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Die intakte und vollst�ndige Glykosylierung sowohl von
membranst�ndigen als auch sekretierten Glykoproteinen ist
ein wichtiger Aspekt der einwandfreien Funktion biologi-
scher Systeme. Rekombinante Glykoproteine – z.B. Anti-
kçrper, Wachstumsfaktoren, Hormone, Impfstoffe und Kon-
trastmittel – spielen eine Schl�sselrolle in der medizinischen
Anwendung.[1] Durch das Einbringen chemisch modifizierter
Monosaccharide in die Glykaneinheiten kçnnen Eigenschaf-
ten von therapeutisch verabreichten Glykoproteinen effizient
verbessert werden, ein Verfahren, das man als metabolisches
Oligosaccharid-Engineering („metabolic oligosaccharide en-
gineering“; MOE) bezeichnet.[2] Das MOE hat neben der
pharmazeutischen Anwendung auch die Diagnostik durch
Lokalisierung und Visualisierung von Glykanen in lebenden
Organismen vorangebracht.[2]

Zum jetzigen Zeitpunkt ist bereits eine Vielzahl chemisch
modifizierter Monosaccharide f�r das MOE entwickelt
worden. Dabei sind Sialins�uren und ihre metabolische Vor-
stufe N-Acetylmannosamin (ManNAc) wegen ihrer termi-
nalen Position in den Glykanstrukturen der Glykoproteine
und ihrer Bedeutung f�r zellul�re Erkennungsprozesse als

Zielstrukturen f�r das MOE am weitesten verbreitet.[3] Es
wurden bereits mehrere ManNAc-Derivate mit modifizierten
N-Acetyl-Seitenketten synthetisiert und �ber die Sialins�ure-
biosynthese in entsprechende Sialins�ureanaloga metabolisch
eingebracht (Abbildung 1). Dieser Ansatz hat zur Erweite-

rung des Verst�ndnisses der biologischen Funktion der N-
Acyl-Seitenkette in Sialins�uren, z. B. bei Virusinfektionen[4]

oder der neuronalen Differenzierung,[5] beigetragen. Alter-
nativ dazu wurden durch die direkte Anwendung syntheti-
scher Sialins�urederivate C9-Modifikationen von Sialosiden
mçglich.[6] Zudem f�hrte eine selektive Spaltung der Gly-
koleinheit zu gekappten, sialins�uretragenden Glykanen mit
einer Aldehydfunktion f�r Markierungsreaktionen (Abbil-
dung 1).[7] Alle diese Modifikationen betreffen die N- und die
O-Glykosylierung in etwa gleichem Maße.

Wir haben nun untersucht, ob die Biosynthesemaschine-
rie der Sialins�uren auch andere ManNAc-Derivate toleriert,
die direkt am Kohlenhydrat-Sechsring modifiziert sind. Dabei
schien die C4-Modifikation am attraktivsten, da sie in der
zellul�ren Glykoproteinsynthese nicht enzymatisch modifi-
ziert wird und bis dato unbekannte, C7-modifizierte, sialin-
s�urehaltige Glykoproteine liefern w�rde (Abbildung 1). Um
die Anwendbarkeit in der Biosynthese zu testen, fassten wir
in unserer Studie das C4-modifizierte ManNAc-Derivat N-
Acetyl-4-azido-4-desoxymannosamin (4-Azido-ManNAc, 1)

Abbildung 1. Methoden zur Strukturmodifizierung von glykangebunde-
nen Sialins�uren durch Anwendung von chemisch modifiziertem
ManNAc oder direkter Periodat-Oxidation glykangebundener Sialins�u-
ren (links). Die spezifische Modifizierung der C7-Position wurde mit
C4-modifiziertem ManNAc in dieser Studie erzielt (rechts; die Metho-
den wurden bislang einzeln angewendet, mit nur jeweils einer Modifi-
kation eines einzelnen Sialins�uremolek�ls).
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ins Auge, um nach der Glykosylierung die
Mçglichkeit der Ligation und Visualisie-
rung �ber bioorthogonale Reaktionen zu
erhalten.[8]

N-Acetyl-(1,3,6-O-acetyl)-4-azido-4-
desoxymannosamin (Ac3-4-Azido-
ManNAc) wurde nach einer optimierten
Literaturvorschrift hergestellt (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformatio-
nen),[9] wobei die abschließende Peracety-
lierung die Membrang�ngigkeit zur meta-
bolischen Aufnahme des Zuckers sicher-
stellte. Dann untersuchten wir, ob dieses
synthetische Kohlenhydrat ein geeignetes
Substrat f�r MOE von Zelloberfl�chen-
Glykoproteinen in S�ugerzellen darstellt.
Wir verwendeten daf�r HEK293-Zellen
mit einem Mangel an UDP-N-Acetylglu-
cosamin-2-Epimerase/ManNAc-Kinase
(GNE), dem Schl�sselenzym der Sialin-
s�urebiosynthese, um gesteigerte Einbau-
raten der ManNAc-Analoga im Vergleich
mit GNE-exprimierenden Zellen sicher-
zustellen, wie bereits f�r N-acylierte
ManNAc-Derivate gezeigt wurde.[10] Wir
inkubierten sowohl GNE-defiziente also
auch GNE-exprimierende Zellen mit
sowohl Ac3-4-Azido-ManNAc als auch
peracetyliertem N-Azidoacetylmannos-
amin (Ac4ManNAz) und peracetyliertem
ManNAc (Ac4ManNAc, Abbildung 2a).
Die isolierten Membranen wurden mit al-
kinyliertem Biotin und AlexaFluor 488 in
Kupfer-katalysierten Cycloadditionen
(CuAAC) zur Reaktion gebracht, um die
eingebauten Azidozucker zu markieren.[11]

Nach der Auftrennung der Proben �ber
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurden die Azidoglykopro-
teine durch Fluoreszenzanalyse und Wes-
tern-Blots mit einem spezifischen Biotin-
antikçrper detektiert (Abbildung 2 b). Im
Unterschied zu Zellen, welche mit
Ac4ManNAc behandelt wurden, oder zu
mit Azidozucker behandelten, GNE-ex-
primierenden Zellen konnten in Mem-
branfraktionen der mit Ac3-4-Azido-
ManNAc behandelten GNE-defizienten
Zellen konzentrationsabh�ngige Signale
detektiert werden, vergleichbar mit den Signalen der mit
Ac4ManNAz behandelten GNE-defizienten Zellen (Abbil-
dung 2b). Diese Ergebnisse lieferten die ersten klaren Hin-
weise auf die Metabolisierung von Ac3-4-Azido-ManNAc
durch zellul�re Enzyme und den tats�chlichen Einbau in
Zelloberfl�chen-Glykoproteine, w�hrend die Azidogruppe
f�r die bioorthogonale Reaktion mit Markierungsreagentien
zug�nglich blieb.

Der Verdau der Membranfraktionen GNE-defizienter
Zellen mit Sialidase bei anschließender Reaktion mit Alki-

nylbiotin, um verbleibende Azidosialins�uren zu adressieren,
ergab kein Signal im Western-Blot, was eine Umwandlung
von Ac3-4-Azido-ManNAc in die C7-modifizierte 7-Azido-7-
desoxy-N-acetylneuramins�ure (Sia7Az) in Glykanen von
Zelloberfl�chenproteinen best�tigt (Abbildung 2c). Zur Be-
stimmung der Einbauraten von Ac3-4-Azido-ManNAc ana-
lysierten wir die Membranfraktionen der mit Zuckern be-
handelten Zellen mithilfe von fluoreszenzbasierter HPLC.
Daf�r wurden die hydrolytisch gespaltenen Sialins�uren mit
1,2-Diamino-4,5-methylenoxybenzol (DMB) markiert und im

Abbildung 2. A) Der biosynthetische Einbau peracetylierter (Ac3,Ac4-)ManNAc-Derivate in die
entsprechenden Glykokonjugat-gebundenen Sialins�uren. B) Einbau von Ac3-4-Azido-
ManNAc und Ac4-ManNAz in Zelloberfl�chen-Glykoproteine von HEK293-Zellen mit GNE-
Mangel. Membranfraktionen der drei Tage mit Zucker behandelten Zellen wurden mit alkiny-
liertem AlexaFluor 488 oder Biotin durch CuAAC zur Detektion eingebauter Sialins�uren �ber
Fluoreszenz- und Western-Blot-Analyse markiert. C) Western-Blot Analyse glykokonjugatge-
bundener Sialins�urederivate durch Sialidase-Verdau der drei Tage mit 500-mm Lçsungen der
angegebenen ManNAc-Analoga behandelten Zellen. F�r weitere Details siehe die Hinter-
grundinformationen.
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Vergleich mit chemoenzymatisch synthetisierter Sia7Az
identifiziert (Abbildung 3).[9b, 12] Die Identit�t von Sia7Az
wurde des Weiteren durch kombinierte Fl�ssigchromatogra-
phie/Massenspektrometrie (LC-MS) best�tigt (f�r Details
siehe die Hintergrundinformationen). Wir fanden Sia7Az-
Einbauraten von bis zu 50% des Gesamtsialins�uregehalts,
was der Grçßenordnung des maximalen Einbaus von Sia5Az
abgeleitet von Ac4ManNAz (60 % der Sialins�uren) ent-
spricht. Die hohe Einbaurate modifizierter Sialins�uren in
dieser Studie ist zumindest teilweise auf die Anwendung von
GNE-defizienten Zellen zur�ckzuf�hren, welche der effizi-
enten Metabolisierung von ManNAc-Derivaten zutr�glich
sind.[10] Andererseits haben mehrere Studien gezeigt, dass
ManNAz auch n�tzlich zur Modifikation von Sialins�uren in
„normalen“ GNE-exprimierenden Zellen ist. Die Einbaurate
von Ac3-4-Azido-ManNAc in dieser Studie deutet darauf hin,
dass die von uns eingef�hrte Verbindung genauso vielver-
sprechend als allgemein verwendbares Werkzeug f�r das
Glyko-Engineering ist wie ManNAz.

Nach dem erfolgreichen Einbau von Ac3-4-Azido-
ManNAc in Glykane der Zelloberfl�chen-Glykoproteine
untersuchten wir die Anwendbarkeit dieses Zuckers f�r das
MOE rekombinant exprimierter Glykoproteine. Zun�chst
wurde Ac3-4-Azido-ManNAc f�r den Einbau in Glykane von
CEACAM1 („CEA-related cell adhesion molecule 1“) und
Lactotransferrin (LTF) getestet, welche zuvor erfolgreich mit
ManNAz adressiert werden konnten.[10,13] Zu unserer �ber-
raschung konnten wir keinen Einbau von Ac3-4-Azido-
ManNAc in die Glykane von CEACAM1 oder LTF finden
(Abbildung S2). Da beide Proteine ausschließlich N-Glykane
tragen,[14] nahmen wir einen mçglicherweise spezifischen
Einbau von Ac3-4-Azido-ManNAc in O-Glykane an.

Die O-Glykan-Spezifit�t von Ac3-4-Azido-ManNAc
wurde durch die Behandlung von Zellen mit PNGase F,
einem Enzym, welches spezifisch N-Glykane spaltet, unter-
sucht. Zellen, welche mit ManNAz gefolgt von PNGase F
behandelt wurden, zeigten eine starke, jedoch nicht voll-
st�ndige Reduzierung des azidspezifischen Signals (Abbil-
dung S3, links), was auf einen vornehmlichen Einbau des
Markers in N-verkn�pfte Glykanketten hinweist. Die Inku-
bation von Ac3-4-Azido-ManNAc-behandelten Zellen mit
PNGase F hatte augenscheinlich keinen Effekt auf die Si-
gnalintensit�t der biotinmarkierten Sia7Az, wie die Western-
Blot-Analyse zeigte (Abbildung S3, Mitte). �bereinstim-
mend mit diesen Daten f�hrte die Behandlung der Zellen mit
dem N-Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin nicht zu einem
verminderten Einbau von Ac3-4-Azido-ManNAc (Abbil-
dung S3, rechts).

Zum direkten Beweis des spezifischen Einbaus von Ac3-4-
Azido-ManNAc in O-Glykane untersuchten wir Mucin-1 als
hoch O-glykosyliertes Protein, das stark in MCF-7-Zellen
exprimiert wird.[15] MCF-7-Zellen zeigten nicht nur einen
Einbau von Ac3-4-Azido-ManNAc in Glykane von Zell-
oberfl�chenproteinen, (Abbildung 4a) sondern auch in Gly-
kane des sekretierten Mucin-1 (Abbildung 4b). Zum Ver-
gleich untersuchten wir ebenfalls die Effizienz der Einbaus
von Ac4ManNAz in Salins�uren, sowie den O-Glykan-spezi-
fischen Azidozucker Ac4GalNAz.[16] Beide wurden sowohl in
Zelloberfl�chenglykane als auch in Glykane des lçslichen
Mucin-1 effizient und in �hnlichem Ausmaß wie Ac3-4-Azido-
ManNAc (Abbildung 4a,b) eingebaut. Die Markierung von
Mucin-1 durch alle drei verwendeten Substanzen weist klar
auf die Modifizierung von O-Glykanen hin, wobei Ac3-4-
Azido-ManNAc als einziges Molek�l spezifisch Sialins�uren
in derartigen Oligosacchariden adressiert.

Da Azidozucker bereits erfolgreich in der zellul�ren
Membranf�rbung[17] angewendet wurden, untersuchten wir
das Potenzial von Ac3-4-azido-ManNAc f�r die Glykanmar-
kierung in lebenden Tieren. Daf�r wurde Ac3-4-Azido-
ManNAc in die Hinterhirnventrikel von Larven des Zebra-
b�rblings 24 hpf („hours post fertilization“, Stunden nach
Befruchtung) injiziert. AlexaFluor-488-konjugiertes Diben-
zocyclooctin (DIBO),[18] das selektiv mit der Azidogruppe
modifizierter Sialins�uren reagiert, wurde 48 hpf injiziert, und
die lebenden Embryonen wurden 72 hpf analysiert. In Em-
bryonen, denen Ac3-4-azido-ManNAc injiziert worden war,
detektierten wir eine deutliche Markierung des Mittel- sowie
des Hinterhirns, w�hrend diese Regionen in den DMSO-

Abbildung 3. A) Chemoenzymatische Synthese der Standards f�r die
HPLC-Analytik. B) Quantitative Analyse des Einbaus von Sia5Az und
Sia7Az in Glykane von GNE-defizienten HEK293-Zellen. HEK293-Zellen
wurden mit einer 500-mm Lçsung von Ac3-4-Azido-ManNAc (oben),
Ac4-ManNAz (Mitte) oder einer entsprechenden Menge DMSO (unten)
�ber 3 Tage behandelt. FLU = „fluorescence light units“. F�r weitere
Details siehe die Hintergrundinformationen.
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Kontrollen nur eine leichte Hintergrundf�rbung aufwiesen
(Abbildung 5). Zus�tzlich beobachteten wir eine schwache
F�rbung des dorsalen Myoseptums, die in den Kontroll-Em-
bryos nicht auftrat (Abbildung 5, weiße Pfeile und Einsch�-
be). Die Fluoreszenzmarkierung von Teilen des zentralen
Nervensystems und des Myoseptums spiegeln mçglicherweise
den hochgradigen Einbau von Ac3-4-Azido-ManNAc in Sia-
lins�uren von stark O-glykosylierten Proteinen wie Dystro-
glykanen wider, die ein �hnliches Expressionsmuster in Ze-
brab�rblingen aufweisen.[19] Zur Untermauerung unserer Er-
gebnisse, die auf den spezifischen Einbau von Ac3-4-Azido-
ManNAc in Sialins�uren O-glykosylierter Proteine nicht nur
in S�ugerzellen, sondern auch in sich entwickelnden Zebra-
fischen hinweisen, sind weitere Studien nçtig.

Alles in allem konnten wir die erfolgreiche biochemische
und biologische Anwendung eines synthetischen, C4-modifi-
zierten ManNAc-Analogons demonstrieren, indem wir die
Umwandlung in die entsprechende C7-Azido-Sialins�ure in
S�ugerzelllinien zeigten. Des Weiteren konnten wir erstmals
den biosynthetischen Zugang der C7-Position zur bioortho-
gonalen Funktionalisierung nachweisen. Versuche, die C7-
Position mit Periodat als selektives Reagens chemisch zu
modifizieren, waren schon vorher unternommen worden,
jedoch f�hrten diese immer zu einer Kappung der Sialins�u-
remolek�le durch Entfernen von C8 und C9 in der Periodat-
oxidation.[7] Unser Ansatz hebt die Anwendung von C4-mo-
difizierten ManNAc-Derivaten hervor, welche von Zellen
umgewandelt werden, und ermçglicht dadurch die funktio-

nelle Charakterisierung von C7-modifizierten Sialins�uren
mit ansonsten erhaltener Zusammensetzung. Interessanter-
weise wurde Sia7Az nicht in N-Glykane rekombinant expri-
mierter und membranst�ndiger Proteine eingebaut, konnte
aber im stark O-glykosylierten Protein Mucin-1 detektiert
werden. Dadurch wird der Zucker zu einem wertvollen
Werkzeug f�r die spezifische O-Glykan-Analyse, welche mit
den eher unspezifischen ManNAc-Derivaten fr�herer MOE-
Studien nicht mçglich war. Zudem wurde die Anwendbarkeit
von Ac3-4-Azido-ManNAc in der Markierung von mem-
branassoziierten Glykoproteinen von kultivierten S�uger-
zelllinien und lebenden Tieren, wie am Beispiel von Zebra-
fischlarven demonstriert, gezeigt. Diese Studie best�tigt die
Relevanz eines neuen MOE-Werkzeugs mit besonderen Ei-
genschaften f�r die Glykobiologieforschung, welche sich von
anderen synthetisch zug�nglichen Azidozuckern unterschei-
den.

Eingegangen am 14. Dezember 2011,
ver�nderte Fassung am 22. Februar 2012
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