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Fluoreszente Mimetika von CMP-NeuSA ¢ sind hochaffine, zellgingige
Polarisationssonden eukaryotischer und bakterieller Sialyltransferasen
und inhibieren die zellulare Sialylierung™**

Johannes J. Preidl, Vinayaga S. Gnanapragassam, Michael Lisurek, Jorn Saupe,

Riidiger Horstkorte und Jorg Rademann*

Abstract: Oligosaccharide der Glycolipide und Glycoproteine
auf der dufleren Membran humaner Zellen tragen terminale
Neuraminsduren, die fiir die Zell-Zell-Erkennung und die
Adhision von Zellen, Bakterien und Viruspartikeln verant-
wortlich sind. Die Synthese der Neuraminsdure-tragenden
Glycoside wird von intrazelluliren Sialyltransferasen vollzo-
gen. Daher konnte die chemische Manipulation der zelluliren
Sialylierung ein Weg zur Hemmung der Krebsentwicklung
sowie von Entziindungen und Infektionen sein. Hier wird die
Entwicklung und Anwendung der ersten nanomolaren fluo-
reszenten Inhibitoren von Sialyltransferasen beschrieben. Die
erhaltenen Mimetika von Kohlenhydratnukleotiden erwiesen
sich als Liganden der vier kommerziell erhiltlichen und in
Fluoreszenzpolarisations-Assays getesteten eukaryotischen
wie bakteriellen Sialyltransferasen. Dariiber hinaus wurde
beobachtet, dass die anionischen Mimetika schnell und effizi-
ent in Vesikeln in Zellen eindrangen und zu den kernnahen
Organellen von CHO-Zellen wanderten. Die neuen Verbin-
dungen inhibieren die zelluldre Sialylierung in zwei Zelllinien
und erdffnen neue Perspektiven zur Untersuchung zellulirer
Sialylierung.

Sialinséiuren wie die 5-N-Acetylneuraminsiure (NeuS5Ac)
sind an Glycokonjugate wie Glycoproteine und Glycolipide
der duBeren Zelloberfliche eukaryotischer Zellen gebunden
und agieren unter anderem als multivalente Liganden in
Zelladhisionsprozessen. Die Regulierung der Sialylierung ist
dabei von allgemeiner Bedeutung bei der Wartung gesunder
Zellen und Organismen.!!) Hypersialylierung von Zellen wird
bei Entziindungsprozessen beobachtet und ermdoglicht Im-
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munzellen in infiziertes Gewebe einzudringen.”) Uberdies
sind hypersialylierte Krebszellen befahigt, sich aus ihrer Pri-
mirgewebeumgebung zu 16sen, zu migrieren und in entfern-
ten Geweben Metastasen zu bilden.”! Hypersialylierung weist
daher oftmals auf eine schlechte Prognose von Neoplasien
hin, und die Inhibition derselben konnte eine mogliche the-
rapeutische Strategie gegen Krebs darstellen.

Die Sialylierung von Glycokonjugaten erfolgt im Golgi-
Apparat durch mindestens 20 unterschiedliche Sialyltransfe-
rasen, die sowohl im menschlichen wie auch im Méusegenom
gefunden wurden.”! Der Sialylierungsgrad von Zellen ist eng
mit dem Expressionsspiegel der Sialyltransferasen verkniipft,
was letztere als mogliches Ziel fiir pharmakologische Ein-
griffe empfiehlt.® Fiir ein weiterreichendes Verstindnis der
Funktionen und der Bedeutung der Proteinsialylierung sind
proteinbindende Sonden fiir diese Enzymklasse iiberaus er-
strebenswert. Dariiber hinaus wiren spezifische und generi-
sche Inhibitoren dieser Enzyme fiir die Validierung der Si-
alyltransferasen als potentielle Ziele fiir die Behandlung
metastasierender Neoplasien wertvoll.”)

Inhibitoren fiir Sialyltransferasen zu entwickeln, ist aus
einer Reihe von Griinden aufwéndig und anspruchsvoll.
Erstens sind bislang wenige der genetisch codierten Enzyme
als stabile, losliche bioaktive Proteine fiir homogene Assays
exprimiert und isoliert worden. Zweitens ist die Entwicklung
funktioneller Assays erschwert, da viele der Enzyme spezifi-
sche Oligosaccharidsubstrate benétigen, die aufwindig her-
gestellt oder isoliert werden miissen. Drittens erfordert die
Verfolgung der Enzymreaktion typischerweise die Analyse
der Produkte mittels Chromatographie, wodurch die Assays
bei niedrigem Durchsatz zeitraubend und teuer werden,?®
obgleich jiingste Fortschritte im Bereich von Glycan-Arrays
zukiinftig eine Alternative fiir die Losungsassays hervor-
bringen konnten.”)

Aus diesen Uberlegungen schlossen wir, dass ein gene-
reller Assay fiir Sialyltransferasen nur realisierbar wire, wenn
nicht die enzymspezifische Umsetzung von Akzeptorsub-
straten, sondern die Bindung an die Erkennungstasche des
Donorsubstrats dieser Enzyme, 5-N-Acetylneuraminsiure-
cytidinmonophosphat (CMP-Neu5Ac, Abbildung 1), detek-
tiert wiirde. Fiir die Realisierung eines solchen Bindungsas-
says fiir Sialyltransferasen bedurfte es der Entwicklung ge-
nerischer Sonden fiir diese Enzymklasse.

Bereits vor zwei Jahrzehnten etablierten Reutter et al.,
dass die Enzyme des Sialinsduremetabolismus, so auch die
Sialyltransferasen, beim Donorsubstrat verschiedene Substi-
tuenten in der C5-Position tolerieren.!'”] Neben der nativen N-
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Abbildung 1. Design von potentiellen Sondenmolekiilen fiir Sialyltrans-
ferasen: Das native Substrat der Sialyltransferasen, CMP-Neu5Ac
(oben), kann an der 5-Position der Neuraminséure variiert werden. Do-
cking-Studien einer daraus abgeleiteten Struktur (R)-1-m an die bakte-
rielle Sialyltransferase PmST1 (PDB: 2IHZ)"™! und spiter (siehe Hinter-
grundinformationen) an die Saugetiertransferase pST3Gal | (PDB:
2WNBM).

Acetyl-Gruppe werden groflere Amidreste und Azide ak-
zeptiert, eine Erkenntnis, die nachfolgend fiir die Derivati-
sierung von 5-Azidosialinsduren auf lebenden Zellen genutzt
wurde."! Potente Inhibitoren von Sialyltransferasen, auf
Phosphatester von a-Hydroxybenzylphosphonsédurederivaten
basierend, wurden von der Gruppe von R. R. Schmidt iden-
tifiziert.'? Die Kombination dieser unterschiedlichen Er-
kenntnisse veranlasste uns die Hypothese aufzustellen,
Arylamid 1 konne eine allgemeine Struktur genereller
Sonden fiir Sialyltransferasen darstellen (Abbildung 1): Die
Grundstruktur von 1 sollte den Bindungsmodus des Sub-
strates bewahren, und die Substrattoleranz der Enzyme ge-
geniiber der C5-Position von CMP-NeuSAc konnte, auf die
Inhibitoren iibertragen, verschiedene Substituenten in meta-
wie para-Position ermoglichen. So wire die Integration gro-
Berer Gruppen wie Fluorophore, Funktionalititen fiir Pull-
Down-Experimente oder photoreaktive Crosslinking-Grup-
pen denkbar. Wir fokussierten uns zunichst auf die Ent-
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wicklung fluoreszenter Sialyltransferasesonden, da diese
Molekiile direkt in Bindungsassays eingesetzt werden
konnen. Dabei werden die durch kompetitive Verdriangung
solcher Sonden hervorgerufenen Verdnderungen in der
Fluoreszenzpolarisation gemessen.

Docking-Simulationen der entworfenen Molekiile mit
den Kiristallstrukturen der Sialyltransferase PmST1 (PDB:
2IHZ)™ und spiter der nicht homologen Siugetiertransfe-
rase pST3Gal I (PDB: 2WNB!) ermutigten uns, dieser Hy-
pothese nachzugehen (Abbildung 1 und S2 in den Hinter-
grundinformationen). Verschiedene Kombinationen aus
Spacer und Fluorescein als Fluorophor passten gut in die
Bindungstasche und interferierten nicht mit der Erkennung
des mutmaBlichen CMP-Neu5SAc-Mimetikums. Entspre-
chend wurde eine Reihe potentieller Fluoreszenzsonden 1 fiir
Sialyltransferasen entworfen (Abbildung 1, Schema 1). Vari-
iert wurden die Substitution am Phenylring des Inhibitors
(meta oder para), die Einfuhr eines Glycin-Linkers zwischen
Fluorescein und dem Inhibitor sowie die Konfiguration des a-
Hydroxymethylphosphonats (R oder S).

Die Synthese der Sonden begann mit der Alkylierung von
Triallylphosphit mit den elektrophilen 3- oder 4-Nitroben-
zylbromiden 2-m und 2-p. Die erhaltenen Phosphonate 3-m
und 3-p wurden mit Natrium-bis(trimethylsilyl)amid
(NaHMDS) deprotoniert und die intermedidren Phosphoryl-
stabilisierten Benzylanionen durch die Anwendung von ent-
weder (—)- oder (+)-[(8,8-Dichlorcamphoryl)sulfonyl]oxaz-
iridin'*! 4 stereoselektiv zu den entsprechenden (R)- und (S)-
a-Hydroxymethylphosphonaten (R)-5-m oder (R)-5-p und
(8)-5-m oder (S)-5-p oxidiert. Der Enantiomereniiberschuss
(ee) wurde durch die NMR-Analyse der abgeleiteten Mosher-
Ester mit Werten zwischen 83-87% bestimmt (fiir Details
siche Hintergrundinformationen).

Die vier Nitro-substituierten (R)- und (S)-a-Hydroxy-
methylphosphonate 5 wurden mit Zinn(II)-chlorid zu den
entsprechenden vier aromatischen Amiden (R)-6-m oder (R)-
6-p sowie (S)-6-m oder (S)-6-p reduziert. Die Aniline 6 waren
nach Isolation und langerer Lagerung nicht stabil und wurden
daher nach wissriger Aufarbeitung unverziiglich an Pivaloyl-
geschiitztes 6-Carboxyfluorescein!'® 7 oder das Glycinspacer-
derivat 7-G gekuppelt. Sechs stabile Benzylalkohole der all-
gemeinen Struktur 8 wurden isoliert, (R)- und (S)-8-m, (R)-
und (S)-8-p sowie (R)- und (S)-8-G-m, die letzten beiden mit
dem Glycinspacer. Alle sechs Alkohole 8 wurden an das ge-
schiitzte Cytidinphosphoramidit 9 gekuppelt, mit tert-Butyl-
hydroperoxid oxidiert und anschlieBend mit [Pd(PPh;),]
sowie K,CO; in MeOH in einer Prozedur entschiitzt, die eine
simultane Abspaltung der Allyl-, Acetyl-, Pivaloyl- und
Cyanoethylschutzgruppen in einem Schritt ermdglicht." Die
sechs erhaltenen Fluorescein-markierten Inhibitoren (R)-
und (S)-1-m, (R)- und (S)-1-p sowie (R)- und (S5)-1-G-m
wurden mittels HPLC-Chromatographie aufgereinigt und mit
einem Kationenaustauscherharz in die entsprechenden Na-
triumsalze iiberfithrt. Der finale Diastereomereniiberschuss
(de) der sechs potentiellen FP-Sonden 1 wurde durch die
Integration der Protonensignale des Cytidin H-5 oder H-1" in
den 'H-NMR-Spektren bestimmt und lag zwischen 71 und
84 % . Entsprechend war keine signifikante Epimerisierung im
Laufe des mehrstufigen Protokolls von 6 zu 1 zu verzeichnen.

www.angewandte.de

Chemie

5809


http://www.angewandte.de

Angewandte

5810

Zuschriften

Cl
3-m 57 % N
7!
2'P 3.p 67 % o”S\‘OO

(+)- oder (-)-4

_OAI
X
OZNg Br_2 y ozNg " OAll 4> ONT—

NH,
0 SN

A

O N

(R-1-G-m 8%
(S)1-G-m 68 %

Schema 1. Reaktionsbedingungen fiir die Synthese der Sonde 1: a)

¢}

|
H
° Y1 O %
P
R _R-OAll
0©  OH OH PVO 0" oAl

OH OH OH

_OAll _OAIl
( ).. OAIl und OzN_ (S).. oAl —>

(R)-5-m 53 %
(R):-5-p 55% &)

o A p A
RN ] gonl

(R)-6-m (S)-6-m
(R)-6-p (S)-6-

0|
J/CN NHAC pvo Vim d

(S)-5-m 66 %
-5-P 60 %

L ﬁo

7,7-G

OAc OAc

OPv
n=0:(R)-8 58 % n=1:(R)-8-G-m 60 %
(S)—8-m 56 % (S)-8-G-m 34 %
(R-8-p 26%
(S)8-p 22%

P(OAIl);, Toluol, Mikrowellen, 105°C, 15 h; b) 1. NaHMDS, THF, —95—
—45°C, 1-3 h, 2. (—)- oder (+)-4, THF, —95°C——78°C, 3.5 h; ee 84-87%;

c) SnCl,, EtOH, 20-40°C, 1-3 d; d) 7 or 7-G, EDC, DCM, 2-18 h; e) 1.

9, 1H-Tetrazol, DCM, 2.5-18 h; 2. tBuOOH, 1-21 h; f) 1. [Pd(PPhs),], K,COs;, MeOH, 4-24 h, 2. HPLC, 3. Na*, de 71-84%.

Zur Evaluierung der Bindung der Sonden an die CMP-
Neu5Ac-Bindungstasche wurden zwei kommerziell erhaltli-
che Siugetiersialyltransferasen ausgewihlt, die rST3Gal 111
aus der Ratte fiir die Sialylierung von Galaktose in Position 3
und die humane hST6Gal 1™ fiir die Sialylierung von Ga-
laktose in Position 6, beide in 16slicher Form und rekombinant
in Insektenzellen exprimiert erhéltlich. Zusétzlich wurden die
beiden prokaryotischen Sialyltransferasen PmST1 aus Pas-
teurella multocida® und Pd2,6ST(N) aus Photobacterium
damsela® fiir die Sialylierung von Galaktose in Position 3
bzw. in Position 6 eingesetzt. Die potentiellen Enzymsonden
1 wurden in Puffer gelost (10 nM) und mit seriellen Verdiin-
nungen der vier Sialyltransferasen titriert. Die Bestimmung
der Dissoziationskonstanten K, der Liganden-Protein-Kom-
plexe erfolgte durch die Messung der Anisotropiednderungen
der Fluoreszenzpolarisation als Funktion der Enzymkonzen-
tration. Dabei erwiesen sich alle Sonden als Liganden der vier
untersuchten STs. Die Bindungsaffinititen gegeniiber den
Sdugetier-STs waren sehr hoch und lagen im zweistelligen
nanomolaren Bereich mit iiberraschend geringen Affinitits-
differenzen zwischen den verschiedenen Sonden. Die besten
Affinititen gegeniiber den bakteriellen STs waren ebenfalls
im niedrigen nanomolaren Bereich, jedoch mit stdrkeren
Variationen zwischen den Sonden.

Die Konfiguration der o-Hydroxymethylphosphonate
hatte nur einen geringen FEinfluss auf die Bindungseigen-
schaften der Sonden gegeniiber den Sdugetier-STs, wihrend
die R-konfigurierten Sonden bei den bakteriellen STs we-
sentlich besser als die S-konfigurierten banden. Die Position
der aromatischen Substitution hatte nur geringen Einfluss auf
die Affinitdten der Sonden zu den Saugetier-STs, aber die
para-substituierten Sonden waren sehr viel starkere Liganden
der bakteriellen STs als die meta-substituierten. Beides,
sowohl die Konfiguration des benzylischen Stereozentrums
als auch die aromatische Substitution, beeinflussten die
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anisotropischen Eigenschaften der Sonden beziiglich der
maximalen Anisotropie und der Quantenausbeute der Fluo-
reszenz. Der Glycin-Linker schien fiir die Bindung der
Sonden an die STs bedeutungslos, steigerte allerdings den
Dynamikbereich der Anisotropie fiir die rfST3Gal II signifi-
kant. Unterschiede im Dynamikbereich der Anisotropie
zwischen den Sonden konnte durch die Flexibilitdt des
Fluorophor-Tags, unterschiedliche Rotationsrelaxationszei-
ten der Sonden-Protein-Komplexe oder den Einfluss der
Proteinumgebung auf die Fluoreszenzlebensdauer entste-
hen.”! Die Selektivitit der ST-Sonden wurde fiir ein ausge-
wihltes Beispiel eingehender untersucht. (S)-1-G-m wurde
mit steigenden Konzentrationen der kommerziell erhaltli-
chen B-1,4-Galactosyltransferase aus der Kuhmilch inkubiert
und die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Selbst bei der
maximalen Proteinkonzentration von 250 uM war nur eine
geringfiigige Retention der FP zu verzeichnen, woraus auf
einen K > 250 pM fiir diese Sonde und eine Selektivitit fiir
die beiden eukaryotischen Sialyltransferasen von mehr als
10000 geschlossen werden kann.

Als néchstes wurde ein FP-basierter Verdréangungsassay
fiir jede der Sialyltransferasen etabliert (Abbildung 2). Dazu
wurde fiir jede ST eine Sonde ausgewihlt, die eine optimale
Kombination aus hoher Affinitdt, hohem Anisotropie-Dy-
namikfenster und konstanter Fluoreszenzquantenausbeute
aufwies. Dies waren (S)-1-G-m fiir das Rattenenzym rST3Gal
II, (S)-1-p fiir das humane Protein hST6Gal I, (R)-1-p fiir
Pd2,6ST(N) und (S)-1-p fiir PmST1. Die initiale Anisotropie
wurde fiir jeden Bindungsassay hinsichtlich der Sensitivitét
durch Justieren der Proteinkonzentration optimiert.?*!

Anschliefend wurden die gebundenen Sonden durch die
Zugabe von Cytidindiphosphat (CDP) und dem vereinfach-
ten nicht-fluoreszenten CMP-NeuS5Ac-Biomimetikum 1-Ac
(Abbildung 1, R=Me) kompetitiv verdriangt. Die Experi-
mente bestétigten eindeutig den reversiblen Bindungsmodus

Angew. Chem. 2014, 126, 5808 —5813


http://www.angewandte.de

2754 rST3Gal

250
225
200
175
150
125
1004

75

50

25

Anisotropie [mA]

I+ SmG86

hST6Gal | + Sp6
Pd2,6ST(N) + Rp6
PmST1 + Sp6

1F
0
-9

-8 -7
Ig(cEnzym [M]IM)

-6

160-]
140-]
120
100

Anisotropie [mA]
o«
o
1

rST3Gal Il
hST6Gal |
Pd2,6ST(N)

PmST
L e

9 8 -7 6 5 4 -3 -2
lg(Ccytgindiphospnat [M1/M)

bred

Angewandte

160-]
1404
= 1201
100

o

Anisotropie [mA
[e24
<

[F4¥+

rST3Gal Il
hSTéGal |
Pd2,6ST(N)
PmST

9 8 7 6 5 4 3
lg(c.ac [MI/M)

Abbildung 2. Fluoreszenzpolarisation-Bindungskurven der potentesten Sonden (links), Verdringung mit Cytidindiphosphat (CDP) (Mitte) und 1-
Ac (rechts). Graphen aller Sonden und ein DMSO-Test fiir 1-Ac finden sich in den Hintergrundinformationen.

Tabelle 1: Bindungsaffinititen (Kp-Werte) and Anisotropiednderungen (AA) der fluoreszenten NeuAc5-CMP-Mimetika 1 sowie Verdringungseigen-
schaften (K-Werte) und Assaysignalfenster (AA) der Inhibitoren Cytidindiphosphat (CDP) und 1-Ac hinsichtlich der vier eukaryotischen und bakte-

riellen Sialyltransferasen.

Sonde rST3Gal II hST6Gal | Pd2,6ST(N) PmST1
Ko [nM]® AA [mAJ® Ko/K; [nM]® AA [mA]® Ko/ K; [nm]® AA [mA]? Ko/K; [nM]® AA [mA]®
(R)-1-m 41.04£1.9  181.5+6.1 222404 2132425 924.6+157.5  193.3+15.5 336+138 160.7£6.2
(S)-1-m 448408 1441416 9.0+0.3 184.8+£2.8 >1000 180.1+£28.5 183.8+£7.9 1403 +£2.7
(R)-1-p 245407 131.54+2.7 21.54+0.6 152.242.7 83.9+5.1 159.24+4.5 11.5+0.6 133.74+4.2
(S)-1-p 78.9+4.5 180.3+6.7 11.3+02 205.0+2.7 590.7448.5 163.2+£4.7 26.5+1.0 157.7+2.38
(R)1-G-m  23.940.6 194.3£29 17.94+03 205.0+2.0 53.2+£13.9 75.1+£11.6 12.7+£1.0 139.0+£4.1
(S)-1-G-m  23.5+£09 214.5+54 12.8+0.2 208.9+23 >1000 182.14+9.4 184.6+21.0 1043+£5.2

rST3Gal Il hST6Gal | Pd2,6ST(N) PmST1
Inhibitor K; [pum]e! AA [mA]E! K; [um]® AA [mA]E! K; [um]®! AA [mA]H K; [um] AA [mA]F
CDP 32.83+£4.31  129.5+4.1 3.50+£0.41 104.6+8.0 0.094£0.00 742425 0.15+£0.01  77.445.6
1-Ac 0% DMSO  0.660.03 128.44+4.0 0.78+£0.09 101.9+9.5 036+0.02 725425 0.08+0.01 75.845.6
1-Ac 1% DMSO  0.6940.03 115.54+0.7 0.884+0.13  96.8+£11.2 0.39+0.01  70.0+-4.8 0.094+0.01  80.0£7.0

[a] & Standardfehler; fett gedruckte FP-Sonden wurden fiir die Verdringungsstudien verwendet.

aller selektierten Sonden. Die Inhibitionskonstanten K;
wurden nach einer Methode von Nikolovska-Coleska et al.*!
berechnet, und CDP zeigte Inhibition der Sdugetier-STs im
um-Bereich, wéhrend 1-Ac im sub-um Bereich aktiv war
(sieche Tabelle 1). Bemerkenswerterweise wies CDP gegen-
iiber beiden bakteriellen Sialyltransferasen dhnliche Inhibi-
tionswirkungen auf wie das nicht-fluoreszente Mimetikum 1-
Ac. Der Verdriangungsassay erwies sich als robust gegeniiber
1% Dimethylsulfoxid (DMSO), eine wichtige Eigenschaft fiir
den Einsatz dieses Assays im Screening chemischer Biblio-
theken.

AbschlieBend wurde die selektierte Sonde (S)-1-G-m in
lebenden Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen untersucht.
Gewohnlich wird die duflere Zellmembran als impermeabel
gegeniiber polyanionischen Molekiilen, wie die Verbindun-
gen 1 es ist, betrachtet, ein allgemeines Problem fiir die zel-
luldre Verfiigbarkeit organischer Phosphate, Phosphatmime-
tika, Nukleinsduren usw. Daher erwarteten wir den Bedarf
von Transfektionsmitteln, um die Sonde (S)-1-G-m in die
Zellen zu transportieren. Zu unserer groBen Uberraschung
filhrte die Behandlung der CHO-Zellen mit der Fluores-
zenzsonde (S)-1-G-m zu einer raschen und anhaltenden in-
trazelluldiren Farbung der Zellen (Abbildung 3). Intensitét
wie Homogenitidt der zelluliren Aufnahme wurde mittels
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Durchflusszytometrie untersucht (Abbildung 3E,F). Nach
24 h Inkubation mit (S)-1-G-m zeigten alle CHO-Zellen
starke Fluoreszenz (dunkelgrau), wihrend die Kontrollzellen,
behandelt mit 6-Carboxyfluorescein bei identischer Konzen-
tration, weniger als 5% Fluoreszenz (hellgrau) zeigten.

Die Farbung der Zellen mit (S)-1-G-m wurde aus-
schlieBlich in subzelluliren Kompartimenten beobachtet,
wihrend das Cytoplasma iiberhaupt nicht beeinflusst wurde.
Dies weist auf einen vesikuldren Aufnahmemechanismus hin.
Die fluoreszenten Vesikel verlagerten sich schnell in die
Umgebung des Nukleus, welcher selbst nicht angefirbt
wurde. Um die subzelluldre Lokalisation von (S)-1-G-m ex-
akter zu bestimmen, wurde der Farbstoff Bodipy tr Cs cera-
mideP® eingesetzt. Bodipy tr Cs ceramide wurde als spezifi-
scher Farbstoff fiir extranukleare Kompartimente von Zellen,
insbesondere des endoplasmatischen Retikulums (ER) und
des Golgi-Apparats, beschrieben. Die Coanfiarbung von
CHO-Zellen mit (S5)-1-G-m (griin), dem Nukleusfirberea-
gens Hoechst 33342 (blau) und dem ER/Golgi-Tracker (rot)
bestitigte die Translokation des NeuSAc-Biomimetikums in
die den Zellkern umgebenden Kompartimente. Die direkt an
den Nukleus gebundenen Kompartimente, das ER und das
ndhere cis-Golgi-Netzwerk, welche durch den Tracker am
starksten gefdarbt wurden, enthielten keine Sialyltransferase-
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Abbildung 3. Zelluldre Aufnahme von (S)-1-G-m durch CHO-Zellen:
A) Nukleusanfirbung mit Hoechst 33342 und Uberlagerung mit Pha-
senkontrastbild; B) mit BODIPY TR Cs-ceramide (5 um) fiir Markierung
des ER und des Golgi; C) vesikulire Verteilung der Sonde; D) Cofir-
bung mit drei Farbstoffen (fiir Bilder der Kontrolle und Behandlung
mit Carboxyfluorescein, siehe Hintergrundinformationen). Durchfluss-
zytometrieanalyse der Aufnahme von (S)-1-G-m (50 pm) durch CHO-
Zellen verglichen mit Carboxyfluorescein (FAM) und Kontrolle nach
24 h Inkubation. E) Logarithmisches Diagramm, das eine signifikante
Fluoreszenz aller mit der Sonde inkubierten Zellen zeigt. F) Balkendia-
gramm der absoluten Werte (Mittelwert +£SEM, n=2).

sonde. Allerdings zeigten die direkt an die am stirksten rot
angefarbten Organellen gebundenen Kompartimente die
stirkste Fluoresceinfluoreszenz. Diese Kompartimente
konnten Teil des trans-Golgi-Netzwerks sein, welches die
beschriebene Lage der Sialyltransferasen ist. Daher wurde
der funktionelle Einfluss der Sonde auf die Sialylierung le-
bender Zellen untersucht. Zwei Zelllinien, CHO- und B35-
Zellen, wurden mit einer einzelnen Dosis der Sonde (5)-1-G-
m (50 puM, 24 h) inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, lysiert
und identische Mengen des Zelllysats einer SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese zugefiihrt. Das Gel wurde auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und die sialylierten Glyco-
proteine durch Inkubation mit biotinyliertem Sialolektin
Limax Flavus Agglutinin (LFA) und anschlieBende Behand-
lung mit Streptavidin-markierter Meerrettichperoxidase de-
tektiert (Abbildung 4). In beiden Zelllinien wurde bei Inku-
bation mit der Sonde (§)-1-G-m ein Riickgang der Chemilu-
mineszenzintensitdt der LFA-Fiarbung beobachtet, ein Hin-
weis auf die reduzierte Sialylierung der mit SDS-Page sepa-
rierten Glycoproteine.

Zusammengefasst haben wir die Verbindungen der all-
gemeinen Struktur 1 als generelle und potente Fluoreszenz-
sonden fiir Sialyltransferasen etabliert. Die entwickelten
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Abbildung 4. Lektin-Blot: CHO- oder B35-Zellen wurden in Abwesen-
heit (—) oder Gegenwart (+) von 1-G-m (50 pm) fiir 24 h geziichtet.
Die Zellen wurden geerntet und in RIPA-Puffer homogenisiert. Identi-
sche Mengen (50 ug) der Zelllysate wurden auf jede Tasche aufgetra-
gen, und eine SDS-Page wurde durchgefiihrt. Die Proteine wurden ge-
blottet und sialylierte Proteine mit biotinyliertem Limax Flavus Aggluti-
nin (LFA) (1:5000) sowie Streptavidin-markierter Meerrettichperoxi-
dase (1:20000) detektiert.

Sonden erwiesen sich als hochaktiv gegeniiber den vier ge-
testeten rekombinanten Sialyltransferasen, die von Séuge-
tieren stammen oder bakterieller Herkunft sind und im
Zeitraum dieser Untersuchungen die einzigen vier kommer-
ziell verfiigbaren Enzyme waren. Die Bindung der Sonden an
die STs wurde in Fluoreszenzpolarisationsexperimenten un-
tersucht, wobei Anisotropiemessungen fiir die Etablierung
eines robusten kompetitiven Bindungsassays fiir jede der in
dieser Studie verwendeten STs eingesetzt wurde. Die ausge-
wihlte Sonde (§)-1-G-m war hoch zellgédngig und fand sich in
den Zellnukleus umgebenden Kompartimenten, moglicher-
weise dem trans-Golgi-Netzwerk. Ferner inhibierte (§)-1-G-
m die Proteinsialylierung in zwei Zelllinien. Dieser Befund
generiert neue wissenschaftliche Moglichkeiten sowie For-
schungsrichtungen und wirft zugleich zusitzliche Fragen auf.
Als nidchstes werden die zellgidngigen Sonden in weiteren
funktionellen biologischen Studien untersucht, um ihr Po-
tential als Inhibitoren der Membransialylierung in lebenden
Zellen genau zu iiberpriifen und den Effekt der verédnderten
zelluldaren Dekoration mit Sialinsdureresten zu studieren.
Weiter gilt es den mutmaflichen Membranrezeptor zu iden-
tifizieren, der fiir die vesikuldre Aufnahme der Sonden ver-
antwortlich ist. AbschlieBend sind die Sonden derzeit im
Screening chemischer Bibliotheken zur Suche kleiner Mole-
kiilinhibitoren von Sialyltransferasen im Einsatz, die in Zu-
kunft als innovativer therapeutische Ansatz gegen Krebszel-
len getestet werden konnten.””!
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