Molekulare Medizin

657
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The field of synthetic glycobiotechnology encompasses the synthesis
and modification of free carbohydrates and carbohydrates linked to
biomolecules. Our group develops bio-catalytic processes for the syn-
thesis of carbohydrate building blocks, so-called sugar nucleotides,
and cell-free multi-enzyme cascades to tailor carbohydrates linked to
proteins. The technology can eventually help to advance our under-
standing of the roles of specific carbohydrates in nutrition and medi-
cine and contribute to human health and well-being.
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B Zuckerstrukturen, in denen mehrere
Monosaccharide tiber eine glykosidische Bin-
dung verbunden sind, die Glykane, sind zen-
tral fiir die Gesundheit des Menschen. Gly-
kane kommen sowohl als freie Strukturen,
z. B. in menschlicher Muttermilch, als auch
kovalent an Biomolekiile gebunden vor. Die

Erforschung der Funktionen und die Mog-
lichkeit, diese zu synthetisieren oder zu ver-
andern, fiihren zunehmend zu biotechnolo-
gischen Anwendungen. So wurde im Jahr
2013 mit Obinutuzumab erstmalig ein mono-
klonaler Antikorper fiir die Anwendung am
Menschen zugelassen, bei dem die Zucker-
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A Abb. 1: Enzymatisches Reaktionsnetzwerk zur Synthese von UDP-Gal und UDP-GIcNAc im Ein-
topfverfahren. Der Prozess ermdéglicht die Synthese beider Nukleotidzucker aus den gilinstigen
und in groBen Mengen verfligbaren Ausgangssubstraten Polyphopshate (PolyP ), Uridinmono-
phosphat (UMP), N-Acetylglucosamin (GIcNAc) bzw. Galactose (Gal). Adenosintriphosphat (ATP)
wird zur Kostenersparnis in situ aus Adenosindiphosphat (ADP) und PolyP regeneriert. Weitere
Zwischenprodukte sind Uridindiphosphat (UDP), Uridintriphosphat (UTP), Pyrophosphat (PPi) und
N-Acetylglucosamin-1-phosphat (GIcNAc-P) bzw. Galactose-1-phosphat (Gal-P). Als Endprodukt
entsteht zudem Phosphat. Erstellt mit Biorender.com.
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strukturen mittels gentechnischer Methoden
gezielt modifiziert wurden [1]. Dieser weist
im Vergleich zum nicht modifizierten Anti-
korper eine erhohte Wirksamkeit bei komor-
biden Patienten mit chronisch lymphatischer
Leukdmie auf. Des Weiteren erfolgt seit kur-
zem die Zugabe eines biotechnologisch her-
gestellten humanen Milchzuckers zu Saug-
lingsnahrungsprodukten. Die positive Aus-
wirkung humaner Milchzucker auf die Ent-
wicklung von Sauglingen wurde zuvor in
zahlreichen Studien belegt [2]. Damit ist das
Potenzial der Glykobiotechnologie aber noch
lange nicht ausgeschopft. Allein in der huma-
nen Muttermilch befinden sich bis zu 200
verschiedene humane Milchzuckerstruktu-
ren. Fiir die Konzeption und Durchfiihrung
weiterer Wirksamkeitsstudien, sowohl von
Milchzuckern als auch von therapeutischen
Proteinen mit unterschiedlichen Glykan-
strukturen, wird eine Vielzahl dieser Sub-
stanzen benotigt. Inshesondere fiir die Pro-
duktion von Kleinstmengen hat sich die
biokatalytische Synthese, d. h. die Nutzung
von Kaskaden rekombinanter Enzyme als
vielversprechend erwiesen [3]. Eine groBe
Anzahl der zum Aufbau der Zuckerstruktu-
ren benotigten Enzyme, die Glykosyltrans-
ferasen, konnen sehr effizient mittels Gen-
expression in Escherichia coli hergestellt
werden [4]. Herausforderungen fiir die
Etablierung von Plattformtechnologien zur
Synthese und Modifizierung der Zucker-
strukturen sind insbesondere die Verfiighar-
keit von giinstigen Ausgangssubstraten
sowie die Entwicklung von skalierbaren,
robusten Syntheseverfahren.

Nukleotidzucker

Fiir die enzymatische Synthese von humanen
Milchzuckern und Glykanen werden meis-
tens Nukleotidzucker als Substrate benotigt.
Die Nukleotidzucker nehmen dabei als
Zuckerdonoren an der Reaktion teil, d. h. ein
aktivierter Zuckerbaustein wird auf die vor-
handene Zuckerstruktur tibertragen. Das
Problem: Die wichtigsten Nukleotidzucker
sind kommerziell typischerweise nur in
auBerst geringen Mengen verfiighar - zu
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A Abb. 2: Enzymatische Verdnderung der Glykane des rekombinanten SARS-CoV-2-Spike-Proteins zur Erforschung der Immunantwort unterschiedli-
cher Glykanhiillen. Hier wurde aus einfachen mannosylierten Strukturen komplexe Glykane mit GIcNAc und terminaler Galactose erzeugt. Rechts:
Elektropherogramm des unprozessierten und prozessierten Spike-Proteins. A, Glykanhiille nach einer Reaktionszeit von 12 Stunden mittels der Glyko-
syltransferase MGAT 1. B, 12 Stunden nach zusatzlicher Zugabe der MGAT2. C, 12 Stunden nach zusétzlicher Zugabe der GalT [7]. Glykansymbole:
griin = Mannose; blau = GIcNAc; rot = Fucose; gelb = Galactose.

Preisen zwischen rund 2.000 und 15.000
Euro pro Gramm. In den vergangenen Jahren
hat unser Team deshalb Reaktionskaskaden
bestehend aus rekombinanten Enzymen zur
Synthese von Nukleotidzuckern in Eintopf-
verfahren entwickelt [5]. Mittels zweier die-
ser Kaskaden konnen die Nukleotidzucker
Uridindiphosphat-Galactose (UDP-Gal) und
Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin (UDP-
GlcNAc) synthetisiert werden. Diese Nukleo-
tidzucker stellen neben Fucose und Sialin-
sdure bei enzymatischen Glykosylierungsre-
aktionen die Bausteine Galactose und GlcNAc
als zentrale Bausteine von humanen Milch-
zuckern zum Transfer bereit (Abb. 1). Beide
Kaskaden bestehen aus je sechs Enzymen.
Als Ausgangssubstrate dienen die giinstigen
und in groBen Mengen verfiigharen Chemi-
kalien Polyphopshat, Uridinmonophosphat
und N-Acetylglucosamin bzw. Galactose.

Glykane

Rekombinante Glykosyltransferasen konnen
auch zur gezielten Verdanderung von Glyka-
nen an Proteinen angewandt werden. Diese
als in vitro glycoengineering bezeichnete
Methode hat den Vorteil, vollkommen unab-

héangig vom Herstellprozess des Zielproteins
durchfiihrbar zu sein. Des Weiteren konnen
mittels dieser Methode eine Reihe von Struk-
turen flexibel mit groBer Homogenitat gene-
riert werden. Neben der Anwendung der
Technologie auf monoklonale Antikorper und
andere Proteine, konnte eine Anwendung
insbesondere auch fiir die Modifikation vira-
ler Proteine von Interesse sein. Diese sind
wesentliche Bestandteile der Virusoberflache
und stellen meist das wichtigste Antigen zur
Herstellung von Impfstoffen dar. Ein Beispiel
ist das Spike-Protein des SARS-CoV-2-Erre-
gers, welches eine essenzielle Rolle beim
Eindringen der Viren in Wirtszellen spielt.
Spike-Proteine weisen, wie die Oberfldchen-
proteine vieler andere Viren, eine Glykanhiil-
le auf. Diese Glykanhiille bestimmt mit, ob
und wie das Immunsystem des Menschen auf
Viren reagiert und ob eine Erkrankung her-
vorgerufen wird. Welchen Einfluss einzelne
Glykanstrukturen von viralen Proteinen auf
die Immunantwort haben, ist bisher jedoch
noch wenig erforscht [6].

Virale Proteine konnen héufig rekombi-
nant in Insektenzellsystemen produziert
werden, u.a. auch zur Verwendung als Impf-

stoff. Um die Glykanstruktur dieser Proteine
gezielt anzupassen, haben wir eine Kaskade
bestehend aus drei rekombinanten Glykosyl-
transferasen, den GlcNAc-Transferasen
MGAT1 und MGAT2 sowie der Galactosyl-
transferase GalT, etabliert. Unter Anwen-
dung dieser Kaskade konnte die Glykanhiille
des Coronavirus-Spike-Proteins von einer
insektentypischen Glykanhiille in men-
schendhnliche Glykanstrukturen umgewan-
delt werden (Abb. 2, [7]). In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dunja
Bruder, AG Infektionsimmunologie am Insti-
tut fiir Medizinische Mikrobiologie und Kran-
kenhaushygiene Magdeburg der Universitat
Magdeburg, soll zukiinftig der Einfluss ver-
schiedener modifizierter Varianten auf die
Immunantwort im Mausmodell untersucht
werden.

In vitro-Transfer von Glykanen auf
Peptide

Die Verlinkung von Glykanen und Proteinen
zur Synthese von Glykoproteinen findet bis-
her fast ausschlieBlich innerhalb tierischer
Zellen statt. Bakterielle Produktionssysteme
wie E. coli weisen im Allgemeinen keinen
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Glykosylierungsapparat auf und eignen sich
daher nicht zur rekombinanten Produktion
von Glykoproteinen. Mehrere Forschungs-
gruppen arbeiten jedoch an Ansétzen, um
Peptide und spater vielleicht auch Proteine
nachtraglich, d. h. zellfrei im Reagenzglas, zu
glykosylieren. Wichtig bei der Etablierung
dieser Prozesse ist, dass die Glykane nur an
vorgegebene, bestimmte Sequenzen am Pro-
tein {ibertragen werden konnen. Dafiir ste-
hen mittlerweile komplexe rekombinante
Proteine zur Verfligung [8]. Ein weiterer
Schliissel zu diesem Prozess ist die Verfiig-
barkeit von lipidverlinkten Glykanen, denn
nur von diesen kann das Glykan auf die ent-
sprechende Sequenz am Zielprotein ibertra-
gen werden. Der enzymatische Aufbau dieser
lipidgebundenen Vorstufen durch eine line-
are Kaskade von rekombinanten Glykosyl-
transferasen konnte bereits erfolgreich ent-
wickelt werden [9, 10]. Das langfristige Ziel
dieser Technologie ist es, die volle Kontrolle
iiber die Glykosylierung von Biomolekiilen
zu erlangen und damit das Potenzial der syn-
thetischen Glykobiotechnologie voll auszu-
schopfen.
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