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Abstract: Protein-Glykan-Interaktionen vermitteln wichtige
biologische Prozesse wie die Pathogen-Wirt-Invasion und
zellul-re Kommunikation. Wir hier stellen einen schnellen
Ansatz vor, der die automatisierte Glykan-Assemblierung
(AGA) von 19F-markierten Sonden und Hochdurchsatz-
NMR-Methoden integriert und die Untersuchung von Prote-
in-Glykan-Interaktionen ermçglicht. Synthetische Lewis-Typ-
2-Antigene wurden gegen sieben glykanbindende Proteine
(GBPs) durchmustert, darunter DC-SIGN und BambL, die an
HIV-1- bzw. Lungeninfektionen bei immungeschw-chten Pa-
tienten beteiligt sind, wobei die Pr-ferenz fgr fucosylierte
Glykane (Lex, H Typ 2, Ley) best-tigt wurde. Bisher unbe-
kannte schwache Wechselwirkungen zwischen Glykanen und
Lektinen wurden nachgewiesen und thermodynamische Daten
gewonnen. Enzymatische Reaktionen wurden in Echtzeit
gberwacht und lieferten kinetische Parameter. Diese Ergebnis-
se zeigen den Nutzen von AGA in Kombination mit 19F-NMR-
Spektroskopie fgr die Entdeckung und Charakterisierung von
Glykan-Protein-Wechselwirkungen, wodurch sich neue Per-
spektiven fgr 19F-markierte komplexe Glykane erçffnen.

Einleitung

Glykane sind eine -ußerst vielf-ltige Klasse von Biomo-
lekglen, die an verschiedenen Prozessen wie z.B. der zellu-
l-ren Kommunikation und Erkennung beteiligt sind und die
wichtige strukturelle und modulierende Funktionen erfgl-
len.[1] Pathogene dringen in den Wirt ein, indem sie die auf
Endothelzellen vorhandenen Wirtsglykane nachahmen oder

ausnutzen. Dieser Prozess wird oft durch Lektine vermittelt,
eine Klasse Glykan-bindender Proteine (GBP), die sowohl
von Pathogenen als auch von Wirten exprimiert werden.
Typischerweise haben S-ugetier-Glykane eine geringe Affi-
nit-t fgr Rezeptoren von S-ugetieren, w-hrend sie eine
hçhere Affinit-t fgr bakterielle Lektine aufweisen.[2] Die
Messung von Glykan-Lektin-Interaktionen ist ein entschei-
dender Schritt zum Verst-ndnis der biologischen Funktionen
von Glykanen. Jedoch stellt die extreme Komplexit-t und
Diversit-t von Glykanen eine Herausforderung fgr die Cha-
rakterisierung dieser allgemein schwachen und promiskuiti-
ven Interaktionen dar.

Synthetische Glykane dienen als wertvolle Sonden zur
Untersuchung von Glykan-Protein-Interaktionen. Langwie-
rige Syntheseprotokolle behinderten jedoch ihre systemati-
sche und breite Verwendung in der Glykobiologie. Die
automatisierte Glykan-Assemblierung (AGA) ermçglicht
einen schnellen Zugang zu komplexen und gut definierten
Glykanen.[3,4] Mittels AGA werden Glykane typischerweise
in einem 3bernachtlauf synthetisiert, was die Herstellung
breit gef-cherter Glykan-Bibliotheken fgr systematische
Screenings ermçglicht.[5]

Eine weitere Herausforderung bei der Untersuchung von
Glykan-Protein-Wechselwirkungen ist der Bedarf an hoch-
empfindlichen Methoden, die in der Lage sind, Bindungser-
eignisse mit oft inh-rent niedrigen Affinit-ten nachzuweisen.
Mehrere analytische Techniken wurden entwickelt, um diese
Wechselwirkungen auf molekularer Ebene und im Hoch-
durchsatz quantitativ zu beschreiben.[6–8] Die meisten dieser
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Strategien beruhen auf immobilisierten Glykanen (z. B. die
Microarray-Technologie)[6–10] oder erfordern große Mengen
an Proben und lange Analysezeiten (isothermale Titrations-
kalorimetrie, ITC,[11] Oberfl-chenplasmonenresonanzspek-
troskopie, SPR,[12] oder Rçntgenkristallographie[13]). Im Ge-
gensatz dazu ermçglicht die NMR-Spektroskopie die schnelle
und zuverl-ssige Detektion von Protein-Glykan-Interaktio-
nen in Lçsung und liefert Informationen gber den Bindungs-
modus in einem homogenen Assay-Format ohne Immobili-
sierungsprotokolle.[14, 15]

NMR-aktive Marker werden h-ufig zur Vereinfachung
der NMR-Analyse genutzt.[15–17] Unter diesen sticht der 19F-
Kern aufgrund seiner einzigartigen Eigenschaften hervor, wie
z. B.: 1) hohe Empfindlichkeit gegengber der lokalen chemi-
schen Umgebung, 2) kurze Aufnahmezeiten, 3) einfache
Spektren, 4) breiter chemischer Verschiebungsbereich und
5) Abwesenheit in biologischen Systemen (kein Hintergrund-
signal).[18, 19] Obwohl die 19F-NMR-Spektroskopie die Be-
schreibung von Peptid-(Fehl-)Faltung, Echtzeit-in-vivo-Er-
eignissen[18–22] und Protein-Ligand-Interaktionen sowie Hoch-
durchsatz-Ligandenscreenings ermçglicht hat,[23, 24] steht die
Verwendung fluorierter Glykane zur Untersuchung von
Proteinbindungen[25] und enzymatischen Reaktionen[26–28] erst
am Anfang. Die arbeitsintensive mehrstufige Synthese von
19F-markierten Glykanen stellt den grçßten Engpass dar und
hat diese Studien auf kleine Sammlungen kurzer und relativ
einfacher Glykane beschr-nkt.[14, 29–32] Dennoch haben 19F-
markierte Glykane das Potenzial, Protein-Glykan-Interaktio-
nen detailliert zu beschreiben.[33, 34]

Hier stellen wir einen NMR-basierten Hochdurchsatz-
Ansatz fgr das Screening und die Charakterisierung von
Protein-Glykan-Interaktionen mithilfe von 19F-markierten
Glykanen vor. AGA ermçglichte einen schnellen Zugriff
auf eine Sammlung 19F-markierter komplexer Lewis-Typ-2-
Glykane. Lewis-Typ-2-Antigene sind an mehreren physiolo-
gischen und pathologischen Prozessen, einschließlich Krebs,
beteiligt, wo sie als Zelladh-sions- oder Erkennungsvermitt-
ler fungieren.[35, 36] Subtile Unterschiede im Fucosylierungs-
muster wirken sich stark auf ihre Interaktion mit Proteinen
aus, wodurch sie letztlich dem Immunsystem des Wirts
entweichen kçnnen.[37–40] Die 19F-markierten Glykansonden
(im Folgenden F-Glykane) wurden gegen S-ugetier- und
bakterielle Lektine sowie Enzyme durchmustert. Unter den
S-ugetierlektinen w-hlten wir Langerin[41] und Dendritic
Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN)[42]

aus, von denen bekannt ist, dass sie N-Glykane mit hohem
Mannosegehalt binden. DC-SIGN erkennt auch selektiv
spezifische fucosylierte Glykane,[43] die eine entscheidende
Rolle in der Biologie viraler Pathogene (z. B. HIV) spielen.
Zus-tzlich untersuchten wir lçsliche Lektine, die von einigen
opportunistischen Pathogenen produziert werden, die fgr
Lungeninfektionen verantwortlich sind, wie Pseudomonas-
(LecA und LecB)[44] und Burkholderia-Spezies (BambL).[45]

Schließlich w-hlten wir zwei verschiedene Sialyltransferasen
und untersuchten ihre Wechselwirkungen mit Lewis-Antige-
nen, da die terminale Sialylierung in Lewis-Antigenen wichtig
ist und h-ufig vorkommt.[46, 47] In Kombination mit 19F-NMR-
Spektroskopie erwiesen sich die markierten Glykansonden
als wertvoll, um Bindungsereignisse in Echtzeit zu messen,

neue schwache Protein-Glykan-Wechselwirkungen zu identi-
fizieren und Affinit-ten (Kd) sowie Kinetiken enzymatischer
Reaktionen zu bestimmen.

Ergebnisse und Diskussion

Automatisierte Synthese von F-Glykanen

Kgrzlich wurde ein elegantes Verfahren zur Generierung
einer Sammlung von Lewis-Typ-2-Antigenen mittels AGA
publiziert.[48] Wir sahen einen -hnlichen Ansatz zur Herstel-
lung einer Reihe 19F-markierter Analoga vor, um die Prot-
einbindung in einem einfachen 19F-NMR-Assay zu durch-
mustern. Da davon ausgegangen wird, dass die Position des
19F-Reporters entscheidend ist, um wertvolle Informationen
zu erhalten, wurden F-Glykane (F-Lac, F-nLac4, F-Lex, F-H
Typ 2 und F-Ley) mit dem 19F-Reporter in der inneren
Lactose-Kern-Untereinheit entworfen (Abbildung 1A). Die-
se Position ist distal von der Bindungsstelle (d.h. vom nicht-
reduzierenden Ende), um den Einfluss des Fluoratoms w-h-
rend des Bindungsereignisses zu minimieren.[49,50] Wir stellen
die Hypothese auf, dass die Markierung der inneren Kern-
Glucose-Einheit die Sensitivit-t fgr das Bindungsereignis
aufgrund von Gesamt-nderungen der Korrelationszeit des
Glykans im gebundenen Zustand aufrechterhalten sollte,
wodurch inderungen im 19F-NMR-Signal gemeldet wer-
den.[20]

19F-markierte Analoga von Lewis-Typ-2-Antigenen wur-
den auf einem festen Tr-ger (funktionalisiertes Merrifield-
Harz, L1) unter Verwendung der Bausteine (building blocks,
BBs) 1–5 synthetisiert (Abbildung 1 A). Die BBs sind mit
einer Thioether- oder einer Dibutylphosphat-reaktiven Ab-
gangsgruppe ausgestattet. Die orthogonale Abspaltung der
tempor-ren Schutzgruppen 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) und L-vulinoyl (Lev) ermçglicht eine regioselektive
Kettenverl-ngerung. Benzyl(Bn)-, Benzoyl(Bz)- und N-Tri-
chloracetyl(TCA)-Gruppen schgtzen die restlichen Funktio-
nalit-ten. Die b-Stereoselektivit-t bei der Glykosylierung mit
den BBs 1–4 wird durch die anchim-re Unterstgtzung der
Schutzgruppen an C-2 gew-hrleistet, w-hrend die a-Stereo-
selektivit-t mit BB 5 in frgheren Studien verifiziert wurde.[48]

BB 1 ist an der C-3-Position mit dem 19F-Reporter mar-
kiert.[51] Jedes Oligosaccharid wurde in einem 3bernacht-
Lauf unter den zuvor berichteten Bedingungen fgr unmar-
kierte Analoga synthetisiert (siehe SI).[48] Zu den Reaktionen
nach der AGA gehçrten die Festphasen-Methanolyse,[51]

Photospaltung[52] vom festen Tr-ger und Hydrogenolyse
(siehe SI). Ein einziger abschließender Reinigungsschritt
lieferte die anvisierten F-Glykane in Gesamtausbeuten zwi-
schen 5% und 16% gber 7 bis 15 Syntheseschritte.

19F-NMR-Screening der F-Glykan-Bibliothek

Ein 19F- und CPMG-NMR-Screening wurde durchge-
fghrt, um die Wechselwirkungen von fgnf F-Glykanen (F-
Lac, F-n-Lac4, F-Lex, F-H Typ 2 und F-Ley) mit S-ugetier-
(Langerin, DC-SIGN) und bakteriellen (LecA, LecB,
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BambL) Lektinen sowie Enzymen (a(2,3)-Sialyltransferase
aus Pasteurella multocida (Pma23ST)[53] und a(2,6)-Sialyl-
transferase aus Photobacterium damsela (Pda26ST)[54]) zu
messen (Abbildung 1B). Nach der Proteinbindung wird die
molekulare Tumbling-Rate des Glykans stark beeinflusst, was
zu einer Abnahme der 19F-Signalintensit-t fghrt.[20] Die
3berwachung der 19F-chemischen Verschiebungsstçrung
(chemical shift perturbation, CSP) oder der inderung der
Peakintensit-t nach Zugabe des Proteins ermçglichte uns
eine qualitative Bewertung der St-rke der Interaktion. Eine
Abnahme der Peakintensit-t oder eine CSP in der 19F-NMR-
Spektroskopie weist auf eine starke Bindung hin. Die An-
wendung eines CPMG-basierten Spin-Echo-Filters erlaubt
die Erkennung schwacher Bindungen. Demzufolge bevor-
zugten bakterielle (LecA, LecB und BambL) und S-ugetier-
(DC-SIGN extrazellul-re Dom-ne (ECD)) Lektine fucosy-
lierte Glykane (Abbildungen S2A, S2B, S2C und S2E). In
Gegenwart der Langerin-ECD wurde keine Bindung an F-
Glykane beobachtet (Abbildung S2D), was mit frgheren
Berichten gbereinstimmt.[55] Im Gegensatz dazu zeigten die
Enzyme deutlich schw-chere Interaktionen und eine leichte
Pr-ferenz fgr kgrzere, nicht verzweigte Glykane (Abbil-
dung S3).

Die Reporterposition auf F-Glykanen beeinflusst die Bindung an
S-ugetier- und Bakterienlektine nicht

DC-SIGN erkennt zellul-re Liganden und Pathogene, die
Lewis-Antigene exprimieren. Insbesondere Lex und Ley, die

auf Schistosoma mansoni[56] und Helicobacter pylori[43] bzw.
Endothelzellen[57] vorkommen, sind bekannte Bindungspart-
ner fgr DC-SIGN.[58] Die starke Pr-ferenz von DC-SIGN fgr
fucosylierte Liganden wurde auch mit der Kristallstruktur der
an Lex gebundenen Kohlenhydrat-Bindungsstelle von DC-
SIGN aufgekl-rt.[59] Das qualitative CPMG-NMR-Screening
von S-ugetierlektinen best-tigte die Interaktion von DC-
SIGN mit den fucosylierten Glykanen F-Lex, F-H Typ 2 und
F-Ley (Abbildung 2A), was durch inderungen der NMR-
Peakintensit-t des Reportermolekgls erkennbar ist. Dieser
Effekt wird bei einem Protein-zu-Ligand-Verh-ltnis von 2:1
maximiert (Abbildung S4A).

Zun-chst untersuchten wir die Rolle des 19F-Reporters
bei der F-Glykan-Bindung an DC-SIGN. Wir fghrten prote-
inbeobachtete 15N-HSQC-NMR-Spektroskopie durch und
nahmen HSQC-NMR-Spektren der Kohlenhydrat-Bindungs-
dom-ne von DC-SIGN (carbohydrate recognition domain,
CRD) in Gegenwart von F-Lex und Lex auf. Beide Liganden
erzeugten -hnliche Ver-nderungen des Rgckgrats der CRD
von DC-SIGN (Abbildungen 2B und S4B). Als n-chstes
untersuchten wir den Effekt der Position des Reporters auf
die F-higkeit, Bindungsereignisse aufzudecken. Wir konju-
gierten eine CF3-Gruppe an das entfernte Ende des Amin-
opentyl-Linkers am H-Typ 2 (CF3-H-Typ 2), weit entfernt
von der Kohlenhydrat-Bindungsstelle, und testeten den neu-
en Liganden in 19F- und CPMG-NMR-Spektroskopie. Seine
Bindung wurde sowohl mit S-ugetier- (DC-SIGN, Abbil-
dung 2A) als auch mit bakteriellem Lektin (BambL, Abbil-
dung S5) beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Positionierung des 19F-Reporters an der Glc-Einheit

Abbildung 1. Integrierter Ansatz ffr die Herstellung 19F-markierter Lewis-Typ-2-Glykanen durch AGA und Screening gegen Lektine und Enzyme.
A) Die Bausteine BBs 1–5, einschließlich BB 1 mit dem 19F-Reporter, wurden ffr die AGA einer Sammlung 19F-markierter Lewis-Typ-2-Antigen-
Analoga verwendet, die nach der Symbol-Nomenklatur ffr Glykane (SNFG) dargestellt sind.[16] B) Die F-Glykane wurden gegen verschiedene
Proteine, S-ugetier- und bakterielle Lektine sowie Enzyme durchmustert. Die Enzyme wurden in Abwesenheit des Donors (z. B. CMP-Neu5Ac)
durchmustert, um die Bindung an das Substrat zu testen. Die Bindungsst-rke wurde in Abh-ngigkeit von den beobachteten Ver-nderungen in der
NMR-Spektroskopie nach Zugabe des Proteins definiert (rechts). Starke Bindung (blau) ist definiert als eine Abnahme der Peakintensit-t von
mehr als @25 % oder eine chemische Verschiebungsstçrung (CSP) von mehr als 0,01 ppm in der 19F-NMR-Spektroskopie. Schwache/mittlere
Bindung (hellblau) ist definiert als eine Abnahme der Peakintensit-t von mehr als @25% in der CPMG-gefilterten 19F-NMR-Spektroskopie. Keine
Bindung (weiß) ist definiert als eine Abnahme der Peakintensit-t von weniger als @25% in der CPMG-gefilterten 19F-NMR-Spektroskopie.
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keinen Einfluss auf die Bindung von F-Glykanen mit Protei-
nen hat. Dargber hinaus kann der 19F-Reporter entfernt von
der Glykanbindungsstelle positioniert werden, um jegliche
Interferenz mit dem Bindungsereignis zu vermeiden, wobei
eine ausgezeichnete Empfindlichkeit erhalten bleibt. Die
Funktionalisierung des Amino-Linkers mit einer CF3-Gruppe
verhindert jedoch jede eine weitere Konjugation des Glykans
(z. B. an Proteine, Oberfl-chen, Liposomen).

Wir fghrten detailliertere Untersuchungen der Wechsel-
wirkungen der CRD von DC-SIGN mit F-Ley und F-H Typ 2
mittels 15N-HSQC-NMR-Spektroskopie durch (Abbildun-
gen 3A und S6A). Obwohl Ley fgr seine Wechselwirkung
mit DC-SIGN bekannt ist, gibt es bisher keine Strukturda-
ten.[57] Beide Liganden fghrten zu CSPs von Resten innerhalb
der Kohlenhydrat-Bindungsstelle sowie in entfernten Stellen
der CRD von DC-SIGN.

Die Bindung an F-Ley bewirkte grçßere Ver-nderungen
in der CRD von DC-SIGN als F-H Typ 2 oder die Monosac-
charid-Positivkontrolle d-Mannose (Abbildungen 3B und
S6B). Dieses Ergebnis zeigt, dass der Avidit-tseffekt eine
entscheidende Rolle bei den Interaktionen zwischen DC-
SIGN und Lewis-Typ-2-Antigenen spielt, wie dies auch fgr
Strukturen mit hohem Mannosegehalt gezeigt wurde.[60] Die
in entfernten Regionen des Proteins beobachteten CSPs
deuten auf eine allosterische Bindung hin, ein bekannter
Mechanismus fgr C-Typ-Lektine wie DC-SIGN.[61–63] Insge-
samt sind wir der Meinung, dass diese Sonden wertvolle
Werkzeuge fgr die Beschreibung der Interaktionsmechanis-

men zwischen DC-SIGN und fucosylierten Blutantigenen
sind.

Bindungsaffinit-t von F-Glykanen an bakterielle Lektine

Bakterielle Lektine zeigen eine bemerkenswert hohe
Affinit-t fgr fucosylierte Blutgruppenantigene.[35,64] Die In-
teraktion von BambL aus Burkholderia ambifaria mit H-
Typ 2 wurde ausfghrlich untersucht, und zwei Bindungsstel-
len wurden in einer Kristallstruktur des Komplexes identifi-
ziert (Abbildung 4A).[35] Wir setzten uns zum Ziel, diese
Interaktion fgr F-Glykane in 19F- und proteinbeobachteter
NMR-Spektroskopie zu verifizieren.

Zun-chst fghrten wir 19F-NMR-Screenings und Titrati-
onsexperimente mit fucosylierten F-Glykanen durch. Mit 19F-
NMR-Experimenten konnten wir die Interaktion best-tigen
und erhielten Affinit-tskonstanten fgr F-H Typ 2 (Kd = 9:
2 mm, Abbildungen 4B und 3C) und F-Ley (Kd = 14: 2 mm,
Abbildung S7A). Da BambL zwei Glykanbindungstellen
besitzt, wendeten wir Modelle mit einer und zwei Bindungs-
stellen an, um die Affinit-ten fgr beide Stellen abzuleiten.
Beide Modelle ergaben gbereinstimmende Kd-Werte, die mit
publizierten, mittels ITC erzeugten Werten gbereinstim-
men.[35] Obwohl wir keinen Unterschied in den Affinit-ten
zwischen den beiden Bindungsstellen in der 19F-NMR-Spek-

Abbildung 2. Bindung von S-ugetierlektin (DC-SIGN) an F-Glykane
und Untersuchung der Reporterposition. A) CPMG-NMR-Screening
von F-Glykanen allein (grau) und in Gegenwart der ECD von DC-SIGN
(blau). DC-SIGN-ECD bindet an F-Lex, F-H Typ 2 und F-Ley, was durch
eine Abnahme der Peakintensit-t in Anwesenheit von Protein gezeigt
wird (orange Linien, links). CPMG-NMR-Spektren von CF3-H Typ 2
allein (grau) und in Anwesenheit der DC-SIGN-ECD (blau; rechts).
B) Cartoon der zugewiesenen Dom-nen der DC-SIGN-CRD (nicht
zugewiesene Resonanzen in gestrichelter Linie) und CSP-Plot der
zugewiesenen Resonanzen in Gegenwart von F-Lex und Lex, der zeigt,
dass F-Lex die Resonanzen -hnlich wie unmarkiertes Lex stçrt.

Abbildung 3. Bindung von S-ugetierlektin (DC-SIGN) an F-Ley.
A) HSQC-NMR-Spektroskopie (links) zeigt die Wechselwirkung von F-
Ley mit 15N-markiertem DC-SIGN-CRD, und die gestçrten Reste wur-
den der Struktur der DC-SIGN-CRD (blau) zugeordnet. Oberfl-chendia-
gramm der Kristallstruktur der DC-SIGN-CRD (PDB: 1sl4; rechts). F-
Ley bindet an die Kohlenhydrat-Bindungsstelle der DC-SIGN-CRD,
basierend auf Ver-nderungen der Resonanzen (z.B. 321Leu, 365Asn
und 368Lys, grau). B) Cartoon der zugeordneten Dom-nen der DC-
SIGN-CRD (nicht zugeordnete Resonanzen in gestrichelter Linie) und
CSP-Plot, der zeigt, dass F-Ley die Resonanzen -hnlich wie d-Mannose
(rot, Positivkontrolle) stçrt. Die Grçßenordnung der von F-Ley erzeug-
ten CSPs ist hçher im Vergleich zu d-Mannose. CSPs, die den
Schwellenwert fberschreiten (gestrichelte Linie bei 0,005 ppm) und
Intensit-ten, die um mehr als 50% abnehmen, wurden ffr die Kartie-
rung der Bindungsstelle von F-Ley auf einer Struktur der DC-SIGN-CRD
verwendet.
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troskopie beobachteten, zeigten wir, dass die 19F-NMR-
Spektroskopie zuverl-ssig zur Bestimmung von Affinit-ten
eingesetzt werden kann, wobei im Vergleich mit ITC eine
deutlich geringere Ligandenmenge erforderlich ist.

Wir verifizierten die Wechselwirkung von F-H Typ 2
(Abbildung 4D) und F-Ley (Abbildung S7B) mit 15N-mar-
kiertem BambL in proteinbeobachteter 15N-TROSY-NMR-
Spektroskopie. Die Ver-nderung des Proteinrgckgrats -hnel-
te der mit a-Me-l-Fucose erzeugten. Dies deutet darauf hin,
dass der a-l-Fucosezweig haupts-chlich fgr die Bindung
verantwortlich war (Abbildungen S7C und 4D). Um Affini-
t-ten abzuleiten, titrierten wir beide Liganden und verfolgten
die inderungen der Peakintensit-ten und CSPs fgr die Peaks
im langsamen (F-H Typ 2 : Kd = 12: 8 mm, Abbildung 4F und
F-Ley : Kd = 17: 3 mm, Abbildung S7D) bzw. schnellen (F-H
Typ 2 : Kd = 94: 33 mm, Abbildung 4G und F-Ley : Kd = 245:
29 mm, Abbildung S7E) Austauschregime. Allerdings ist die
proteinbeobachtete NMR-Spektroskopie fgr die Bestimmung
des Kd-Werts fgr Liganden mit hohen Affinit-ten nicht gut
geeignet, was die die genaue Ableitung von Kd erschwerte.[65]

Dies unterstreicht den Vorteil der 19F-NMR fgr ligandenbe-
obachtete Ans-tze.

Zus-tzlich zu den bekannten starken Wechselwirkungen
von LecB und BambL mit fucosylierten Glykanen[66] zeigte
das CPMG-NMR-Screening schwache Wechselwirkungen
zwischen LecA und fucosylierten F-Glykanen. Um diese
Beobachtung zu best-tigen, fghrten wir 19F-R2-gefilterte,
Protein-beobachtete 19F- (PrOF) und 15N-TROSY-NMR-Ex-
perimente durch. F-H Typ 2 zeigte eine schnellere Relaxation
in Gegenwart von Protein, was auf eine schwache Wechsel-
wirkung mit LecA hinweist (Abbildung S8B).

Proteinbeobachtete NMR-Experimente mit 5-Fluortry-
ptophan (5FW, Abbildung S8C) und 15N-markiertem LecA
(Abbildungen S8D und S8E) best-tigten, dass diese Wech-
selwirkung in der kanonischen Kohlenhydrat-Bindungsstelle
von LecA stattfindet, zu erkennen durch die chemische
Verschiebung von W42 und CSPs, die den durch d-Galactose
hervorgerufenen -hneln. Nach unserem Kenntnisstand ist
dies der erste Bericht gber eine solche schwache Bindung, die
mit einer biophysikalischen Methode nachgewiesen wur-

Abbildung 4. Bindung von F-Glykanen an bakterielles Lektin (BambL). A) Oberfl-chendiagramm der Kristallstruktur von BambL im Komplex mit
H-F Typ 2 (PDB: 3zzv). Die Stellen 1 und 2 entsprechen den Kohlenhydrat-Bindungsstellen innerhalb eines Monomers bzw. zwischen zwei
Monomeren. B) 19F-NMR-Screening von F-Glykanen allein (grau) und in Gegenwart von BambL (blau). BambL bindet F-Lex, F-Ley und F-H Typ 2
stark, wie mit CSP in Anwesenheit von Protein gezeigt (orange Linie). Die 19F-NMR-Titrationsspektren zeigen, dass F-H Typ 2 bei Erhçhung der
BambL-Konzentration einen langsamen Austausch auf der Zeitskala der chemischen Verschiebung erf-hrt. C) Der Kd-Wert von F-H Typ 2 wurde
berechnet und an Ein- und Zwei-Bindungsstellen-Modelle angepasst, was zu einem Kd-Wert von 9:2 mm ffhrt. D) TROSY-NMR-Spektroskopie
verifizierte die Bindung von F-H Typ 2 an 15N-markiertes BambL. Da BambL zwei Bindungsstellen hat, wurden bei der Titration von F-H Typ 2
Peaks beobachtet, die einen langsamen (30, 7 und 33), intermedi-ren und schnellen Austausch (5, 17 und 62) auf der Zeitskala der chemischen
Verschiebung zeigen. Das Ein-Seiten-Modell ffr langsame (E) und schnelle Austauschpeaks (F) wurde angewendet, um die Kd-Werte von
12:8 mm bzw. 94:33 mm abzuleiten. G) CSP-Plot, der die in Gegenwart von a-Me-l-Fucose und F-H Typ 2 gestçrten Resonanzen zeigt.
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de.[67, 68] Diese Ergebnisse zeigen, dass F-Glykane als Sonden
fgr die Affinit-tsbestimmung und Entdeckung neuer Inter-
aktionen unter Verwendung geringer Mengen von Protein
und Ligand geeignet sind.

Enzymbindung und Echtzeitkinetik mit F-Glykanen

Mit dem 19F-NMR-Assay konnten wir die Bindung von F-
Glykanen (F-Lac und F-nLac4) an Enzyme verfolgen. Zwei
Sialyltransferasen (Pma23ST[53] und Pda26ST[54]) wurden in
Abwesenheit des Donors (d.h. CMP-Neu5Ac) untersucht
und zeigten eine schwache Bindung an das Glykansubstrat
(Abbildungen 1B und S3). Dies ist besonders relevant, da die
Akzeptor-Bindungsstellen von Transferasen in der Regel eine
sehr geringe Affinit-t haben und Bindungsereignisse dadurch
schwer zu detektieren sind. Kgrzere, nicht verzweigte Gly-
kane (F-Lac und F-nLac4) zeigten eine st-rkere Bindung als
l-ngere, verzweigte. F-Lex zeigte keine Bindung mit
Pma23ST oder Pda26ST, was mit seiner bekannten schlech-
ten Reaktivit-t als Akzeptor gbereinstimmt (Abbil-
dung S3).[69] Im Gegensatz dazu zeigte Pda26ST eine schwa-
che Bindung mit F-H Typ 2, was mit der zuvor berichteten
enzymatischen Aktivit-t gbereinstimmt (Abbildung S3).[54]

Dieser einfache Assay kçnnte als Screening-Plattform zur
Identifizierung von Akzeptor-Substraten fgr bekannte Enzy-
me und zur Entdeckung neuer Glykosyltransferasen in Be-
tracht gezogen werden.[70, 71] Die hohe Empfindlichkeit des
19F-Reporters gegengber subtilen Ver-nderungen in seiner
chemischen Umgebung bietet ein wertvolles Werkzeug fgr
die Echtzeitgberwachung enzymatischer Reaktionen. Die
Mçglichkeit, den 19F-Reporter auf einer Kohlenhydrateinheit
in der N-he der Funktionalisierungsstelle zu platzieren, ist
entscheidend, um eine CSP zu erkennen. Wir w-hlten zwei

Enzyme (b-Galactosidase[72] und Pma23ST[53]) und gberwach-
ten ihre Aktivit-t an einem Modellsubstrat, F-Lac.

Die von der b-Galactosidase vermittelte Spaltung der
glykosidischen Bindung wurde mittels 19F-NMR-Spektrosko-
pie verfolgt. Die Spaltung der endst-ndigen b-Galactose
induzierte eine CSP, und die 19F-NMR-Verfolgung in Echtzeit
ermçglichte die Ableitung des KM der enzymatischen Reak-
tion (Abbildung 5A). Als n-chstes wurde die durch
Pma23ST[53] gefçrderte Bildung glykosidischer Bindungen
in Echtzeit verfolgt. N-Acetyl-Neuramins-ure (Neu5Ac) wird
von einem aktivierten Cytidinmonophosphat-Donor (CMP-
Neu5Ac) auf das C-3-OH der terminalen Galactoseeinheit
von F-Lac gbertragen, wobei F-sLac entsteht. Die elektro-
nenziehende Eigenschaft von Neu5Ac induzierte eine che-
mische Verschiebungsstçrung von 0,2 ppm auf dem 19F-mar-
kierten Akzeptor, wodurch der enzymatische Sialylierungs-
prozess in Echtzeit verfolgt werden konnte (Abbildung 5B).
War der 19F-Reporter entfernt von der reaktiven Stelle des
Akzeptors positioniert (> 3 Zuckereinheiten entfernt, F-
nLac4), wurde trotz erfolgreicher enzymatischer Umwand-
lung keine CSP festgestellt (Abbildung S10). Im Gegensatz zu
dem, was fgr die Proteinbindung beobachtet wurde, ist also
die Position des 19F-Reporters entscheidend fgr die 3berwa-
chung enzymatischer Reaktionen.

Fazit

AGA ermçglichte die schnelle Synthese 19F-markierter
Lewis-Typ-2-Antigene fgr das Hochdurchsatz-Screening von
Proteinbindungen. Analysiert wurden S-ugetier- und bakte-
rielle Lektine sowie Enzyme. Das 19F-NMR-Screening von F-
Glykanen ermçglichte eine schnelle qualitative Auswertung
sowie eine zuverl-ssige Quantifizierung der Lektinbindung

Abbildung 5. Echtzeit-Enzymkinetik mittels 19F-NMR unter Verwendung von F-Glykanen. A) 19F-NMR-Spektroskopie von F-Lac bei Inkubation mit
b-Galactosidase. 19F-NMR-Echtzeitverfolgung der Produktbildung (schwarze Pfeile) nach Inkubation von F-Lac mit b-Galactosidase (rechts). Die
kinetischen Daten wurden abgeleitet, indem die Produktbildungsrate als Funktion der Substratkonzentration aufgetragen wurde. Der beste Fit der
experimentellen Daten liefert den KM-Wert von 86,5:10,5 mm gem-ß der Henry-Michaelis-Menten-Gleichung (links). B) 19F-NMR-Spektroskopie
von F-Lac, inkubiert mit Pma23ST in Gegenwart von CMP-Neu5Ac. Die Bildung von F-sLac (schwarze Pfeile) kann mittels 19F-NMR-Spektroskopie
in Echtzeit verfolgt werden. Die Produktbildung wurde durch HPLC best-tigt (Abbildung S9).
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(Kd). Der Assay erfordert keine markierten Proteine oder
komplexe 2D-NMR-Experimente. Alle NMR-Experimente
kçnnen in extrem kleinem Maßstab durchgefghrt werden
(wenige nmol Glykan und Protein pro Experiment). Enzy-
matische Reaktionen, einschließlich der Sialylierung, wurden
in Echtzeit verfolgt, was zeigt, dass 19F-markierte Glykane ein
großes Potenzial als molekulare Sonden zur Aufdeckung
enzymatischer Prozesse und fgr das Hochdurchsatz-Scree-
ning besitzen.[27] Protokolle fgr die selektive 19F-Markierung
von Monosacchariden sind verfggbar;[73–75] die Implementie-
rung dieser neuartigen Bausteine in der AGA wird die
Herstellung neuer Klassen von Glykansonden vorantreiben.
Angesichts der großen Streuung von 19F-NMR-Signalen
kçnnen Bibliotheken von F-Glykanen mit unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen entworfen werden, um den
Durchsatz dieses Ansatzes weiter zu erhçhen.[76] Die F-hig-
keit von 19F-Glykansonden, Bindungen oder enzymatische
Umwandlungen in Lçsung und in Echtzeit aufzudecken,
kçnnte den Weg fgr NMR-Anwendungen innerhalb von
lebenden Zellen (in-cell NMR) ebnen, die oft das Problem
hoher Hintergrundsignale zeigen.[14, 77, 78] Insgesamt sind diese
Sonden wertvolle Werkzeuge, um ein besseres molekulares
Verst-ndnis der Wechselwirkungen von komplexen Glykanen
mit Proteinrezeptoren zu erhalten.
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