellpermeable GPI-Analoga, die
T.-brucei-Parasiten téten.

Tabelle 3: Thiazolidinoninhibitoren der DPM von T. brucei.
S

HO,C N s

52 R" R?
Verbindung R' R? R? Aktivitat gegen
Trypanosomen [EDs,, um]

52a H H H 232

52b H H OBn 338

52c¢ H OBn H 96

52d H OBn OBn 492

52e OH H H 107

52f H H OH 427

52g H OH H 345

52h H H CN 244

52i H H cl 398

52j H H C=CH >1000

www.angewandte.de

Chemie

1617


http://www.angewandte.de

Angewandte

11618

Aufsiitze

OH
HO 0 0
HO HO OCC15H31

R AN

OH
R
O\/\/OC18H37 HO

O

P. H. Seeberger et al.

H-Pro-Ser-HN(CH;),OPO3H-6Mana.1-2Mana.1-6Mana1-4GlcNa-6myo-Ino2-Palmitoylester 59
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HO o)
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HO

HO og og o) OoRZ
S on Ho- on "o o
o) o (6] 0 (0] (0] lo) (0] (o]
1 " 11
HO HO OCCisHy 55 HO HO OCC1sH3; HO " HO OCC1sH3;

54 HoN HoN
2 H 2
o(;w %

OH
b
O\/\/OC13H37

Os s
HO™ R

O _A_OCigHar

56R'=H,R?2=H
° ’ L Soxkxon

OH 57 R'=PEtN, R? = H o] OH

o8
58R'=PEIN.R?=PEIN | R~ OH
O ~_-OCigHs

Schema 19. Synthetische GPls 53-59, die fir Bindungsstudien mit dem CAMP-Faktor verwendet wurden.

dikamente fiir die am meisten vernachlédssigten Krankheiten
auf diesem Planeten zu finden.

5.5. GPIs als Rezeptoren fiir bakterielle Toxine

Ahnlich wie verschiedene Siugetierzellmembran-Glyco-
konjugate konnen GPI-verankerte Proteine von Pathogenen
dazu genutzt werden, um in die Zellen des Wirts einzudrin-
gen. Es konnte gezeigt werden, dass GPIs Rezeptoren fiir
hamolysierende porenformende Toxine sind. Beispiele dafiir
sind Aerolysin,*” das Tetanus-Toxin,'*! der CAMP-Faktor
von Streptococcus agalactiae,'*? das o-Toxin von Clostridium
septicum,'®¥ das K1-killer-Toxin von S. cerevisiae!™" und das
CrylA-Toxin.'® Diese Toxine bilden Poren in der Zell-
membran und toten die Zellen durch die Zerstorung der
Permeabilititsbarriere.>

Das synthetische Molekiil 59 (Schema 19) war in der
Lage, die Lyse durch den CAMP-Faktor in Schafserythrozy-
ten zu inhibieren."*” Eine detailliertere Studie wurde mit den
GPIs 53-59, die strukturell mit dem GPI von CDS52 des
Spermiums verwandt sind, durchgefiihrt. Die Bindung zwi-
schen den GPIs und dem CAMP-Faktor wurde mithilfe einer
Quarzmikrowaage gemessen.®®! Dabei wurde beobachtet,
dass das Protein eine hohe Affinitit fiir den intakten GPI und
dessen Fragmente aufweist. Diese Experimente stiitzen die
Annahme, dass der CAMP-Faktor stark mit GPIs wechsel-
wirkt und dass ein kleines GPI-dhnliches Molekiil das po-
renformende Toxin inhibieren kann.['”

5.6. GPIs als Insulinmimetika

Das Verstdndnis der Insulinsignaltransduktion ist von
grofiter Bedeutung, da neue Erkenntnisse zu besseren Stra-
tegien fiir die Behandlung von Diabetes, einer der hdufigsten
Stoffwechselerkrankungen weltweit, fithren konnen. Es
wurde schon lange vermutet, dass GPIs mogliche Vorstufen
neuer sekundérer Botenstoffe mit insulindhnlicher Wirkung
sein konnen.'*) Zahlreiche Studien zeigen, dass Insulin die
Hydrolyse von GPIs fordert und zur Freisetzung von Inosit-
haltigen Phosphoglycanen (IPGs), die Insulin-dhnliche Wir-
kung auf intakte Adipozyten und Hepatozyten haben, bei-
triagt. Es konnte demonstriert werden, dass selbst in Abwe-
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senheit von Insulin durch lipo- und proteolytischen Abbau
von GPI-verankerten Proteinen in vitro erzeugte IPGs von
T brucei und S. cerevisiae die Insulinsignalkaskade aktivie-
ren.'4!

Trotz der Beweise fiir die insulinmimetischen Effekte der
GPI-dhnlichen Molekiile bleiben deren exakte Strukturen
und Wirkmechanismen ungekldrt. Um die Beziehung zwi-
schen Struktur und biologischer Aktivitit dieser Substanzen
zu verstehen, miissen weitere Studien mit definierten syn-
thetischen IPGs durchgefiihrt werden. Die Vorstellung, dass
das Verstandnis des Wirkmechanismus der potenziellen In-
sulinmimetika zu neuen Diabetestherapeutika fithren konnte,
hat mehrere Gruppen dazu angeregt, IPGs mit unterschied-
lichen Struktureigenschaften zu synthetisieren und diese auf
ihre biologischen Eigenschaften zu testen.'*?! Bis heute
wurden mehr als 80 IPGs synthetisiert und getestet.

Die umfassendste Untersuchung wurde von der Gruppe
um Miiller bei Sanofi-Aventis durchgefiihrt.'**! Angefangen
von Pseudotri- bis hin zu Pseudohexasacchariden wurden
synthetische IPGs hergestellt, die sowohl in der Zahl als auch
in der Natur der Substituenten und der Konfiguration der
glycosidischen Bindung des GIcN variieren. Unter diesen
Verbindungen konnte IPG 60 als die aktivste identifiziert
werden (Schema 20). 60 zeigt eine 96-prozentige MIR (ma-
ximal insulin response) und einen ECs-Wert von 3 pM wih-
rend der Stimulierung der Lipogenese in Adipozyten von
Ratten.*!l Dieses synthetische Molekiil hat die stirkste in-
sulinmimetische Aktivitéit aller evaluierten Substanzen. Die
Erforschung der insulinmimetischen Wirkung von kleineren
IPG-Analoga hat widerspriichliche Befunde geliefert. Bei-
spielsweise wurde IPG 61 als hochpotent beschrieben (ECsy =
1.1 uM und 78 % MIR fiir die Lipogenese),!'*"! allerdings be-
richtete eine andere Gruppe, dass diese Verbindung keinerlei
Aktivitit aufweise.'™! Verschiedene Gruppen untersuchten
IPG 63 mit dem gleichen Assay und erhielten widerspriich-
liche Ergebnisse.'*! Im Unterschied dazu wurde IPG 62
zuerst als inaktiv bezeichnet,'*” aber spiter von derselben
Gruppe bei Verwendung des gleichen Lipogenese-Assays als
moderat aktiv beschrieben.'*!) Das drastischste Beispiel in
Bezug auf die insulinmimetischen Aktivitdten bezieht sich auf
die Untersuchung des Pseudodisaccharids 28 (Tabelle 4). Die
biologische Aktivitdt von 28 wurde von unterschiedlichen
Gruppen mit verschiedenen Assays untersucht und fiihrte zu
entgegengesetzten Befunden. Diese Resultate zeigen hin-
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Schema 20. Ausgewihlte Beispiele fiir synthetische IPGs.

Tabelle 4: Insulinmimetische Aktivitit des Pseudodisaccharids 28.
OH

HO 0
HO

“ ey,

28 HO™ \

Angewandte

HO-P——0 oO % O
o HO
HC&"Q‘ H,N O/E/JSQ
HO\ % 65R2=H Ps
HN Hﬁggﬁ 66 R2 = ManbiC O

30 R? = Mana(1-2)Mana

64 R’

29 R"' = POzH HO™ Yo

Schema 21. Ausgewihlte Beispiele von IPGs, die keine biologische
Aktivitit zeigen und von GPIs abgeleitet sind.

dig ist, bis jetzt nicht bestimmt
werden. Das Verstdndnis der mole-
kularen Grundlagen, die verant-
wortlich fiir die biologischen FEi-
genschaften der IPGs sind, ist von
hochster Prioritét fiir den Entwurf

Studie Untersuchungsmethode

Aktivitit wirksamerer Verbindungen. Friihe-

d'Alarcao (1992)'*! Gluconeogenese

cAMP-Phosphodiesterase-Aktivitat

Lipogenese
d'Alarcao (2005)" Lipogenese
d'Alarcao (2005)"7! Lipogenese
Miiller (1998)1'*! Lipogenese
Seeberger (2010)"* Lipogenese

PKB/Akt-Aktivierung

Glucosetransport
Insulintoleranztest
Zellproliferation otogener Vesikel
Fos-Onkoproteinexpression

Martin-Lomas (1999)F%

re Untersuchungen zeigten, dass
IPGs die Lipogenese ohne Eintritt
in die Zelle stimulieren kénnen, ]
allerdings konnte der entsprechen-
de Rezeptor noch nicht identifiziert
werden. Die Identifizierung des
Rezeptors wird die Entwicklung
noch wirksamerer Insulinmimetika
fordern. Die bis jetzt beobachteten
Konzentrationen, in denen IPGs
ihre insulindhnlichen Eigenschaften

keine Aktivitit

keine Aktivitit

30-40% MIR bei 40 pm
18% MIR, EC5o=10.5 pm
24% MIR, EC5=15.9 pum
MIR < 20%

keine Aktivitit

keine Aktivitat

keine Aktivitat

keine Aktivitit

max. Effekt bei 10 um
max. Effekt bei 2.2 um

sichtlich der Fahigkeit von IPG 28, die Lipogenese in Rat-
tenadipozyten zu stimulieren, dass es Schwierigkeiten gibt,
die bereits publizierten Daten zu reproduzieren.[14145-148]
Die Idee, dass GPIs Vorstufen von IPGs sein konnen,
entstand nach der Erzeugung von IPGs aus Rinderleber,
nachdem diese mit PI-PLC behandelt worden war."™”) Es wird
vermutet, dass die PI-PLC ein 1,2-cyclisches Phosphat des
Inosits herstellt, da die Acylierung der C2-Position dieses
Hexols bei GPIs eine Resistenz gegen die enzymatische Hy-
drolyse zur Folge hat. Eine Vielzahl von IPGs, die ein cycli-
sches Phosphat tragen und die Struktur PI-PLC behandelter
GPIs aufweisen, konnte synthetisiert und auf biologische
Eigenschaften hin untersucht werden (Schema 21). Keines
dieser = Molekiile zeigt insulinmimetische  Aktivi-
t5t, 1900142 145.198.51] Dyjese Befunde implizieren, dass IPGs, die
strukturell von GPIs abgeleitet sind, allein nicht ausreichen,
um insulindhnliche Reaktionen in Zellen auszuldsen.
Zusammenfassend haben IPGs, die Phosphate, Inosit,
Hexosamin, Saccharide und andere negativ geladene Grup-
pen tragen, insulinmimetische Eigenschaften. Allerdings
konnte die Minimalstruktur, die fiir diese AKktivitit notwen-
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zeigen (um-Bereich), konnen nur
als Ausgangspunkt fiir die Wirk-
stoffsuche dienen. Ein detailliertes Verstdndnis der IPG-in-
duzierten Signalkaskaden konnte dazu beitragen, angemes-
sene Zielstrukturen ausfindig zu machen, um die IPG-Akti-
vitdt zu testen und das Problem der Reproduzierbarkeit der
bereits veroffentlichten Daten zu l6sen.

5.7. Synthetische GPl-verankerte Proteine

GPIs haben Einfluss auf die Dynamik und Topologie der
Plasmamembran.[*? Es wurde vermutet, das GPI-verankerte
Proteine eine hohere laterale Beweglichkeit als Transmem-
branprotein aufweisen, da diese die ganze Plasmamembran
durchspannen und dadurch kaum mobil sind.'* Neueste
Studien zeigen allerdings, dass die hohe Mobilitit von GPI-
verankerten Proteinen moglicherweise durch die Wechsel-
wirkungen mit anderen Zelloberflaichenkomponenten her-
vorgerufen wird.">

Die Gruppe um Bertozzi untersuchte die Mobilitdt und
Proteinlokalisation GPI-verankerter Proteine anhand von
GFP-Analoga dieser Glycokonjugate (21-23; Schema 10).0%*
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Diese modifizierten Proteine fiigen sich in die Plasmamem-
bran verschiedener Sidugetierzellen ein und werden von dort
durch Endozytose dhnlich wie GPI-verankerte GFPs in die
Zelle aufgenommen. Die Analoga 21-23 breiten sich eben-
falls frei auf der Zelloberfldche aus. Interessanterweise haben
Verédnderungen der Glycanstruktur einen signifikanten Ein-
fluss auf die Membranmobilitdt der Glycokonjugate. Der
Verlust von Monosacchariden korreliert direkt mit einer
verminderten Diffusionsrate. Diese Versuche demonstrieren,
dass eine Anderung der Glycanstruktur von GPI-Ankern
einen Einfluss auf die Eigenschaften der verankerten Pro-
teine hat.

6. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Mehr als drei Jahrzehnte sind seit der ersten Entdeckung
von GPIs vergangen.”! Die biologische Bedeutung der GPIs
wurde weithin erkannt, wenn auch das Wissen iiber ihre
Funktionen begrenzt bleibt. Da reines Material nicht aus
natiirlichen Quellen erhalten werden kann, wurden Synthe-
semethoden entwickelt, um diesen Mangel an homogenen
GPIs auszugleichen. Die Aufkldrung der Funktion ungesét-
tigter Fettsduren in GPIs und GPI-verankerten Proteinen
wurde durch die Schwierigkeiten bei der chemischen Syn-
these dieser Substanzen erschwert. Die funktionelle Bedeu-
tung ungeséttigter Lipide wurde nie validiert. Es wurden al-
lerdings Arbeiten publiziert, in denen ungesittigte Lipide
essenziell fiir die hochpotenten proinflammatorischen FEi-
genschaften von GPIs aus 7. cruzi™ sind. Uber die Bedeu-
tung des GPI-Ankers in GPI-verankerten Proteinen ist wenig
bekannt, was auf die préparativen Probleme wéhrend der
Synthese dieser komplexen Biomolekiile zuriickzufiihren ist.

Fortschritte bei der chemischen Synthese von GPIs haben
die Herstellung verschiedener GPI-Anker und ihrer Analoga
ermoglicht. Die Entwicklung einer allgemeingiiltigen Syn-
thesestrategie hat die schnelle Synthese unterschiedlicher
Strukturen unter Verwendung gemeinsamer Kohlenhydrat-
bausteine ermoglicht.®® Ein einfacher Zugang zu syntheti-
schen GPIs wird die Zahl der Fragen, die bearbeitet werden
konnen, erhohen. Beispiele dafiir sind die molekulare Kon-
formation dieser Glycolipide und deren Wechselwirkung mit
bakteriellen Toxinen.

Parasitidre GPIs konnen Immunreaktionen in Séugetieren
auslosen. Thre eindeutige Struktur ermoglicht die Entwick-
lung von Impfstoffen gegen Parasiten auf der Basis von GPI-
Glycanen, die bereits erfolgreich gegen Malaria und die
Afrikanische Trypanosomiasis eingesetzt werden konnten.
Da GPIs essenziell fiir das Uberleben von Zellen sind, besteht
ein weiterer Ansatz in der Bekdampfung von Protozoen darin,
die GPI-Biosynthese zu storen. Im Fall von 7. brucei konnten
verschiedenste Enzyme als Ziele fiir Wirkstoffe ausfindig
gemacht werden. Die gleiche Strategie kann auch auf Malaria
iibertragen werden, weil die DPM von P. falciparum charak-
teristisch fiir diesen Organismus ist und sich als Zielstruktur
fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe anbietet.

Seit der Entdeckung, dass GPIs mogliche Vorstufen neuer
sekundirer Botenstoffe mit insulindhnlicher Wirkung sein
konnen, gibt es eine kontroverse Diskussion iiber die phy-
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siologischen Eigenschaften dieser IPGs. Fehlende Kenntnisse
iiber den mutmaBlichen IPG-Rezeptor haben die weitere
Forschung auf diesem Gebiet behindert. Eine Moglichkeit,
diese(n) Rezeptor(en) zu identifizieren, bietet die Photoaffi-
nitdtsmarkierung mithilfe eines hochpotenten IPG-Derivats.
Die Fortschritte bei der chemischen Synthese von GPIs
haben die biologische Forschung in diesem Bereich voran-
getrieben. Die biomedizinischen Durchbriiche haben wie-
derum die Weiterentwicklung der Synthesemethoden be-
schleunigt, um bessere Hilfsmittel zur Beantwortung biolo-
gischer Fragen bereitzustellen. Mit einem stidndig wachsen-
den Repertoire an Methoden aus beiden Bereichen ist die
Forschung rund um GPIs bereit, schnell voranzuschreiten.

Die Autoren danken allen Mitgliedern der AG Seeberger, die
jemals an GPIs gearbeitet haben oder sich momentan mit
diesem Thema beschiiftigen. Wir danken der Max-Planck-
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DAAD fiir ein Doktorandenstipendium. Wir danken Prof. Dr.
Morihisa Fujita (Osaka Universitit, Japan) fiir die Bereitstel-
lung des GPI-Biosyntheseschemas sowie Stefan Matthies und
Markus Weishaupt fiir die sorgfiltige Durchsicht des Manu-
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