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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass polykationische Transporter auf der Zelloberfliche mit Proteoglykanen
interagieren. Diese binden die Transporter (z.B. Peptoide) an die Zellmembran und sorgen damit fur
deren Endozytose. Erste Studien zeigen dass eine spezifische Interaktion von der Zusammensetzung
der Zuckerstrukturen abzuhdngen scheint. Im Zuge der Arbeit sollte eine Kartierung der
Proteoglykane von verschiedenen Zelltypen erarbeitet und die biologischen Eigenschaften
untersucht werden, so dass sich zukiinftige Interaktionen mit bestimmten polykationischen
Verbindungen wie z.B. polykationischen Wirkstofftransportern voraussagen lassen. Dabei wurden
bioorthogonal markierte Zuckermonomere, wie z.B. das Azidogruppen-enhaltenen N-
Azidoglukosamin, N-Azidomannosamin und N-Azidogalaktosamin gefiittert und metabolisiert. Die in
die extrazelluldare Glykokalyx eingebauten Zucker wurden anschlieBend mit Hilfe einer
bioorthogonalen Kupplungsreaktion, der sogenannten Click-Reaktion, mit einem Fluorophor
gekuppelten Cyclooctin, detektiert und konnten somit mit Hilfe mikroskopischer Techniken sichtbar
gemacht werden. Mit Hilfe eines Hochdurchsatzscreens wurden die Proteoglykan-Signaturen
verschiedener Zellen detektiert und topologisiert. Toxikologische Tests ergaben eine gute
Vertraglichkeit der Zucker und der Cyclooctine. Um diese Topologisierung vieler Zellen in einem
Hochdurchsatzscreen zu etablieren, wurde ein spezielles Einfrierverfahren der Zellen im 96-well
Format entwickelt. In einem ersten Hochdursatzscreen wurden verschiedene Zelllinien auf die
entsprechende Zuckerprasentation auf der Zelloberflache getestet und der Zuckereinbau mit Hilfe
einer speziell fiir dieses Verfahren und diese Fragestellung entwickelten Software quantifiziert. Erste
Kolokalisationsstudien mit polykationischen Transportern wurden ebenfalls durchgefihrt und
ausgewertet. Getestet wurden auch Chemotherapeutika, deren Interaktion mit der Glykokalyx noch
nicht bekannt ist. Diese waren Derivate des Plakotenins.
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Zusammenfassung 3

1.2 Abstract

So far, it is known that most of the polycationic and amphiphilic drug delivery systems such as cell
penetrating peptides (CPPs) or their mimicking cell penetrating peptoids (CPPos) interact in a first
contact with proteoglycans of the cell membrane, which present their anionic sugar moieties
towards the extracellular space. They capture the peptoid molecules, tether them close to the
membrane to facilitate either endocytosis or membrane penetration. However, the interaction is
dependent of the composition of the different surface proteoglycans. We now established a High
Troughput Screen (HTS) to map the composition of the proteoglycans of different cell types in a cell
line library and explore their biological properties to characterize their physiological meaning during
CPPo uptake. For this approach synthetic sugars like azidoglucosamine, azidomannosamine and
azidogalactosamine, which are linked to proteins and lipids and are exposed towards the
extracellular glycocalyx, can be made visible by fluorophore coupled Click reagents via HTS-
fluorescence microscopy. For this approach we developed a special protocol for freezing cell line
libraries in the 96-well format. In HTS-colocalization studies we correlated the uptake of CPPos with
the decoration of sugars at the plasma membrane. Image analysis was done with for this study
developed software. First Colocalization studies with polycationic transporters were performed. In
further studies we aim to correlate these results with the in vivo tissue targeting in animals.
Chemotherapeutics with unknown Glykokalyx interactions were tested. These were derivatives of
Plakotenin.
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4 Einleitung

2 Einleitung

Kohlenhydrate haben in der Zelle und im Organismus der Vertebraten unterschiedliche Aufgaben, sei
es als Energiespeicher (Glykogen) oder als Grundbaustein der DNS (Desoxyribonukleinsdure). Sie sind
auBRerdem bei Eukaryonten mit Lipiden und Proteinen verbunden, die in der Glykokalyx der Zelle
angereichert sind, wo sie eine Rolle bei der Zellerkennung spielen (Abb.2.1). Sie kdnnen aber auch
Strukturformer bei der Zellwand von Pflanzen (Cellulose) oder Bakterien (gram negative Bakterien
besitzen Lipopolisaccharide auf ihrer Oberflache) (Hagge et al. 2006) sein. Gram negative Bakterien
haben ebenfalls eine dicke Zuckerschicht, die flr sie Schutz und Anhaftungshilfe ist (Mayberry-Carson
et al. 1984). Die Glykokalyx, ein Zuckergerlist an der Zelloberfliche, bestimmt die
Zelloberflachenbeschaffenheit der Zelle, die sehr wichtig fiir die Erkennung lebenswichtiger Faktoren,
wie Wachstumsfaktoren, andere Zellen, Proteine, Botenstoffe oder Pathogene ist. Sie besteht aus
unterschiedlichen Zuckerstrukturen, die mit membranverankerten Proteinen oder Lipiden verlinkt
sind (Paulson 1989). Neben den normalen Proteinrezeptoren konnen diese Strukturen auch
rezeptorahnliche Funktionen Gibernehmen und auch selbst als Ligand agieren.

Abbildung 2.1 | TEM Bild der Glykokalyx

2.1 Die Glykokalyx der Zelloberflache

Man unterscheidet bei den Glykanen zwischen zwei Arten: Den N-gebundenen Glykanen, die ein
Glukosamin an einem Asparagin des Proteins assoziieren und die O-gebundenen, auch Mucin-artig
genannt (Chen et al. 2008), die ein Galaktosamin an die OH-Gruppe von Serin oder Threonin anlagern
(Voet and Voet 2004) (Abb.2.2). Die O-gebundenen Glykane kommen in dem Schleim
unterschiedlicher Organismen vor, daher der Name (mucus: lat. Schleim).

OH OH
0
HO
S O] NHAc
|
OH HN, N;i, o H
HO N~
NHo O H']‘ I K
O%\ - ~e )
Asn Ser/ (Thr)
Abbildung 2.2| A, N-gebundenes Glykan B, O-gebundenes Glykan (auch: Mucin-artig)
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Einleitung 5

Es wird zwischen Proteoglykanen, mit den oben beschrieben langkettigen, sulfatierten
Polysacchariden und Glykoproteinen, mit verzweigtkettigen Zuckerstrukturen, unterschieden. Die
Glykoproteine sind im Vergleich zu den Proteoglykanen verzweigtkettiger aufgebaut und haben
weniger Sulfatreste. Die dritte groRe Gruppe bilden die Glykolipide, mit Lipidanker. Die Kontrolle
Uber die Expression der Glykostrukturen erfolgt posttranskriptional durch die Expression von
beispielsweise Glykosyltransferasen und posttranslational in ER und Golgi-Apparat (Ohtsubo and
Marth 2006).Die Polypeptidkette wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-Apparat
durch enzymatische Reaktionen posttranslationell prozessiert.

2.1.1 Glykoproteine

Die Synthese der verzweigtkettigen Zucker startet im ER (Abb.2.3). Dafiir ist das Molekil Dolichol
entscheidend, welches mit seinen lipophilen Isopreneinheiten in der ER-Membran verankert ist und
auf cytosolischer Seite zwei Phosphatreste bindet (Voet and Voet 2004; Sharon and Spiegel 1993). Es
gibt fur jede Zuckeraddition an die Kette eine eigene Glykosyl- oder eben Mannosyltransferase.
Dabei wird zundchst auBen an der ER-Membran Dolicholdiphosphat hydrolisiert und an das so
entstandene Dolicholmonophosphat werden zwei N-Acetylglukosamineinheiten angehangt (aktiviert
durch UDP), des weiteren funf Mannose-Einheiten (aktiviert durch GDP). Dann folgt ein Schritt,
dessen Mechanismus unbekannt ist: Die Translokation des Dolichol-PP-Oligosaccharids von der
cytosolischen Seite in das Lumen (Jessell et al. 1990; Cummings 2009). Mit diesem Mechanismus
werden auch neue, an Dolicholmonophoshat gebundene Zucker in das Lumen geschleust, wo sie
dann an die bereits bestehende Zuckerkette addiert werden. Zundchst transferieren
Mannosyltransferasen vier weitere Mannosereste, dann erfolgt die Anlagerung von drei
Glucoseresten. Zuletzt wird die Kette an ein Protein gebunden, dass durch die Anlagerung eines
Ribosoms in das ER-Lumen translatiert wurde. Die enzymatische Reaktion von Oligo-
saccharidtransferasen basiert auf einer Struktur im Zielprotein, bei der Asparagin durch seine
Amidgruppe mit der Hydroxylgruppe eines Threonins eine Wasserstoffbriicke ausbildet (bei N-
gebundenen Glykoproteinen). Die Amidgruppe nimmt als Nucleophil die Oligosaccharidkette auf. Das
wird von einem basischen Rest der Oligosaccharidtransferase katalysiert. Diese Reaktion kann durch
ein Epoxyethyl-Glycin in der Proteinkette unterbunden werden, das die Base des Enzyms kovalent
bindet und damit das Enzym blockiert. Bevor das Glykoprotein an den Golgi Apparat weitergeleitet
wird, muss seine Proteineinheit im ER richtig gefaltet werden. Das geschieht durch den
Calnexin/Calregulin- Zyklus, der mit dem Abbau von zwei Glukoseresten durch a-Glukosidase | und Il
beginnt. Das membrangebundene Calnexin (CNX) und das im Lumen befindliche Calregulin (CRT),
beide Lektine, sind in der Lage das ungefaltete Glykoprotein so zu binden, dass die Proteinfaltung
erlaubt ist und es nicht zum verfriihten Transport zu dem Golgi Apparat oder zur Degradation
kommt. Lost sich das Protein zu friih, so sind beide Lektine in der Lage, es nochmals zu glykosilieren
und wieder zu binden. Ebenso ist an CNX und CRT die Thioloxidoreduktase ERp57 assoziiert, die den
korrekten Einbau von Disulfidbriicken katalysiert.
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6 Einleitung

A Mannose f{:p 5GDP—A 1 UD o o
<°> g—Acetylglukosamln 1UMP S o- p o- P_o

~p Dolicholphosphat Dolicholphosphat®  ®

o Mannosidase |

medialer Golgi

N-Acetylglukosa-
minyltransferase I/ 1l
o Mannosidase I
Fukosyltransferase

Zellemembran

Galaktosyltransferase
Sialyltransferase

A Mannose A Galaktose [0 Sialinséaure
® N-Acetylglukosamin = | -Fukose

Abbildung 2.3| Glykoproteinsynthese (nach (Voet and Voet 2004)) A, Der Aufbau von Glykoproteinen im ER
erfolgt zunachst Uber die Bindung von Dolicholphosphat B, Vor dem Transport zu dem Golgi-Apparat
durchlaufen die Glykoproteine den sogenannten Calnexin/Calregulin-Zyklus: Bevor das Protein das ER verlasst,
kann es durch Calnexin und Calregulin gebunden werden. Diese beiden Lektine binden ERp57, eine
Thioloxidoreduktase, die die Disulfidbriickenbindung erleichtert. C, Glykoproteinaufbau im Golgi Apparat.
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Einleitung 7

Sobald das Protein richtig gefaltet ist und eine a-1,2-Mannosidase einen Mannoserest entfernt hat,
erfolgt der vesikuldare Transport zu dem Golgi-Apparat. Dieser gliedert sich in cis- medialer- und
trans-Golgi. In dem cis-Golgi Bereich ist die a—Mannosidase aktiv, welche zundchst einen
Mannoserest abbaut. Der Transport zum medialen und trans- Golgi erfolgt vesikuldr. Im medialen
Golgi kann N-Acetylglukosamin (N-acetylglukosamintransferase | und 1l) oder Fukose
(Fukosyltransferase) addiert werden. Im trans-Golgi erfolgt die Anlagerung von Fukose, Galaktose
(Galaktosyltransferase) und Sialinsaure (Sialyltransferase) (lozzo 1998; lJessell et al. 1990).
Glykoproteine, die in Lysosomen abgebaut werden sollen, erhalten bereits im cis- Golgi N-
Acetylglukosaminphophatreste (N-Acetylglukosaminphophotransferase) und schlieRlich Phosphat-
reste (a-N-Acetylglukosaminidase). Mittels Exozytose gelangen die fertig prozessierten
Glykoproteine dann an die Zelloberflache (Abb.2.3,C). Durch die unterschiedlichen Prozessierungs-
moglichkeiten im medialen- und trans-Golgi, erreichen die Glykoproteine eine sehr hohe Diversitat.

Deren Oligosaccharide werden in drei Gruppen unterteilt:

1.0ligosaccharide mit viel Mannose, sie besitzen zwei bis neun Mannosereste

2.Komplexe Oligosaccharide, mit viel Galaktosamin, Sialinsdure und Fukose

3.Hybrid-Oligosaccharide, die viel Mannose und auch Fukose, Sialinsdure (Abb.2.4) und Galaktosamin

besitzen
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Abbildung 2.4| A, Fukose B, Sialinsdure (auch: Neuraminsdure genannt)

Glykoproteine spielen in der Entwicklung des Nervensystems eine wichtige Rolle, da sie
Erkennungsmolekiile fiir die Zell-Zell Interaktion binden. Ein prominentes Beispiel ist NCAM (Neural-
cell-adhesion-molecule) und dessen Adhésion zu Sialinsdure (Drake et al. 2008). Migration, Cytokin-
Antwort und Differenzierung sind davon abhangig.

2.1.2 Proteoglykane

Proteoglykane (PGs) bestehen aus einem die Zellmembran durchspannenden Proteinrickgrat und
den sogenannten anionischen Glykosaminoglykanen. Diese sind eine Form der komplexen
Kohlenhydrate, die ihrerseits meist aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten bestehen, an die
eine Aminogruppe gebunden ist (Weis 1997). Mindestens ein Kohlenhydrat besitzt eine negativ
geladene Carboxyl- oder Sulfat-Gruppe. Zusammen mit einem Zellmembran-durchspannenden
Proteinriickgrad bilden die Glykosaminoglykane, die auch als Gleitmittel in Gelenken oder als
Strukturbestandteil des Bindegewebes vorkommen, die Glykokalyx. Aufgrund der Carboxylat- und
Sulfatgruppen sind sowohl die Glykosaminoglykane als auch die durch sie modifizierten
Proteoglykane stark negativ geladen und kdnnen elektrostatische Wechselwirkungen mit positiv
geladenen Interaktionspartnern eingehen (Hacker et al. 2005). Diese setzen sich aus bis zu 1000
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