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Abstract: Die Glycosylierung von Proteinen ist eine weit ver-
breitete posttranslationale Modifikation, die an der Regulation
vieler Proteinfunktionen beteiligt ist. Um die biologischen
Funktionen dieser Modifikation zu verstehen, w�re die Vi-
sualisierung des Glycosylierungszustandes spezifischer Pro-
teine in lebenden Zellen von entscheidender Bedeutung. Bisher
wurde dies noch nicht erreicht. Hier zeigen wir die Detektion
proteinspezifischer Glycosylierung der intrazellul�ren Protei-
ne OGT, Foxo1, p53 und Akt1 in lebenden Zellen. Unser breit
anwendbarer Ansatz beruht auf der Fluoreszenzmarkierung
intrazellul�rer, metabolisch eingebauter Kohlenhydrate durch
Diels-Alder-Chemie. Die gew�hlten Proteine sind mit grîn
fluoreszierendem Protein (EGFP) markiert. Fluoreszenz-
lebenszeitmikroskopie (FLIM) gestattet die Detektion von
Fçrster-Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen EGFP
und dem am Glycan gebundenen Fluorophor mit hohem
Kontrast selbst in Gegenwart des großen �berschusses an
Akzeptorfluorophor.

Glycosylierung ist eine essenzielle posttranslationale Mo-
difikation.[1] Die Anknîpfung von Oligosacchariden, wie N-
Glycanen (gebunden an Asparagin) oder O-Glycanen des
Mucin-Typs (gebunden an Serin oder Threonin), erfolgt auf
dem ER-Golgi-Weg (ER = endoplasmatisches Retikulum).
Diese Glycoproteine finden sich auf der Zelloberfl�che
wieder oder werden in den extrazellul�ren Raum sekretiert.
Darîber hinaus sind viele zytoplasmatische, nukle�re und
mitochondriale Proteine mit einzelnen N-Acetylglucosamin-
(GlcNAc)-Resten an Serin oder Threonin modifiziert

(O-GlcNAc-Modifikation, O-GlcNAcylierung).[2] Die O-
GlcNAcylierung reguliert Proteinphosphorylierung, -abbau
und -lokalisation sowie Protein-Protein-Wechselwirkungen
und beeinflusst die Transkription.[3] Stçrungen der O-
GlcNAcylierung sind mitverantwortlich fîr ernstzunehmende
Krankheiten, wie Typ-2-Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen und die Alzheimer-Krankheit.[4] Methoden zur Vi-
sualisierung des Glycosylierungszustandes eines spezifischen
Proteins in lebenden Zellen sind Voraussetzung, um biologi-
sche Funktionen der O-GlcNAcylierung zu untersuchen.
Dieses wichtige Ziel wurde bislang jedoch noch nicht erreicht.

In frîheren Arbeiten wurde die Glycosylierung spezifi-
scher Proteine îber biochemische Methoden und Massen-
spektrometrie nach Isolierung detektiert, was jedoch den
zellul�ren Kontext des Proteins aufhebt.[5] Conze et al. ver-
wendeten einen Proximit�ts-Ligations-Test, um die Glycosy-
lierung von MUC2 zu detektieren.[6] Andere Gruppen nutzen
metabolisches Glycoengineering (MGE) fîr die Fluores-
zenzmarkierung von Kohlenhydraten im gesamten Glycom[7]

und fîhrten einen zweiten Fluorophor an einem bestimmten
Protein ein. Proteinglycosylierung wurde îber Fçrster-Reso-
nanzenergietransfer (FRET) als Nachweis r�umlicher N�he
von Donor- und Akzeptor-Fluorophor verfolgt.[8] All diese
Ans�tze verwendeten die Azid-Alkin-Cycloaddition als bio-
orthogonale Ligationsreaktion und beschr�nkten sich auf
Zelloberfl�chenproteine. Tats�chlich ist die Anwendbarkeit
der Kupfer(I)-katalysierten[9] oder Ringspannungs-vermittel-
ten[10] Azid-Alkin-Cycloaddition innerhalb von lebenden
Zellen begrenzt.[11] CuI ist zytotoxisch, und fîr die Cyclo-
octine, die bei der Ringspannungs-vermittelten Variante
Anwendung finden, wurde gezeigt, dass sie mit Thiolen rea-
gieren,[12] die im reduzierenden Milieu des Zytosols in hohen
Konzentrationen vorliegen.

Kîrzlich wurde die Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf (DAinv-Reaktion) mit terminalen Alke-
nen[13] oder Methylcyclopropenen[14] als chemischen Repor-
tergruppen beim MGE als alternative bioorthogonale Liga-
tionsreaktion angewendet. Carbamat-verknîpfte Methyl-
cyclopropenderivate haben sich fîr diesen Zweck als beson-
ders geeignet herausgestellt.[14c–e] Die DAinv-Reaktion[15] ist
hoch selektiv, bençtigt keinen giftigen Schwermetallkataly-
sator, und Methylcyclopropene sind stabil in Gegenwart von
Thiolen.[14a, 16] Diese Eigenschaften machen die DAinv-Re-
aktion zu einer besonders geeigneten Ligationsmethode fîr
intrazellul�re Anwendungen. Unter verschiedenen Kohlen-
hydraten, die zur Visualisierung der O-GlcNAcylierung be-
schrieben wurden,[14d,e, 17] reagiert das kîrzlich entwickelte,
peracetylierte Methylcyclopropen-markierte N-Acetylglu-
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cosamin (Ac4GlcNCyoc) schnell in einer DAinv-Reaktion
mit Tetrazinen.[14d,e]

Hier pr�sentieren wir die erste Methode zur Visualisie-
rung der Glycosylierung spezifischer intrazellul�rer Proteine
in lebenden Zellen (Abbildung 1A). Hierzu markierten wir
verschiedene Zielproteine mit dem verst�rkt (enhanced) grîn
fluoreszierenden Protein (EGFP) und fîhrten MGE mit
Ac4GlcNCyoc durch. �ber eine DAinv-Reaktion wurde ein
Akzeptorfluorophor glycomweit an die metabolisch einge-
bauten Zucker gebunden. Nur die Glycosylierung des Ziel-
proteins fîhrt zu FRET zwischen EGFP-Donor und Akzep-
torfarbstoff. Wir zeigen, dass FRET durch Fluoreszenzle-
benszeitmikroskopie (FLIM) selbst in Gegenwart eines
großen �berschusses an Akzeptorfluorophor mit hohem
Kontrast detektiert werden kann. Mit dieser Strategie konn-
ten wir die Glycosylierung der intrazellul�ren Proteine OGT,
Foxo1, p53 und Akt1 visualisieren.

Das Enzym O-GlcNAc-
Transferase (OGT)[18] fungierte
als Modellprotein fîr unsere Me-
thode. Die OGT katalysiert die b-
O-glycosidische Verknîpfung von
UDP-GlcNAc an Serin- oder
Threoninreste von Proteinen, was
zur O-GlcNAcylierung fîhrt. Sie
befindet sich im Zytoplasma und
im Zellkern und kann sich selbst
O-GlcNAcylieren.[19] Andere
Glycosylierungsarten sind fîr die
OGT nicht bekannt.

Nach Optimierung des
Ac4GlcNCyoc-Einbaus und Be-
stimmung der geeigneten Mar-
kierungsbedingungen (Abbildun-
gen S1 und S2 der Hintergrund-
informationen) wurde sicherge-
stellt, dass die OGT mit
Ac4GlcNCyoc modifiziert wird.
Dazu wurden HEK293T-Zellen
mit einem EGFP-OGT-Expressi-
onsvektor transfiziert. Kontroll-
experimente wurden mit Zellen
durchgefîhrt, die mit einem
EGFP-Expressionsvektor transfi-
ziert worden waren. Die Zellen
wurden 20 h mit 100 mm
Ac4GlcNCyoc oder Ac4GlcNAc
behandelt. Ac4GlcNAc fungierte
als Kontrolle, da es nicht mit dem
Farbstoff-Tetrazin(Tz)-Konjugat
reagieren kann. Die Zellen
wurden lysiert, und EGFP-OGT
oder EGFP wurde mit einem anti-
GFP-Antikçrper aus den Zell-
lysaten extrahiert. Die Immun-
pr�zipitate wurden mit Cy3-Tz
markiert und îber SDS-PAGE
aufgetrennt, und die Glycosylie-

rung der Proteine wurde durch Detektion der Cy3-Fluores-
zenz auf dem Western Blot detektiert (Abbildung 2A). Im-
munmarkierung gegen GFP best�tigte gleiche Ladungsmen-
gen von EGFP-OGT und EGFP fîr Ac4GlcNCyoc- oder
Ac4GlcNAc-behandelte Proben. Fîr EGFP-OGT-transfi-
zierte Zellen wurde nur fîr Ac4GlcNCyoc-behandelte Proben
Cy3-Fluoreszenz bei etwa 135 kDa beobachtet. Fîr EGFP-
transfizierte Zellen war kein Cy3-Fluoreszenzsignal bei
30 kDa vorhanden. Diese Befunde veranschaulichen, dass
EGFP nicht glycosyliert ist und die Cy3-Fluoreszenz von
EGFP-OGT allein von der Modifikation der OGT mit
Ac4GlcNCyoc herrîhrt. Daher verwendeten wir in den fol-
genden Experimenten EGFP als Negativkontrolle. Zusam-
menfassend ergibt sich, dass sich der Einbau von
Ac4GlcNCyoc zur Beobachtung intrazellul�rer, proteinspe-
zifischer Glycosylierung durch DAinv-Chemie eignet.

Fîr die Detektion îber Western Blot setzten wir Cy3-Tz
ein (Abbildung S2C). Zur Detektion der OGT-Glycosylie-

Abbildung 1. Experimentelle Strategie. A) Peracetyliertes Methylcyclopropen-modifiziertes N-Acetylglu-
cosamin (Ac4GlcNCyoc) wird von der Zelle aufgenommen, von unspezifischen Esterasen desacetyliert
und in das zellul�re Glycom einschließlich des EGFP-markierten Zielproteins (protein of interest, POI)
eingebaut. Alle Proteine, in die GlcNCyoc eingebaut wurde, werden in einer spezifischen DAinv-Reakti-
on mit einem Farbstoff-Tetrazin-Konjugat verknípft. Die Fluoreszenzlebenszeit des Donors (EGFP)
kann zur Untersuchung der Glycosylierung des Zielproteins verwendet werden, indem FRET zwischen
dem Donor und dem Akzeptorfarbstoff-Tetrazin-Konjugat ausgelesen wird. B) Chemische Strukturfor-
meln von Cy3-Tetrazin (Cy3-Tz) und TAMRA-Tetrazin (TAMRA-Tz).
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rung im Inneren lebender Zellen durch FRET-Mikroskopie
w�hlten wir das zellg�ngige TAMRA-Tz (Abbildung 1B), das
die Viabilit�t der Zellen nicht beeinflusst (Abbildung S3).
Eine 20-stîndige Behandlung der Zellen mit 50 mm
Ac4GlcNCyoc oder Ac4GlcNAc reduzierte die �berlebens-
rate nur leicht (auf 81–85%), w�hrend 100 mm zu 53 bzw. 74%
lebender Zellen fîhrten (Abbildung S4).

Da der klassische FRET auf der Strahlungsemission des
Akzeptors beruht, werden aufw�ndige Kontrollen bençtigt,
um Kreuzanregung und spektrales Durchlecken zu korrigie-
ren. Fîr intrazellul�re Anwendungen ist das spektrale Aus-
lesen des FRET durch das Hintergrundsignal, das durch einen
�berschuss an Akzeptorfarbstoff entsteht, limitiert. Wir
verwendeten daher Fluoreszenzlebenszeitmikroskopie
(FLIM) als einen alternativen Ansatz. Die Fluoreszenz-
lebenszeit des Donors ist ein direktes Maß fîr die Energie-
îbertragung, da sie durch einen zus�tzlichen Desaktivie-
rungsweg, wie FRET, gesenkt wird. Aus mehreren FLIM-
Techniken w�hlten wir den Weitfeldansatz in der Frequenz-
dom�ne, da er besonders fîr die Messung in lebenden Zellen
geeignet ist. Aufgrund der schnellen, parallelen Aufnahme
der Daten aller Pixel kçnnen viele Zellen innerhalb kîrzester

Zeit abgebildet werden, was statistische Vergleiche ermçg-
licht.

HEK293T-Zellen wurden mit EGFP-OGT oder EGFP
transfiziert, 20 h mit Ac4GlcNAc oder Ac4GlcNCyoc behan-
delt und mit TAMRA-Tz inkubiert. Bilder der Fluoreszenz-
lebenszeiten sind in Falschfarben dargestellt und intensit�ts-
gewichtet. Die Farbe eines Pixels entspricht dabei seiner
Lebenszeit und die Helligkeit seiner Intensit�t (Abbil-
dung 2B). Bemerkenswerterweise ist die Fluoreszenzlebens-
zeit von EGFP-OGT nach Behandlung mit Ac4GlcNCyoc
deutlich kîrzer als nach der mit Ac4GlcNAc. Dieser Effekt ist
schon bei einer Zuckerkonzentration von 50 mm klar er-
kennbar, ist jedoch bei einer Konzentration von 100 mm noch
deutlicher ausgepr�gt (Abbildungen 2B und S5).

Die Fluoreszenzlebenszeiten von EGFP-OGT unter-
scheiden sich auch in Abwesenheit von Ac4GlcNCyoc leicht
von denen von EGFP (Abbildungen 2 B und S5). Dies kann
durch zwei Effekte erkl�rt werden: Die Fluoreszenzlebens-
zeit kann von lokalen Parametern (Viskosit�t, Temperatur,
Ionenkonzentration, pH-Wert und Sauerstoffkonzentration),
die fîr verschiedene EGFP-Fusionsproteine unterschiedlich
sein kçnnen, beeinflusst werden.[20] Zus�tzlich kann die un-
spezifische Markierung von Proteinen mit TAMRA-Tz zu
einem Hintergrund-FRET fîhren, der sowohl in mit
Ac4GlcNCyoc- als auch in mit Ac4GlcNAc-behandelten
Zellen vorhanden ist. Fîr die Analyse der FRET-Effizienzen
haben wir daher die Fluoreszenzlebenszeiten von
Ac4GlcNCyoc- und Ac4GlcNAc-behandelten Zellen fîr jedes
Protein verglichen (Abbildung 2C). Die FRET-Effizienzen
fîr EGFP-OGT betrugen 16 bzw. 30% bei 50 bzw. 100 mm
Zucker. Da EGFP nicht mit dem Akzeptorfluorophor mar-
kiert ist, wurde es als Negativkontrolle verwendet, um das
Ausmaß des intermolekularen FRET zu benachbarten Pro-
teinen zu bestimmen, die den modifizierten Zucker eingebaut
hatten und spezifisch mit TAMRA-Tz markiert worden
waren. Die FRET-Effizienzen fîr EGFP lagen fîr beide
Zuckerkonzentrationen unter 10%. Dies zeigt, dass der in-
termolekulare FRET deutlich schw�cher ist als der protein-
spezifische, intramolekulare FRET. Trotzdem kann ein FRET
zwischen einem EGFP-markierten Protein und seinem gly-
cosylierten Interaktionspartner nicht ausgeschlossen werden,
wenn eine unmittelbare N�he der beiden Fluoreszenzfarb-
stoffe gegeben ist.

Um unsere Befunde zu untermauern, bestimmten wir die
FRET-Effizienzen zus�tzlich îber Akzeptorphotobleichen
mit fixierten Zellen (Abbildung S6). Die in EGFP-OGT- und
EGFP-transfizierten Zellen gemessenen apparenten FRET-
Effizienzen stimmen gut mit unseren FLIM-Befunden îber-
ein. Zusammengenommen zeigen unsere Daten die Gly-
cosylierung von OGT in lebenden Zellen.

Um die generelle Anwendbarkeit des Ansatzes zu de-
monstrieren, untersuchten wir fînf zus�tzliche intrazellul�re
Proteine mit einer Vielzahl zellul�rer Aufgaben (Forkhead-
Box-Transkriptionsfaktor Foxo1, Tumorsuppressor p53,
Serin/Threonin-Kinase 1 Akt1, zytoplasmatisches Aktin-
Bindeprotein Vinculin und Calcium/Calmodulin-abh�ngige
Proteinkinase CAMK4). Fîr alle ist O-GlcNAcylierung die
einzige dokumentierte Glycosylierung (Tabelle S1).

Abbildung 2. Visualisierung der Glycosylierung von OGT in lebenden
Zellen. A) Der Einbau von Ac4GlcNCyoc wurde biochemisch best�tigt.
HEK293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fír EGFP-OGT
oder EGFP transfiziert, 20 h mit 100 mm Ac4GlcNAc (¢) oder
Ac4GlcNCyoc (++) behandelt und lysiert. EGFP-OGT und EGFP wurden
durch Verwendung eines anti-GFP-Antikçrpers aus Ganzzelllysaten
immunpr�zipitiert und mit Cy3-Tz markiert. Die Cy3-Fluoreszenz wurde
íber Western Blots detektiert. Gleiche Mengen an isolierten EGFP-Fu-
sionsproteinen wurden durch einen anti-GFP-Antikçrper sichergestellt.
B) Bilder der in Falschfarben und intensit�tsgewichtet dargestellten
Fluoreszenzmodulationslebenszeiten EGFP-OGT- und EGFP-transfi-
zierter Zellen. HEK293T-Zellen wurden mit entweder 50 oder 100 mm
Ac4GlcNAc oder Ac4GlcNCyoc behandelt und mit TAMRA-Tz markiert.
Maßstab: 10 mm. C) Fluoreszenzmodulationslebenszeiten t aus drei
Experimenten mit fínf Zellen jeweils mit Zuckerkonzentrationen c von
50 oder 100 mm wurden gemittelt und die apparenten FRET-Effizien-
zen E als (1¢tAc4GlcNCyoc/tAc4GlcNAc)100% berechnet. Dargestellt sind
Mittelwerte �SEM (Standardfehler des Mittelwertes). Die statistische
Signifikanz wurde mit einem Zwei-Weg-ANOVA- und einem Bonferroni-
Post-Test bestimmt. Der Signifikanzgrad betr�gt *** p<0.001.
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Die entsprechenden EGFP-Fusionsproteine wurden
immunpr�zipitiert, um den Einbau von Ac4GlcNCyoc zu
untersuchen. Immunpr�zipitationen mit einem monoklona-
len Antikçrper gegen GFP zeigten, dass Foxo1-EGFP, p53-
EGFP, Akt1-EGFP und CAMK4-EGFP mit Ac4GlcNCyoc
modifiziert waren, w�hrend EGFP-Vinculin nicht modifiziert
wurde (Abbildungen 3A und S7A). Bei der Durchfîhrung

der FLIM-FRET-Mikroskopie mit lebenden Zellen wurden
nach der Behandlung mit 50 mm Ac4GlcNCyoc deutliche
Unterschiede der Fluoreszenzlebenszeiten fîr Foxo1-EGFP,
p53-EGFP und Akt1-EGFP detektiert (Abbildungen 3B und
S8A). Bei einer Konzentration von 100 mm Ac4GlcNCyoc
verkîrzten sich die Fluoreszenzlebenszeiten noch deutlicher
(Abbildungen S8B und S9A).

Foxo1-EGFP befindet sich îberwiegend im Zytoplasma,
p53-EGFP ausschließlich im Zellkern und Akt1-EGFP
sowohl im Zytoplasma als auch im Kern (Abbildung 3B).
W�hrend sich die Fluoreszenzlebenszeiten von Foxo1-EGFP
und p53-EGPF innerhalb der Zellen nicht r�umlich unter-
schieden, nahm die Fluoreszenzlebenszeit von Akt1-EGFP
im Zellkern st�rker ab als im Zytoplasma (Abbildung 3 B). Es
war berichtet worden, dass die nukle�re Lokalisation von
Akt1 durch dessen O-GlcNAcylierung reguliert sein
kçnnte.[21] Durch eine quantitative Analyse unserer FLIM-
FRET-Daten konnten wir diese biochemische Beobachtung
best�tigen (Abbildung S9B). Die r�umlich aufgelçste Dar-
stellung der Akt1-Glycosylierung demonstriert die Leis-
tungsf�higkeit des hier vorgestellten Mikroskopieansatzes.

Sowohl ein ausreichend hohes Glycosylierungsniveau als
auch die r�umliche N�he von EGFP-Markierung und Gly-
cosylierungsstelle sind die Voraussetzungen, um einen signi-

fikanten intramolekularen FRET zu beobachten. Beispiele,
die diese Voraussetzungen nicht erfîllen, sind CAMK4-
EGFP und EGFP-Vinculin. Im Fall von CAMK4-EGFP
konnte die Modifikation mit Ac4GlcNCyoc im Western Blot
detektiert werden (Abbildung S7A), die Fluoreszenzlebens-
zeit war jedoch nicht signifikant verringert (Abbildungen S7B
und S8). Vermutlich kam(en) sich die Fluoreszenzmarkie-
rung(en) an der/den Glycosylierungsstelle(n) und die EGFP-
Markierung nicht nahe genug. Die Modifikation von EGFP-
Vinculin mit Ac4GlcNCyoc konnte auf dem Western Blot
nicht nachgewiesen werden (Abbildung S7A). Folglich
wurden auch nur kleine Ver�nderungen der Lebenszeiten
beobachtet (Abbildungen S7B und S8). Diese beiden Bei-
spiele sprechen zus�tzlich dafîr, dass unspezifischer, inter-
molekularer FRET unsere FLIM-FRET-Messungen nicht
stçrt.

Die FRET-Effizienzen aller untersuchten EGFP-Fusi-
onsproteine sind in Abbildung 4 zusammengefasst. Fîr
EGFP-OGT, Foxo1-EGFP, p53-EGFP und Akt1-EGFP
wurden fîr beide Konzentrationen FRET-Effizienzen deut-
lich îber dem Hintergrundsignal von EGFP erhalten.

Eine Frage bei MGE-Experimenten ist die nach dem ge-
nauen Schicksal der modifizierten Zucker. Beispielsweise
wurde gezeigt, dass Monosaccharide enzymatisch epimeri-
siert und in von den Zielglycanen abweichende Glycane
eingebaut werden kçnnen.[17b–d] Daher haben wir uns bei der
Auswahl der innerhalb dieser Studie untersuchten Proteine
auf Beispiele beschr�nkt, deren einzige dokumentierte Gly-
cosylierung die O-GlcNAcylierung ist (Tabelle S1). Um si-
cherzugehen, dass der Einbau von Ac4GlcNCyoc von der
OGT-Aktivit�t abh�ngt, wurde die EGFP-markierte OGT
îberexprimiert, was zu einem gesteigerten Einbau des mo-
difizierten Zuckers fîhrte (Abbildung S10A). Weiterhin be-
wirkte die Behandlung von Zelllysaten mit Ac45SGlcNAc,[22]

einem bekannten OGT-Inhibitor, einen reduzierten Einbau
von Ac4GlcNCyoc (Abbildung S10B). Kîrzlich konnten Pratt
und Mitarbeiter zeigen, dass Pentinylgruppen von 1-Desoxy-
N-pentinylglucosamin auf Lysinseitenketten unter Bildung

Abbildung 3. Visualisierung der Glycosylierung von Foxo1, p53 und
Akt1 in lebenden Zellen. A) Der Einbau von Ac4GlcNCyoc in Foxo1-
EGFP, p53-EGFP und Akt1-EGFP wurde biochemisch best�tigt.
HEK293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren der EGFP-Fusi-
onsproteine transfiziert, 20 h mit 100 mm Ac4GlcNAc (¢) oder
Ac4GlcNCyoc (++) behandelt und lysiert. Die EGFP-Fusionsproteine
wurden durch Verwendung eines anti-GFP-Antikçrpers aus Ganzzellly-
saten immunpr�zipitiert und mit Cy3-Tz markiert. Die Cy3-Fluoreszenz
wurde detektiert. Gleiche Mengen an pr�zipitierten EGFP-Fusionspro-
teinen wurden mithilfe eines anti-GFP-Antikçrpers sichergestellt. B) Re-
pr�sentative Bilder der Fluoreszenzmodulationslebenszeiten von
Foxo1-EGFP-, p53-EGFP- und Akt1-EGFP-transfizierten Zellen.
HEK293T-Zellen wurden mit 50 mm Ac4GlcNAc oder Ac4GlcNCyoc be-
handelt und mit TAMRA-Tz markiert. Maßstab: 10 mm.

Abbildung 4. Vergleich der FRET-Effizienzen aller untersuchten Protei-
ne. Fluoreszenzmodulationslebenszeiten von 15 Zellen aus drei unab-
h�ngigen Experimenten mit Zuckerkonzentrationen c von 50 und
100 mm wurden gemittelt und die apparenten FRET-Effizienzen E be-
rechnet. Dargestellt sind Mittelwerte �SEM. Statistische Signifikanz
wurde mit einem Zwei-Weg-ANOVA- und einem Bonferroni-Post-Test
sichergestellt. Der Signifikanzgrad betr�gt ns = nicht signifikant,
* p<0.05, ** p<0.01 und *** p<0.001.
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stabiler Amidbindungen îbertragen werden kçnnen.[23] Eine
vergleichbare �bertragung von einer Carbamatstruktur, wie
GlcNCyoc, wîrde in einer basenstabilen Carbamatverknî-
fung an Lysinseitenketten resultieren. Eine durch mild-basi-
sche Bedingungen hervorgerufene b-Eliminierung ist eine
etablierte Methode, um an Serin- und Threoninreste gebun-
dene O-Glycane zu entfernen.[24] N-Glycane (und Carbama-
te) dagegen îberstehen diese Behandlung unversehrt. Daher
untersuchten wir, ob die durch metabolischen Einbau von
Ac4GlcNCyoc entstandenen Proteinmodifikationen sensibel
auf Basenbehandlung reagieren. Lysate von Ac4GlcNCyoc-
behandelten Zellen wurden mit Biotin-Tz inkubiert, und an-
schließend wurde der pH-Wert auf 12 eingestellt. Dies fîhrte
zum Verschwinden des O-GlcNAc- und des Biotin-Signals im
Western Blot (Details und Kontrollexperimente siehe Ab-
bildung S11). Zusammengenommen implizieren diese Daten,
dass Ac4GlcNCyoc enzymatisch in O-GlcNAcylierte Proteine
eingebaut wird.

Zusammenfassend konnten wir einen Ansatz zur Visua-
lisierung der Glycosylierung spezifischer Proteine in leben-
den Zellen entwickeln. Die Mçglichkeit, den Glycosylie-
rungsstatus eines Proteins r�umlich aufzulçsen, wurde am
Beispiel von Akt1 demonstriert. Unsere Strategie hat das
Potenzial, den Einfluss externer Stimuli auf die Lokalisation
und Glycosylierung von Proteinen zu untersuchen. Die Be-
obachtung zeitabh�ngiger Abl�ufe kann durch Verwendung
der Weitfeld-FLIM-Technik erreicht werden. Es sollte hierbei
jedoch bedacht werden, dass markiertes O-GlcNCyoc mçg-
licherweise nicht in der gleichen Weise wie natîrliches O-
GlcNAc prozessiert wird. Wir haben nachgewiesen, dass
unsere Strategie auf eine Vielzahl von Proteinen anwendbar
ist, vorausgesetzt, eine EGFP-Markierung in unmittelbarer
N�he zur Glycosylierungsstelle ist mçglich. Wir halten diese
Methode fîr ein innovatives Hilfsmittel, um ein tieferes
Verst�ndnis des Einflusses der Glycosylierung auf die Funk-
tion intrazellul�rer Proteine zu erlangen.
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