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Die Glycosylierung von Proteinen ist eine komplexe Art der
posttranslationalen Modifikation und duBerst wichtig fiir die
Funktion vieler Proteine. Sialinsdure befindet sich in expo-
nierter Lage am duBleren Ende von Membranglycoproteinen.
Sie spielt eine entscheidende Rolle fiir die Regulation vieler
Zellfunktionen und bildet eine Schutzschicht um die Zelle.
Dariiber hinaus steht sie in stdndiger Wechselwirkung mit der
Zellumgebung und trigt zur Histokompatibilitit bei.l'! Dies
macht die Sialylierung zu einem interessanten Forschungs-
gebiet, doch die Visualisierung von Sialinsduren in vivo stellt
noch immer eine groBe Herausforderung dar. Genetische
Markierungsmethoden, wie die routineméiBig zur Untersu-
chung von Proteinen genutzte Expression als GFP-Fusions-
proteine, stehen fiir die Untersuchung sekundérer Genpro-
dukte, wie den Glycanen von Glycokonjugaten, nicht zur
Verfiigung. Eine neue erfolgreiche Strategie zur Visualisie-
rung von Glycanen in vitro und in vivo ist das metabolische
Oligosaccharid-Engineering (MOE).!  Hierbei werden
Zellen in Anwesenheit von nichtnatiirlichen Monosaccha-
ridderivaten, welche eine chemische Reportergruppe tragen
und trotzdem von der Biosynthesemaschinerie der Zelle ak-
zeptiert werden, kultiviert. Zum Beispiel wird peracetyliertes
N-Azidoacetylmannosamin (Ac,ManNAz) von den Zellen
aufgenommen, durch intrazellulire Esterasen desacetyliert
und aufgrund der Toleranz der an der Sialinsdurebiosynthese
beteiligten Enzyme in N-Azidoacetylneuraminsdure umge-
wandelt und in Sialoglycokonjugate eingebaut.l’! Prasentiert
auf der Zelloberfliache, kann das azidfunktionalisierte sialy-
lierte Glycan durch eine bioorthogonale Ligationsreaktion
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sichtbar gemacht werden.”! Neben Ac,ManNAz sind auch N-
Acetylgalactosamin-,”! N-Acetylglucosamin-* und L-Fucose-
Derivate!” fiir das MOE geeignet. Dies ermoglicht weitere
Einblicke in die Aufgaben zelluldrer Strukturen und die
Funktionen von Glycanen in der Zelle.

Derzeit werden vor allem die Staudinger-Ligation® und
die  Azid-Alkin-[342]-Cycloaddition  (kupferkatalysiert!®!
oder ringspannungsvermittelt,”! auch Klick-Reaktion ge-
nannt) als Ligationsreaktionen fiir das MOE verwendet. Da
jedoch beide auf der Reaktion eines Azides beruhen, konnen
sie nicht fiir den gleichzeitigen Nachweis von zwei verschie-
denen metabolisch eingebauten Kohlenhydraten genutzt
werden. Eine Markierungsstrategie, die in Anwesenheit von
Aziden und Alkinen ausgefiihrt werden kann, wiirde daher
die Anwendungsbreite chemischer Ligationsreaktionen in
lebenden Zellen entscheidend erweitern und ist daher von
groBem Interesse.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Diels-Alder-
Reaktion mit inversem Elektronenbedarf (DARinv) von
1,2,4,5-Tetrazinen"" mit gespannten Dienophilen, wie trans-
Cyclooctenen,'!! Cyclobutenen,” Norbornenen,!'“3 Cyc-
looctinen!"*!! und substituierten Cyclopropenen,!! die An-
forderungen an eine bioorthogonale Ligationsreaktion erfiillt
und auBerdem orthogonal zur Azid-Alkin-Cycloaddition ist.
Allerdings sind diese cyclischen Alkene oder kinetisch stabile
Tetrazine! vermutlich zu groB, um, ausgehend von den
entsprechenden N-Acylmannosaminderivaten, den Sialin-
sdure-Biosyntheseweg effizient zu durchlaufen. Auf der
Suche nach kleineren, fiir das MOE geeigneten Dienophilen
konnten wir monosubstituierte (terminale) Alkene als neue
Klasse chemischer Reporter identifizieren. Vor kurzem
haben wir iiber die erfolgreiche Anwendung der DARinv
zwischen terminalen Alkenen und 1,2,4,5-Tetrazinen zur
Herstellung von Kohlenhydrat-Mikroarrays berichtet.'* Da
terminale Alkene kaum in biologischen Systemen zu finden
sind und auch nicht in Proteinen vorkommen, sind sie eine
vielversprechende Reportergruppe. Wir zeigen hier, dass
ManNAc-Derivate mit einem terminalen Alken in der
Acylseitenkette metabolisch in Sialinsduren auf der Zell-
oberfliche eingebaut werden und anschlieBend durch die
DARinv markiert werden konnen (Abbildung 1). Dariiber
hinaus zeigen wir, dass eine doppelte Markierung von zwei
unterschiedlich modifizierten, metabolisch eingebauten
Monosacchariden durch Kombination der DARinv mit der
ringspannungsvermittelten Azid-Alkin-Cycloaddition
(strain-promoted azide-alkyne cycloaddition, SPAAC) mog-
lich ist.

Da die Reaktionsgeschwindigkeit der DARinv von acy-
clischen Olefinen mit Tetrazinen sehr empfindlich gegeniiber
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Abbildung 1. Strategie fiir das MOE mit terminalen Alkenen als chemi-
sche Reportergruppen.
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sterischer Hinderung ist, reagieren Doppelbindungen mit
mehr als einem Substituenten nur sehr langsam."* Terminale
Alkene hingegen konnen auch ohne weitere Aktivierung
schnell reagieren. Dies veranlasste uns, die Mannosaminde-
rivate 2 und 4 (Abbildung 2) in drei Schritten ausgehend von
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2: R = Ac (AcsManNPtl) 4: R = Ac (AcsManNHXxI) 6: R = Ac (AcsManNPeoc)

Abbildung 2. Fir das MOE verwendete Mannosaminderivate. Hxl =
noyl, Peoc = Pentenyloxycarbonyl, Ptl= Pentenoyl.

Mannosamin-Hydrochlorid zu synthetisieren (siche die Hin-
tergrundinformationen). Basierend auf fritheren Arbeiten
von Keppler et al.?! erwarteten wir, dass beide Derivate von
Zellen akzeptiert wiirden, wobei N-Pentenoylmannosamin 2
(aufgrund der kiirzeren Acylseitenkette) mit hoherer Effizi-
enz eingebaut werden sollte. Andererseits sollte die Hexe-
noylseitenkette des Mannosaminderivats 4 aufgrund des
grofleren Abstandes zwischen der Doppelbindung und der
elektronenziehenden Carbonylgruppe schneller in der
DARInv reagieren.

Als Reaktionspartner fiir die Alkene wéhlten wir ein
diarylsubstituiertes Tetrazin, da zuvor gezeigt worden war,
dass diese Verbindungen ausreichend hydrolysestabil sind,
was eine wichtige Voraussetzung fiir die bioorthogonale
Chemie ist. In einer Modellreaktion wurde Pentenamid 7 in
DMSO mit Tetrazin 8 umgesetzt, wodurch die Dihydropyri-
dazine 9a/b, die jeweils in mehreren tautomeren Formen
vorliegen, in praktisch quantitativer Ausbeute erhalten
werden (siehe Schema 1 und die Hintergrundinformationen).
LC-MS-Analytik zeigte, dass die Produkte leicht zu den Py-
ridazinen 10a/b oxidiert werden. Um die Oxidation zu ver-
vollstdndigen, wurde 9a/b mit Isopentylnitrit umgesetzt, und
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Schema 1. DARinv von Pentenamid 7 und dem diarylsubstituierten
Tetrazin 8. Es ist nur je eine tautomere Form von 9a/b gezeigt.

die Pyridazine 10a/b wurden nach Sdulenchromatographie in
einer Ausbeute von 78 % erhalten.
Nachdem wir gezeigt hatten, dass die Reaktion zwischen
einem terminalen Alken und einem Tetrazin in guter Aus-
beute verlduft, untersuchten wir die Kinetik dieser Ligati-
onsreaktion. Es ist bekannt, dass die DARinv in Wasser
wesentlich schneller ablduft als in organischen Losungs-
mitteln.'” Daher fiihrten wir einen Tri(ethylenglycol)-
Linker ein, um das wasserldsliche Tetrazin 11 zu erhalten
(Abbildung 3). Mit dieser Verbindung 11 wurden quanti-
tative kinetische Untersuchungen in wissrigem Puffer mit
ManNPtl (1) und ManNHxl (3) durchgefiihrt (sieche die
Hintergrundinformationen) und Geschwindigkeitskon-
stanten zweiter Ordnung von 0.021m7's™' fiir die Pen-
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Abbildung 3. Tetrazine und Dibenzocyclooctin-Derivate.
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tenoyl- und 0.041m's™' fiir die Hexenoylverbindung be-
stimmt. Diese Werte indizieren eine geringere Reaktionsge-
schwindigkeit als fiir die Reaktion mit cyclischen Alkenen, sie
sind dennoch vergleichbar mit den Geschwindigkeitskon-
stanten der Staudinger-Ligation (k=0.002M's™! in CD;CN/
MeOH 95:5) und der SPAAC eines Dibenzocyclooctins
(k=0.0565M"'s7! in MeOH),™ welche sich beide als sehr
wertvolle bioorthogonale Markierungsreaktionen erwiesen
haben.?!

Um die Eignung der neuen ManNAc-Derivate fiir das
MOE zu priifen, wurden verschiedene Zelllinien in Anwe-
senheit von Ac;ManNPtl (2) bzw. Ac;,ManNHxI (4) kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit dem Tetrazin-Biotin-
Konjugat 12 markiert und mit AlexaFluor-647-markiertem
Streptavidin (AF647-Streptavidin) inkubiert. Abbildung 4a

Abbildung 4. a) HEK293T-Zellen wuchsen fiir 2 Tage mit Ac,ManNPtl
(2; 100 um) (links) oder ohne 2 (rechts). Lebende Zellen wurden mit
Tetrazin-Biotin 12 (1 mm) fiir 6 h bei 37°C und anschlieRend mit
AF647-Streptavidin fir 20 min bei RT inkubiert. b) HEK293T-Zellen
wurden behandelt, wie unter (a) beschrieben, aber mit Ac,ManNHxI
(4) anstatt von Ac,ManNPtl (2). c) HelLa-S3-Zellen wuchsen fiir 3 Tage
mit Ac;ManNPeoc (6; 100 pm) (links) oder ohne 6 (rechts), wurden
anschlieBend mit Paraformaldehyd fixiert und dann wie unter (a) be-
schrieben behandelt. (MaRstab: 30 pm)

zeigt HEK293T-Zellen, die in Anwesenheit von Ac,ManNPtl
(2) gewachsen waren. Wie erwartet, zeigt eine Untersuchung
mit konfokaler Fluoreszenzmikrokopie eine intensive An-
farbung der Zellmembran dieser stark sialylierten Zelllinie.
Kontrollexperimente, in denen die Zellen in Abwesenheit
von 2 kultiviert worden waren aber ansonsten gleichermaf3en
behandelt wurden, zeigten eine vernachlidssigbare Hinter-
grundfarbung. Dieses wichtige Ergebnis bestitigt, dass das
Tetrazin-Biotin-Konjugat 12 unter diesen Bedingungen nicht
mit anderen zelluliren Komponenten, wie zum Beispiel un-
gesittigten Lipiden der Zellmembran, reagiert. Entspre-
chende Ergebnisse von HEK293T-Zellen und Ac,ManNHxl
(4) sind in Abbildung 4b gezeigt. Interessanterweise fithren
beide Zucker, 2 und 4, zu einer gleich intensiven Anfirbung
der Zellmembran. Ahnliche Ergebnisse wurden mit HeLa-
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S3-Zellen erzielt (siehe Abbildung S15 und S16 in den Hin-
tergrundinformationen).

Bisher enthielten alle im MOE verwendeten Mannos-
aminderivate eine Acylseitenkette an der 2-Aminogruppe.*!!
Um zu untersuchen, ob auch andere funktionelle Gruppen
den Biosyntheseweg durchlaufen konnen, setzten wir Pente-
nylcarbamat 6 ein. Eine Carbamatgruppe hat den Vorteil,
dass sie die Synthese funktionalisierter Mannosamine aus
Alkoholen wie Pentenol erleichtert. MOE-Experimente mit
HeLa-S3-Zellen zeigten, dass Ac;ManNPeoc (6) zu einer
dhnlich intensiven Membranfarbung fiithrt wie die Zucker 2
und 4 (Abbildung 4c). Die Geschwindigkeitskonstante zwei-
ter Ordnung fiir die DARinv von ManNPeoc (5) mit Tetrazin
11 wurde zu 0.017m 's™! bestimmt.

Als nichstes untersuchten wir die Maoglichkeit, die
DARIinv in Kombination mit der SPAAC anzuwenden, um
zwei unterschiedliche metabolisch eingebaute Zucker parallel
zu detektieren. HeLa-S3-Zellen wurden in Anwesenheit von
sowohl alkenfunktionalisiertem Ac,ManNPtl (2) als auch
peracetyliertem N-Azidoacetylgalactosamin (Ac,GalNAz;
14) kultiviert (Abbildung 5). Wihrend N-Acylmannosamin-
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Abbildung 5. Strategie zur Doppelmarkierung durch MOE mit alken-
und azidfunktionalisierten Monosacchariden gefolgt von DARinv und
SPAAC mit zwei verschiedenen Farbstoffen.

derivate wie 2 biosynthetisch in Sialinsduren eingebaut
werden, die als terminale Strukturen auf Glycoproteinen zu
finden sind, wurde gezeigt, dass Ac,GalNAz (14) in O-Gly-
cane vom Mucin-Typ eingebaut wird.® Als Kontrollexperi-
mente wurden dem Medium nur ein oder kein Zucker zuge-
setzt. Nach drei Tagen wurden die Zellen sowohl durch
DARinv (mit Tetrazin-Biotin 12 und anschlieBender AF647-
Streptavidin-Inkubation) als auch durch SPAAC (mit
AlexaFluor-488-Dibenzocyclooctin 13, AF488-DIBO) ange-
farbt und mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Bei Anwesenheit beider Zucker im Medium konnten wir
in beiden Kanélen eine deutliche Anfirbung der Zellmem-
bran detektieren (Abbildung 6b), wihrend die Abwesenheit
von einem der beiden Zucker zu ausbleibender Anfirbung
der Zellmembran im entsprechenden Kanal fiihrte (Abbil-
dung 6¢,d). Interessanterweise war im SPAAC-Kanal eine
intrazelluldre Anfirbung zu detektieren, welche wir auf un-
spezifische Anfiarbung zuriickfithren, da sie ebenso in den
Kontrollexperimenten ohne Zugabe von Ac,GalNAz (14) zu
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Abbildung 6. a) Hela-S3-Zellen wurden fiir 3 Tage kultiviert. Lebende Zellen wurden
mit Tetrazin-Biotin 12 (1 mm) fiir 6 h bei 37°C markiert und anschliefend mit
AF647-Streptavidin fiir 20 min bei RT und mit AF488-DIBO (4 um) fiir 30 min bei RT
inkubiert. b) Zellen wuchsen 3 Tage mit Ac,ManNPtl (2; 100 pm) und Ac,GalNAz
(14; 25 um) und wurden dann in gleicher Weise behandelt, wie unter (a) beschrie-

ansatz nicht nur auf metabolisches Kohlenhydrat-
Engineering beschrdnkt sondern weithin anwend-
bar.
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