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Die intakte und vollstindige Glykosylierung sowohl von
membranstidndigen als auch sekretierten Glykoproteinen ist
ein wichtiger Aspekt der einwandfreien Funktion biologi-
scher Systeme. Rekombinante Glykoproteine — z.B. Anti-
korper, Wachstumsfaktoren, Hormone, Impfstoffe und Kon-
trastmittel — spielen eine Schliisselrolle in der medizinischen
Anwendung."! Durch das Einbringen chemisch modifizierter
Monosaccharide in die Glykaneinheiten konnen Eigenschaf-
ten von therapeutisch verabreichten Glykoproteinen effizient
verbessert werden, ein Verfahren, das man als metabolisches
Oligosaccharid-Engineering (,,metabolic oligosaccharide en-
gineering“; MOE) bezeichnet.! Das MOE hat neben der
pharmazeutischen Anwendung auch die Diagnostik durch
Lokalisierung und Visualisierung von Glykanen in lebenden
Organismen vorangebracht.”!

Zum jetzigen Zeitpunkt ist bereits eine Vielzahl chemisch
modifizierter Monosaccharide fiir das MOE entwickelt
worden. Dabei sind Sialinsduren und ihre metabolische Vor-
stufe N-Acetylmannosamin (ManNAc) wegen ihrer termi-
nalen Position in den Glykanstrukturen der Glykoproteine
und ihrer Bedeutung fiir zelluldre Erkennungsprozesse als
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Zielstrukturen fiir das MOE am weitesten verbreitet.”) Es
wurden bereits mehrere ManNAc-Derivate mit modifizierten
N-Acetyl-Seitenketten synthetisiert und iiber die Sialinsdure-
biosynthese in entsprechende Sialinsdureanaloga metabolisch
eingebracht (Abbildung 1). Dieser Ansatz hat zur Erweite-
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Abbildung 1. Methoden zur Strukturmodifizierung von glykangebunde-
nen Sialinsduren durch Anwendung von chemisch modifiziertem
ManNAc oder direkter Periodat-Oxidation glykangebundener Sialinsiu-
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 Sialinsduremolekdils).

rung des Verstdndnisses der biologischen Funktion der N-
Acyl-Seitenkette in Sialinsduren, z.B. bei Virusinfektionen™!
oder der neuronalen Differenzierung,” beigetragen. Alter-
nativ dazu wurden durch die direkte Anwendung syntheti-
scher Sialinsdurederivate C9-Modifikationen von Sialosiden
moglich.”! Zudem fiihrte eine selektive Spaltung der Gly-
koleinheit zu gekappten, sialinsduretragenden Glykanen mit
einer Aldehydfunktion fiir Markierungsreaktionen (Abbil-
dung 1)."" Alle diese Modifikationen betreffen die N- und die
O-Glykosylierung in etwa gleichem MaSe.

Wir haben nun untersucht, ob die Biosynthesemaschine-
rie der Sialinsduren auch andere ManNAc-Derivate toleriert,
die direkt am Kohlenhydrat-Sechsring modifiziert sind. Dabei
schien die C4-Modifikation am attraktivsten, da sie in der
zelluldren Glykoproteinsynthese nicht enzymatisch modifi-
ziert wird und bis dato unbekannte, C7-modifizierte, sialin-
sdurehaltige Glykoproteine liefern wiirde (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)
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Substrat fiir MOE von Zelloberfldachen-
Glykoproteinen in Sdugerzellen darstellt.
Wir verwendeten dafiir HEK293-Zellen
mit einem Mangel an UDP-N-Acetylglu-
cosamin-2-Epimerase/ManNA c-Kinase
(GNE), dem Schliisselenzym der Sialin-
sdurebiosynthese, um gesteigerte Einbau-
raten der ManNAc-Analoga im Vergleich
mit GNE-exprimierenden Zellen sicher-
zustellen, wie bereits fiir N-acylierte
ManNAc-Derivate gezeigt wurde.'”! Wir
inkubierten sowohl GNE-defiziente also
auch GNE-exprimierende Zellen mit
sowohl Ac;-4-Azido-ManNAc als auch
peracetyliertem  N-Azidoacetylmannos-
amin (Ac;ManNAz) und peracetyliertem
ManNAc (AcyManNAc, 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.!'!]
Nach der Auftrennung der Proben iiber
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurden die Azidoglykopro-
teine durch Fluoreszenzanalyse und Wes-
tern-Blots mit einem spezifischen Biotin-
antikoérper detektiert (Abbildung 2b). Im
Unterschied zu Zellen, welche mit
Ac,ManNAc behandelt wurden, oder zu
mit Azidozucker behandelten, GNE-ex-
primierenden Zellen konnten in Mem-
branfraktionen der mit Ac;-4-Azido-
ManNAc behandelten GNE-defizienten
Zellen konzentrationsabhingige Signale
detektiert werden, vergleichbar mit den Signalen der mit
Ac,ManNAz behandelten GNE-defizienten Zellen (Abbil-
dung 2b). Diese Ergebnisse lieferten die ersten klaren Hin-
weise auf die Metabolisierung von Ac;-4-Azido-ManNAc
durch zellulire Enzyme und den tatsdchlichen Einbau in
Zelloberflachen-Glykoproteine, wihrend die Azidogruppe
fiir die bioorthogonale Reaktion mit Markierungsreagentien
zugénglich blieb.

Der Verdau der Membranfraktionen GNE-defizienter
Zellen mit Sialidase bei anschlieBender Reaktion mit Alki-
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Abbildung 2. A) Der biosynthetische Einbau peracetylierter (Ac;,Ac,-)ManNAc-Derivate in die
entsprechenden Glykokonjugat-gebundenen Sialinsduren. B) Einbau von Ac;-4-Azido-
ManNAc und Ac,-ManNAz in Zelloberflichen-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 Sialinsduren tber
Fluoreszenz- und Western-Blot-Analyse markiert. C) Western-Blot Analyse glykokonjugatge-
bundener Sialinsdurederivate durch Sialidase-Verdau der drei Tage mit 500-um Lésungen der
angegebenen ManNAc-Analoga behandelten Zellen. Fiir weitere Details siehe die Hinter-
grundinformationen.

nylbiotin, um verbleibende Azidosialinsduren zu adressieren,
ergab kein Signal im Western-Blot, was eine Umwandlung
von Acs-4-Azido-ManNAc in die C7-modifizierte 7-Azido-7-
desoxy-N-acetylneuraminsiure (Sia7Az) in Glykanen von
Zelloberflichenproteinen bestitigt (Abbildung 2¢). Zur Be-
stimmung der Einbauraten von Ac;-4-Azido-ManNAc ana-
lysierten wir die Membranfraktionen der mit Zuckern be-
handelten Zellen mithilfe von fluoreszenzbasierter HPLC.
Dafiir wurden die hydrolytisch gespaltenen Sialinsduren mit
1,2-Diamino-4,5-methylenoxybenzol (DMB) markiert und im
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Abbildung 3. A) Chemoenzymatische Synthese der Standards fiir 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-pum Lésung von Acs-4-Azido-ManNAc (oben),
Ac,-ManNAz (Mitte) oder einer entsprechenden Menge DMSO (unten)
tiber 3 Tage behandelt. FLU =, fluorescence light units“. Fiir weitere
Details siehe die Hintergrundinformationen.

Vergleich mit chemoenzymatisch synthetisierter Sia7Az
identifiziert (Abbildung 3).">'? Die Identitit von Sia7Az
wurde des Weiteren durch kombinierte Fliissigchromatogra-
phie/Massenspektrometrie (LC-MS) bestitigt (fiir Details
siche die Hintergrundinformationen). Wir fanden Sia7Az-
Einbauraten von bis zu 50% des Gesamtsialinsduregehalts,
was der GroBenordnung des maximalen Einbaus von Sia5Az
abgeleitet von Ac,ManNAz (60% der Sialinsduren) ent-
spricht. Die hohe Einbaurate modifizierter Sialinsduren in
dieser Studie ist zumindest teilweise auf die Anwendung von
GNE-defizienten Zellen zuriickzufiihren, welche der effizi-
enten Metabolisierung von ManNAc-Derivaten zutréglich
sind.'” Andererseits haben mehrere Studien gezeigt, dass
ManNAz auch niitzlich zur Modifikation von Sialinsduren in
,hormalen GNE-exprimierenden Zellen ist. Die Einbaurate
von Ac;-4-Azido-ManNAc in dieser Studie deutet darauf hin,
dass die von uns eingefiihrte Verbindung genauso vielver-
sprechend als allgemein verwendbares Werkzeug fiir das
Glyko-Engineering ist wie ManNAz.
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Nach dem erfolgreichen Einbau von Ac;-4-Azido-
ManNAc in Glykane der Zelloberflachen-Glykoproteine
untersuchten wir die Anwendbarkeit dieses Zuckers fiir das
MOE rekombinant exprimierter Glykoproteine. Zunéchst
wurde Ac;-4-Azido-ManNAc fiir den Einbau in Glykane von
CEACAMI1 (,,CEA-related cell adhesion molecule 1) und
Lactotransferrin (LTF) getestet, welche zuvor erfolgreich mit
ManNAz adressiert werden konnten.''®! Zu unserer Uber-
raschung konnten wir keinen Einbau von Ac;-4-Azido-
ManNAc in die Glykane von CEACAMI1 oder LTF finden
(Abbildung S2). Da beide Proteine ausschlieBlich N-Glykane
tragen,' nahmen wir einen moglicherweise spezifischen
Einbau von Ac;-4-Azido-ManNAc in O-Glykane an.

Die O-Glykan-Spezifitit von Acs;-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-
standige Reduzierung des azidspezifischen Signals (Abbil-
dung S3, links), was auf einen vornehmlichen Einbau des
Markers in N-verkniipfte Glykanketten hinweist. Die Inku-
bation von Ac;-4-Azido-ManNAc-behandelten Zellen mit
PNGase F hatte augenscheinlich keinen Effekt auf die Si-
gnalintensitét der biotinmarkierten Sia7 Az, wie die Western-
Blot-Analyse zeigte (AbbildungS3, Mitte). Ubereinstim-
mend mit diesen Daten fiihrte die Behandlung der Zellen mit
dem N-Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin nicht zu einem
verminderten Einbau von Ac;-4-Azido-ManNAc (Abbil-
dung S3, rechts).

Zum direkten Beweis des spezifischen Einbaus von Ac;-4-
Azido-ManNAc in O-Glykane untersuchten wir Mucin-1 als
hoch O-glykosyliertes Protein, das stark in MCF-7-Zellen
exprimiert wird." MCF-7-Zellen zeigten nicht nur einen
Einbau von Ac;-4-Azido-ManNAc in Glykane von Zell-
oberfldchenproteinen, (Abbildung 4a) sondern auch in Gly-
kane des sekretierten Mucin-1 (Abbildung 4b). Zum Ver-
gleich untersuchten wir ebenfalls die Effizienz der Einbaus
von Ac,ManNAz in Salinsduren, sowie den O-Glykan-spezi-
fischen Azidozucker Ac,GalNAz.'®l Beide wurden sowohl in
Zelloberflachenglykane als auch in Glykane des loslichen
Mucin-1 effizient und in dhnlichem Ausmalf3 wie Ac;-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 Ac;-4-
Azido-ManNAc als einziges Molekiil spezifisch Sialinsduren
in derartigen Oligosacchariden adressiert.

Da Azidozucker bereits erfolgreich in der zelluldren
Membranfirbung!'” angewendet wurden, untersuchten wir
das Potenzial von Ac;-4-azido-ManNAc fiir die Glykanmar-
kierung in lebenden Tieren. Dafiir wurde Ac;-4-Azido-
ManNAc in die Hinterhirnventrikel von Larven des Zebra-
bérblings 24 hpf (,,hours post fertilization®, Stunden nach
Befruchtung) injiziert. AlexaFluor-488-konjugiertes Diben-
zocyclooctin (DIBO),™! das selektiv mit der Azidogruppe
modifizierter Sialinsduren reagiert, wurde 48 hpf injiziert, und
die lebenden Embryonen wurden 72 hpf analysiert. In Em-
bryonen, denen Acs;-4-azido-ManNAc injiziert worden war,
detektierten wir eine deutliche Markierung des Mittel- sowie
des Hinterhirns, wihrend diese Regionen in den DMSO-
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Abbildung 4. A) Konzentrationsabhingiger Einbau von Ac;-4-Azido-
ManNAc in Zelloberflichen-Glykoproteine von Mucin-1-exprimierenden
MCF-7-Zellen. Die Zellen wurden drei Tage entweder mit steigender
Menge an Ac;-4-Azido-ManNAc (100, 250 und 500 um) oder mit Ac,-
ManNAc, Ac,-ManNAz und Ac,-GalNAz (je 500 um) behandelt. Die
Western-Blot-Analyse biotinmarkierter Zelloberflichen-Glykoproteine
zeigte azidmodifizierte Sialinsiuren oder GalNAz in Glykoproteinen
(oben). Membranassoziierte Mucin-1-Expression wurde durch Im-
munblotting detektiert (unten). B) Einbau von Ac;-4-Azido-ManNAc in
Glykane l6slichen, O-glykosylierten Mucin-1. Lésliches Mucin-1 aus
dem Zellkulturmedium der mit Azidozuckern behandelten MCF-7-
Zellen (analog zu (A)) wurden nach Immunprizipitation mit Alkinyl-
biotin in einer CUAAC umgesetzt und durch einen Western-Blot analy-
siert. Ac,-ManNAz und Ac,-GalNAz dienten als Positivkontrollen
(obere Reihe). Die Menge an prizipitiertem Muc-1 wurde durch Im-
munblotting detektiert (untere Reihe).

Kontrollen nur eine leichte Hintergrundfirbung aufwiesen
(Abbildung 5). Zusitzlich beobachteten wir eine schwache
Farbung des dorsalen Myoseptums, die in den Kontroll-Em-
bryos nicht auftrat (Abbildung 5, weile Pfeile und Einschii-
be). Die Fluoreszenzmarkierung von Teilen des zentralen
Nervensystems und des Myoseptums spiegeln moglicherweise
den hochgradigen Einbau von Ac;-4-Azido-ManNAc in Sia-
linsduren von stark O-glykosylierten Proteinen wie Dystro-
glykanen wider, die ein dhnliches Expressionsmuster in Ze-
brabirblingen aufweisen.'”) Zur Untermauerung unserer Er-
gebnisse, die auf den spezifischen Einbau von Ac;-4-Azido-
ManNAc in Sialinsduren O-glykosylierter Proteine nicht nur
in Sdugerzellen, sondern auch in sich entwickelnden Zebra-
fischen hinweisen, sind weitere Studien notig.

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-Sialinsdure in
Saugerzelllinien 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 fiihrten diese immer zu einer Kappung der Sialinsdu-
remolekiile durch Entfernen von C8 und C9 in der Periodat-
oxidation.”! Unser Ansatz hebt die Anwendung von C4-mo-
difizierten ManNAc-Derivaten hervor, welche von Zellen
umgewandelt werden, und ermdéglicht dadurch die funktio-
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Abbildung 5. In-vivo-Markierung von Zebrafischglykanen durch Anwen-

dung von Ac;-4-Azido-ManNAc und AlexaFluor-488-DIBO. Zebrafisch-
larven wurde 24 hpf intraventrikuldr Ac;-4-Azido-ManNAc (obere
Reihe) oder DMSO (untere Reihe) injiziert, 48 hpf wurde AlexaFluor-
488-DIBO als chemischer Marker fiir inkorporiertes Ac;-4-Azido-
ManNAc injiziert, und 72 hpf wurde die Fluoreszenzmarkierung analy-
siert. Lange Pfeile zeigen Mittelhirn- und Hinterhirnregionen, weif3e
Pfeile markieren Myosepta, die exemplarisch im Einschub vergréRert
sind. DIC =, differential interference contrast*.

nelle Charakterisierung von C7-modifizierten Sialinsduren
mit ansonsten erhaltener Zusammensetzung. Interessanter-
weise wurde Sia7Az nicht in N-Glykane rekombinant expri-
mierter und membranstindiger Proteine eingebaut, konnte
aber im stark O-glykosylierten Protein Mucin-1 detektiert
werden. Dadurch wird der Zucker zu einem wertvollen
Werkzeug fiir die spezifische O-Glykan-Analyse, welche mit
den eher unspezifischen ManNAc-Derivaten fritherer MOE-
Studien nicht méglich war. Zudem wurde die Anwendbarkeit
von Ac;-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 bestétigt die
Relevanz eines neuen MOE-Werkzeugs mit besonderen Ei-
genschaften fiir die Glykobiologieforschung, welche sich von
anderen synthetisch zuginglichen Azidozuckern unterschei-
den.

Eingegangen am 14. Dezember 2011,
verdanderte Fassung am 22. Februar 2012
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