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1. Einleitung

Glykane sind omnipr�sent und essenziell in der Natur. Als
Bestandteil von Glykokonjugaten kommen Glykane z.B. in
Glykoproteinen, Proteoglykanen oder Glykolipiden vor. Sie
bestehen aus einer oder mehreren Monosaccharideinheiten,
die kovalent mit der darunter liegenden chemischen Spezies
verknîpft sind. Es existieren lineare und verzweigtkettige
Geometrien, und einige der Zuckerketten kçnnen aus meh-
reren tausend Einheiten bestehen. Eine Vielzahl von mçgli-
chen Monosaccharideinheiten, Verknîpfungstypen und Ver-
zweigungsstrukturen tr�gt zum hohen Grad an struktureller
Komplexit�t bei. Glykane sind in einer Vielzahl von biologi-
schen Ereignissen involviert, vor allem in Zell-Zell- oder
Zell-Pathogen-Interaktionen. Die terminalen Monosaccha-
rideinheiten der Glykokonjugate sind besonders wichtig fîr
glykanvermittelte Prozesse. In Wirbeltieren kommen Sialin-
s�ure-, l-Fucose(Fuc)- oder d-Galactose(Gal)-Einheiten ty-
pischerweise an den nichtreduzierenden terminalen Enden
sowie an den Verzweigungsstellen von Glykanen vor.[1–3]

Wird die Struktur von Glykanen modifiziert, wird dies
konsequenterweise auch zu Ver�nderungen ihrer biologi-
schen Eigenschaften fîhren. Verschiedene Methoden kçnnen
angewendet werden, um die Struktur von Glykanen zu ver-
�ndern, unter anderem Enzyminhibition (z. B. von Glykosyl-
transferasen), enzymatische Behandlung oder genetische
Manipulation der am Glykanmetabolismus beteiligten
Enzyme. Eine andere Technik, welche die Beeinflussung von
Glykanstrukturen in vitro und in vivo ermçglicht, ist meta-
bolisches Glykoengineering (MGE, auch: metabolisches
Oligosaccharid-Engineering, MOE).[4,5]

Hierbei werden Zellen oder sogar ganze Organismen mit
nichtnatîrlichen Monosacchariden behandelt, die anschlie-
ßend metabolisiert und in Glykokonjugate inkorporiert
werden. Dafîr mîssen die Enzyme des betreffenden Bio-
syntheseweges promiskuitiv sein, d.h., sie mîssen chemische

Modifikationen ihrer Substrate tolerieren. Der erste Synthe-
seweg, bei dem MGE erfolgreich angewendet wurde, ist der
Roseman-Warren-Syntheseweg, der die De-novo-Biosynthe-
se von N-Acetylneuramins�ure (Neu5Ac) beschreibt. Die
Vorstufe fîr Neu5Ac auf diesem Weg ist d-N-Acetylman-
nosamin (ManNAc). Die Enzyme des Roseman-Warren-
Weges sind promiskuitiv, vor allem fîr Ver�nderungen der N-
Acyl-Seitenkette ihrer Substrate. Folglich wird ein N-Acyl-
Seitenketten-modifiziertes Mannosamin in cellula zur ent-
sprechenden nichtnatîrlichen Sialins�ure metabolisiert und
auf der Zelloberfl�che exprimiert.

Im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte wurden mehr als
zwanzig nichtnatîrliche Mannosamine beschrieben, die fîr
MGE geeignet sind. Diese ManNAc-Derivate kçnnen in zwei
Gruppen unterteilt werden, aliphatische und bioorthogonale
Analoga. In aliphatischen Analoga ist die N-Acyl-Seitenkette
um eine oder mehrere Methylen-Gruppen verl�ngert. MGE
mit aliphatischen ManNAc-Analoga verleiht Zellen neue
biologische Charakteristika und beeinflusst dadurch ihr Ver-
halten auf vielfache Art und Weise. Bioorthogonale Analoga
tragen N-Acyl-Seitenketten-Modifikationen, die einerseits in
lebenden Systemen nicht vorkommen und andererseits an

Beim metabolischen Glykoengineering (MGE) werden Zellen und
Tiere mit nichtnatîrlichen Derivaten von Monosacchariden behandelt.
Diese werden nach ihrer Aufnahme ins Zytosol metabolisiert und
anschließend auf neusynthetisierten Glykokonjugaten exprimiert.
MGE wurde zuerst fîr sialylierte Glykane realisiert, mit N-Acyl-mo-
difizierten Mannosaminen als Vorstufen fîr nichtnatîrliche Sialin-
s�uren. Voraussetzung ist die Promiskuit�t der Enzyme des Roseman-
Warren-Biosyntheseweges. Diese tolerieren spezifische Modifikatio-
nen der N-Acyl-Seitenkette von Mannosaminderivaten, z. B. Elonga-
tion mit Methylen-Gruppen (aliphatische Modifikationen) oder Ein-
fîgen reaktiver Gruppen (bioorthogonale Modifikationen). Nichtna-
tîrliche Sialins�uren werden in Glykokonjugate von Zellen und Or-
ganen integriert. MGE hat faszinierende biologische Konsequenzen
fîr die behandelten Zellen (aliphatisches MGE) und ermçglicht die
Visualisierung der Topographie und Dynamik der sialylierten Gly-
kane in vitro, ex vivo und in vivo (bioorthogonales MGE).
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chemischen Reaktionen teilnehmen kçnnen. Diese reaktiven
Gruppen kçnnen z.B. fîr die Darstellung von sialylierten
Glykanen mit fluoreszierenden Farbstoffen verwendet
werden. Basierend auf dieser Strategie konnte MGE auch mit
anderen Monosacchariden angewendet werden, einschließ-
lich d-N-Acetylgalactosamin (GalNAc),[6–10] d-N-Acetylglu-
cosamin (GlcNAc)[11–13] sowie 2-Keto-3-desoxyoctons�ure
(KDO)[14] oder dem Zuckeralkohol Myoinositol.[15–17]

In diesem Aufsatz werden die Anwendungen und Mçg-
lichkeiten von MGE mit N-Acyl-Seitenketten-modifizierten
Mannosaminen beschrieben. In diesem Kontext ist Kenntnis
îber die Biochemie und Biologie von Neu5Ac eine wichtige
Voraussetzung.

2. Biochemie und Biologie von N-Acetylneuramin-
s�ure

N-Acetylneuramins�ure (Neu5Ac), oder 5-Acetylamino-
3,5-didesoxy-d-glycero-d-galacto-non-2-ulopyranosons�ure
(Schema 1), ist ein wesentlicher struktureller und funktio-

neller Bestandteil von vielen Glykokonjugaten, der auf der
Zelloberfl�che von Bakterien und S�ugetierzellen exprimiert
wird und in vielen sekretorischen Glykoproteinen vorkommt.
Neu5Ac gehçrt zur Familie der Sialins�uren, die aus îber 50
physiologisch wichtigen Verbindungen besteht und durch
eine zunehmende Anzahl von unphysiologischen, durch
MGE gebildeten Verbindungen erg�nzt wird.[2, 18–21] Wegen
seiner terminalen Position in Glykanen spielt die negativ
geladene Neu5Ac eine wichtige Rolle bei intermolekularen
und interzellul�ren Interaktionen. Neu5Ac wird bereits
w�hrend der Embryogenese von S�ugetieren bençtigt. Dies
wurde an M�usen gezeigt, bei denen das Schlîsselenzym der

Neu5Ac-Biosynthese durch Geninaktivierung ausgeschaltet
wurde. Die Tiere starben bereits am 8.5. Tag der Embryo-
nalentwicklung.[22]

Nachfolgend werden Beispiele fîr die biologische Be-
deutung von Neu5Ac gegeben. Bei der spezifischen Immun-
antwort zeigen hochgradig sialylierte Antikçrper herabge-
setzte Affinit�t fîr zellul�re Fc-Rezeptoren. Auf diese Weise
reguliert Neu5Ac die Antikçrperaktivit�t in vivo und hemmt
Entzîndungsreaktionen. Bei einigen Autoimmunerkrankun-
gen fehlt Antikçrpern Neu5Ac und Gal.[2, 24–26] In poly-
morphkernigen Leukozyten (PMNs) wurde gezeigt, dass
deren F�higkeit, an Endothelzellen zu binden, von ihrem
Grad an Zelloberfl�chensialylierung beeinflusst wird. Die
Bindung wird durch Abspaltung von Neu5Ac nach der Ak-
tivierung endogener Sialidasen gefçrdert. Hemmung dieser
endogenen Sialidasen fîhrt zur reduzierten Bindung von
PMNs und inhibiert folgerichtig die Migration von PMNs in
entzîndlich ver�nderte Gewebe.[27–29] Darîber hinaus wurde
gezeigt, dass aktivierte PMNs die Oberfl�che von arteriellen
Endothelzellen der menschlichen Lunge desialylieren und
dadurch ihre eigene Migration durch die endotheliale Zell-
einzelschicht erleichtern.[30]

Neu5Ac spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung
einer Vielzahl von Wachstumsprozessen. Beim Nerven-
wachstum wurde z.B. gezeigt, dass der Trk-Tyrosinkinasen-
Rezeptor (der physiologisch sialyliert ist) erst nach Entfernen
der endogenen, a-2,3-gebundenen Neu5Ac aktiviert wird und
somit die Stimulation des Nervenwachstums durch Neuro-
trophin ermçglicht.[31] Diese Erkenntnis steht in �berein-
stimmung mit der Beobachtung, dass intrathekale Sialidase-
injektion bei Ratten mit verletztem Rîckenmark Axonaus-
sprossung induziert.[32]

Kîrzlich wurde gezeigt, dass Neu5Ac wie ein intrinsisches
Antioxidationsmittel wirkt, indem sie toxische Wasserstoff-
peroxide unter physiologischen Bedingungen in vivo redu-
ziert. Die Reaktion von Neu5Ac mit H2O2 ergibt eine nicht
toxische Carbons�ure.[33] Diese zuvor wenig beachtete Ei-
genschaft von Neu5Ac wurde durch die Erkenntnis unter-
strichen, dass Neu5Ac akuter LPS-induzierter Endotoxizit�t
und oxidativem Stress entgegenwirkt und als Radikalf�nger
fîr reaktive Sauerstoffspezies wirkt.[34,35]

Ein einzigartiges sialyliertes, membranassoziiertes Gly-
kokonjugat, das auf der Oberfl�che von neurotrophen Bak-
terien (z. B. Escherichia coli K1 und Neisseria meningitides
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Schema 1. N-Acetylneuramins�ure (Neu5Ac). In Lçsung liegt Neu5Ac
zumeist als b-Anomer vor (im Verh�ltnis a/b =8:92; im Schema ist
das b-Anomer gezeigt).[23]
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Gp. B) sowie im neuronalen S�ugetier-Zelladh�sionsmolekîl
(NCAM) exprimiert wird, ist die intern a-2,8-verknîpfte
Polysialins�ure (PolySia). Dieses Molekîl hat Wissenschaft-
ler w�hrend der letzten vier Jahrzehnte besonders fasziniert.
Polysialylierte Substrate kçnnen eine Kettenl�nge von mehr
als 400 Neu5Ac-Einheiten aufweisen.[36,37] PolySia wurde
zuerst in NCAM entdeckt (Schema 2).[38] Nachfolgende Stu-
dien zeigten, dass dieses einzigartige Glykan auch auf ande-
ren S�ugetier-Glykoproteinen vorkommt, z. B. auf dem hu-
manen Milch-Scavenger-Rezeptor, CD36,[39] der a-Unter-
einheit von neuronalen, spannungsabh�ngigen Natriumka-
n�len in ausgewachsenen Ratten,[40] auf Neuropilin-2 huma-
ner dendritischer Zellen[41] und auf dem synaptischen
Zelladh�sionsmolekîl-1 (SynCAM1),[42] das von NG2-Glia-
zellen exprimiert wird. Auch die beiden strukturell verschie-
denen S�ugetier-Polysialyl-Transferasen ST8Sia II[43,44] und
ST8Sia IV[45–47] sind auto-polysialyliert. Interessanterweise
konnte bei neonatalen Ferkeln gezeigt werden, dass die zel-
lul�re Expression von ST8Sia II und ST8Sia IV posttransla-
tional und nicht transkiptional reguliert wird – ein grundle-
gender Unterschied zu Erkenntnissen aus Maus-Studien.[48]

NCAM gehçrt zur Immunglobulinsuperfamilie und ist das
prominenteste Tr�gerprotein von PolySia. Hier findet die
Polysialylierung ebenfalls posttranslational statt. PolySia-
NCAM wird haupts�chlich im zentralen Nervensystem w�h-
rend der Embryogenese exprimiert. Seine Expression nimmt
in der postnatalen Periode rasant ab. Lediglich in bestimmten
Regionen des adulten Gehirns mit neuronaler Plastizit�t wird
PolySia-NCAM physiologischerweise weiterhin expri-
miert.[49, 50] In geringerem Ausmaß wird NCAM in skeletalen
Myozyten, natîrlichen Killerzellen und epididymalen sowie
pankreatischen endokrinen Zellen exprimiert.[51–54] NCAM ist
dafîr bekannt, Zell-Zell-Interaktionen zu modulieren, indem
es homophile und/oder heterophile Interaktionen mit ande-
ren Zelladh�sionsmolekîlen, z.B. mit dem neuronalen Zell-
adh�sionsmolekîl L1 oder extrazellul�ren Matrixproteinen,
bildet.[55] Da es ein großes, „raumfîllendes“ Zelloberfl�-
chenmolekîl ist, reduziert die Expression von PolySia sowohl
NCAM-vermittelte adh�sive Prozesse als auch NCAM-un-
abh�ngige Zellinteraktionen.[56–59] Die Polysialylierung von
NCAM ist mit der Malignit�t vieler menschlicher Tumoren,
einschließlich undifferenzierter Blastome, dem Wilmstumor,
dem Kolonkarzinom, Bauchspeicheldrîsenkrebs und dem
kleinzelligen Lungenkarzinom, assoziiert.[60–66] Es ist nen-

nenswert, dass ST8Sia II das Schlîsselenzym w�hrend der
Entwicklung dieser PolySia-exprimierenden Tumoren dar-
stellt.[67] Dementsprechend ist die Entwicklung von Mem-
bran-permeablen Inhibitoren der (Poly-)Sialylierung eine
wichtige Aufgabe (siehe Abschnitt 4.4).

Im Unterschied zu seiner Funktion als verdeckendes,
„tarnendes“ Glykotop spielt Neu5Ac auch eine entschei-
dende Rolle bei der Vermittlung von Erkennungsprozessen
und ist eine entscheidende Determinante fîr die Interaktion
mit Nachbarzellen, der extrazellularen Matrix, lçslichen
Wachstumsfaktoren und Differentiationsfaktoren (Ligand-
oder Konter-Ligand-Konzept).[68,69] So steht z.B. Neu5Ac in
vielen Tumorzellen eng mit ver�nderter Zelladh�sion, Inva-
sivit�t und Metastasenbildung im Zusammenhang. Bei in-
fektiçsen Erkrankungen kann Neu5Ac als Erkennungs-
struktur fîr Pathogene dienen, z.B. bei Cholera, Tetanus oder
Diphtherie. Derartige Interaktionen werden oftmals von
Neu5Ac in Gangliosiden vermittelt. Darîber hinaus ist
Neu5Ac wichtig fîr Zell-Virus-Interaktionen, vor allem fîr
Influenza A und C,[71] Polyoma-[72] und Adenomaviren oder
fîr das humane Immundefizienzvirus (HIV).[73–75] Verschie-
dene Bakterienst�mme exprimieren Kohlenhydrat-spezifi-
sche Adh�sine, welche die Bindung von Neu5Ac an Endo-
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Schema 2. Das polysialylierte neuronale Zelladh�sionsmolekíl
(NCAM). Der extrazellul�re Anteil von NCAM besteht aus fínf lg-Do-
m�nen (lg1–lg5), gefolgt von zwei Fibronektin-Typ-III-Dom�nen
(FNIII). Sechs N-Glykosylierungsstellen befinden sich in den lg-Dom�-
nen lg3–lg5. Die beiden letzten dieser Glykosylierungsstellen (farbig
markiert) kçnnen als Verankerungspunkt fír eine oder mehrere Poly-
Sia-Ketten wirken. Der Polymerisationsgrad von PolySia kann íber
400 a-2,8-verknípfte N-Acetylneuramins�ure-Einheiten betragen. Die
hier gezeigten Glykane sind allgemeine Beispiele fír N-Glykane. Fuc:
l-Fucose, Gal: d-Galactose, GlcNAc: d-N-Acetylglucosamin, Man:
d-Mannose, Sia: Sialins�ure, TMD: Transmembran-Dom�ne. Das
Schema ist zum Teil abgewandelt aus Lit. [70].
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thelzellen vermitteln, darunter Helicobacter pylori, Strepto-
coccus spp. oder E. coli.[76] Parasiten wie Trypanosoma cruzi
verwenden ihre so genannte trans-Sialidase, um Neu5Ac auf
Wirtzellen zu erkennen, und îbertragen diese Sialins�ure
anschließend auf ihre eigene Zelloberfl�che, um sich dadurch
vor der Erkennung durch das Immunsystem des Wirtorga-
nismus zu schîtzen.[68, 77–81]

2.1. Biosynthese von N-Acetylneuramins�ure

Ungef�hr 2–5% des in der Zelle anfallenden Fructose-6-
phosphats (Fructose-6-P) verlassen die Glykolyse und treten
in den Stoffwechselweg der Aminozucker ein (Schema 3).[82]

Nach der Aminierung zu Glucosamin-6-P (GlcN-6-P), kata-
lysiert durch die Fructose-6-P-Amidotransferase (Gln-Fruc-6-
P-T), wird N-Acetylglucosamin (GlcNAc) mithilfe von
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) gebildet. Eine zus�tzliche
Quelle fîr GlcNAc sind endogen abgebaute Glykokonjugate
oder die Verdauung von N�hrstoffen. Nach seiner Phos-
phorylierung wird GlcNAc-6-P zu UDP-N-Acetylglucosamin
(UDP-GlcNAc) metabolisiert, dem Schlîsselmetaboliten des
Roseman-Warren-Biosyntheseweges.[83–88] Die bifunktionale
UDP-GlcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE/MNK)
ist das Schlîsselenzym fîr De-novo-Biosynthese von
Neu5Ac.[89–91] Dieses Enzym katalysiert die 2-Epimerisierung
von UDP-GlcNAc zu N-Acetylmannosamin (ManNAc) und
anschließend die Phosphorylierung von ManNAc zu
ManNAc-6-P. 2-Acetamidoglucal ist ein Intermediat, das bei
dieser Reaktion nach der anti-Eliminierung von UDP gebil-
det wird (Schema 4).[92]

Die Expression von GNE/MNK ist ubiquit�r,[93, 94] und das
Ausmaß ihrer Expression wird an die Aufnahme von Sialin-
s�ure aus der Nahrung angepasst (wie in neonatalen Ferkeln
gezeigt).[95] Die 2-Epimerase-Aktivit�t ist im N-Terminus und
die Kinasenaktivit�t im C-Terminus des Proteins lokalisiert.
Dieses wurde durch gerichtete Mutagenese des bifunktiona-
len Enzyms nachgewiesen.[91] Im Zytosol liegt GNE/MNK in
Form eines tetrameren Enzyms vor.[89, 90,96] Der tetramere
Zustand wird von UDP-GlcNAc aufrechterhalten, das die
hçchste zytosolische Konzentration von Zuckernukleotiden
in lebenden Systemen aufweist.[97–100] In vitro konnte beob-
achtet werden, dass in Abwesenheit von UDP-GlcNAc ein
nur Kinasenaktivit�t aufweisendes Dimer gebildet wird.[89,96]

In seiner Funktion als Schlîsselenzym der Neu5Ac-Biosyn-
these wird die Epimerase-Aktivit�t der GNE durch CMP-
Neu5Ac Feedback-inhibiert.[100] Absolute Hemmung der
GNE-Aktivit�t in vitro wurde bei 60 mm CMP-Neu5Ac be-
obachtet, was ann�hernd der doppelten Konzentration ent-
spricht, die normalerweise im Zytosol vorgefunden
wird.[101,102] Die enzymatische Aktivit�t der GNE kann durch
Proteinkinase-C-vermittelte Phosphorylierung erhçht
werden. Es wurden acht Phosphorylierungsstellen beschrie-
ben.[94,103] Anhand mehrerer Zelllinien konnte gezeigt
werden, dass die Expression der GNE durch die Methylie-
rung ihrer Promotor-Region epigenetisch reguliert wird, was
die Expression von GNE/MNK-mRNA vermindert und die
zellul�re Sialylierung somit drastisch hemmt.[104] Weiterhin
wird die GNE-Aktivit�t durch Metallionen beeinflusst. Die

zweiwertigen Kationen Zn2+, Cd2+ oder Hg2+ (Gruppe IIB
des Periodensystems) hemmen das Enzym, wohingegen Na+,
K+, Rb+ und Cs+ (Gruppe IA) die Enzymaktivit�t um bis zu
fînffach erhçhen.[105,106] Diese Erkenntnis sollte die For-
schung îber die Bedeutung der Neu5Ac-Biosynthese fîr die
Behandlung zerebraler Beeintr�chtigungen nach Vergiftung
durch Hg2+ oder Methyl-Hg+ anregen.[107] Da die MNK durch
derartige Mechanismen weder beeinflusst noch reguliert
wird, ist die GNE-Aktivit�t fîr die Regulierung der Zell-
oberfl�chensialylierung von grundlegender Bedeutung.[108–110]

Die Kinasenaktivit�t der GNE/MNK reflektiert im We-
sentlichen lediglich die Menge an in der Zelle bereitstehen-

Schema 3. De-novo-Biosynthese von N-Acetylneuramins�ure. Das ab-
gebildete 3’Sialyllactose-Glykan steht repr�sentativ fír sialylierte Glyka-
ne im Allgemeinen. GlcNAc-NAc-T: Glucosamin-1-phosphat-N-Acetyl-
transferase, GlcNAc-P-M: N-Acetylglucosamin-Phosphomutase, CMP-
SA: CMP-N-Acetylneuramins�ure-Synthetase, Gln-Fruc-6-P-T: Glut-
amin-Fructose-6-phosphat-Transaminase, GNE/MNK: UDP-N-Acetyl-
glucosamin-2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase, SAP: N-Acetyl-
neuramins�ure-9-Phosphatase, SAS: N-Acetylneuramins�ure-9-phos-
phat-Synthase, ST: Sialyltransferasen, UDP-GlcNAcDP: UDP-N-Acetyl-
glucosamin-Diphosphorylase.

Angewandte
ChemieAufs�tze

9636 www.angewandte.de Ó 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2016, 128, 9632 – 9665

http://www.angewandte.de


dem ManNAc. Somit ist das Vorhandensein von ManNAc
eng mit dem Grad an Neu5Ac-Expression auf der Zellober-
fl�che verbunden. Fîttert man beispielsweise Ratten mit
ManNAc, l�sst sich eine Dosis-abh�ngige Steigerung ihrer
Neu5Ac-Expression beobachten.[111] Sechs Stunden nach der
Behandlung ist die Konzentration von Neu5Ac und CMP-
Neu5Ac in der Leber um ein Zehnfaches erhçht. Dieser
schnelle Metabolismus von ManNAc ist einer der Haupt-
grînde fîr den Erfolg von MGE mit ManNAc und dessen
Analoga.

Dem Roseman-Warren-Biosyntheseweg folgend wird
ManNAc-6-P mit Phosphoenolpyruvat kondensiert, kataly-
siert durch die Neu5Ac-9-P-Synthase (SAS), und es entsteht
Neu5Ac-9-P.[86] Nach der Dephosphorylierung zu Neu5Ac
schließt sich ein einzigartiger Schritt in der Zucker-Biochemie
an: Neu5Ac wird im Zellkern durch die CMP-Neu5Ac-
Synthase (CMP-SA) aktiviert.[112–114] Dies steht im Gegensatz
zu allen anderen Monosacchariden, die im Zytosol aktiviert
werden, und das entweder durch GTP, UTP oder ATP. Die
biologische Bedeutung dieser nukle�ren Lokalisierung der
Neu5Ac-Aktivierung ist bis heute unbekannt. Es wird pos-
tuliert, dass die negativ geladene CMP-Neu5Ac mit in Gen-
expression involvierten nukle�ren Proteinen interagieren
kçnnte, indem sie deren Bindung zur DNA reduziert. Eine
andere Hypothese besagt, dass CMP-Neu5Ac an nukle�re
Proteine bindet, um deren Transport aus dem Nukleus in den
Golgi-Apparat zu erleichtern.

Die aktivierte CMP-Neu5Ac wird in Vesikeln zum Golgi-
Netzwerk transportiert. Spezifische, durch den Export von
CMP ausgeglichene Antiporter tragen zur Erhaltung der
hohen CMP-Neu5Ac-Konzentration innerhalb des Golgi-
Lumens bei.[115] Im Golgi-Apparat selbst katalysieren spezi-
fische Sialyltransferasen den Transfer von Neu5Ac auf die
jeweiligen Glykokonjugat-Akzeptoren. Diese Reaktionen
werden durch die Familie der Mono-, Di-, Tri-, Oligo- und
Polysialyltransferasen (STs) katalysiert, benannt als
ST8Sia I–IV. Bis heute wurden îber 20 STs charakteri-
siert.[116]

Die strukturelle Diversit�t der Sialins�uren selbst ergibt
sich aus den unterschiedlichen Amino-Substituenten sowie
aus dem Typ und der Anzahl von Hydroxy-Substituenten an
den Positionen C4, C7, C8 und C9. Mçgliche Hydroxy-Sub-

stituenten sind Acetyl-, Lactoyl-, Sulfonyl-, Phosphonyl- und
Methyl-Gruppen.[18] Die Einfîhrung von Hydroxy-Modifi-
kationen findet hçchstwahrscheinlich im Golgi-Lumen statt,
entweder bei freier CMP-Neu5Ac oder in bereits sialylierten
Glykokonjugaten.[117] Im Phylum der Deuterostomia sind alle
oben beschriebenen Arten von O-Modifikationen vorhanden.
Das Subphylum der Wirbeltiere exprimiert haupts�chlich O-
acetylierte, oder seltener O-lactoylierte Sialins�uren.[20]

W�hrend îber 50 natîrlich vorkommende Sialins�urederi-
vate identifiziert wurden, exprimieren humane Gewebe
prinzipiell fînf verschiedene Sialins�uren in nennenswerten
Mengen: zum grçßten Teil Neu5Ac und kleine Mengen von 9-
O-acetylierter N-Acetylneuramins�ure (Neu5,9Ac2), 9-O-
lactosylierter N-Acetylneuramins�ure (Neu5Ac9Lt) und N-
Glykolylneuramins�ure (Neu5Gc), in der eine Hydroxy-
Gruppe eines der drei Wasserstoffatome in der C5-Position
von Neu5Ac ersetzt, oder das neuste Mitglied der Familie,
KDN (2-Keto-3-desoxy-d-glycero-d-galacto-nonons�ure). In
S�ugetieren îbersteigt der Grad der Expression von KDN oft
den von Neu5Gc.[118]

Hinsichtlich der Amino-Substituenten werden von S�u-
getiergeweben Neu5Ac sowie Neu5Gc exprimiert. Allerdings
sind humane Zellen wegen einer Mutation des Gens, das fîr
die CMP-Neu5Ac-Hydroxylase kodiert, weder in der Lage,
Neu5Gc zu synthetisieren, noch deren kovalente Modifika-
tionen zu produzieren.[119, 120] Das Vorhandensein von
Neu5Gc, die ursprînglich als ein onkofetales Antigen be-
trachtet wurde, im menschlichen Organismus wird heute als
Folge einer Ern�hrung gesehen, die reich an Milchprodukten
und rotem Fleisch ist. Diese Erkenntnis hat zuletzt großes
Interesse hervorgerufen, da Neu5Gc mit Gesundheitsrisiken
wie Entzîndungsreaktionen sowie Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen und Krebs in Zusammenhang gebracht wird.[121]

2.2. Biologische Merkmale von N-Acetylneuramins�ure

Als Pioniere der Sialins�ureforschung sind Ashwell und
Morell zu sehen, deren Arbeiten vor etwa einem halben
Jahrhundert diesen Forschungszweig begrîndeten.[122–124] Sie
zeigten, dass terminale Neu5Ac in Glykokonjugaten eine
entscheidende Rolle fîr die �berlebensdauer von Serum-
Glykoproteinen spielt, und zwar dadurch, dass sie darunter-
liegende Galactosyl-Einheiten verdeckt. Ungeschîtzte Ga-
lactosyl-Reste werden vom Asialoglykoprotein-Rezeptor,
dem so genannten Ashwell-Morell-Rezeptor, der auf der
Zelloberfl�che von Hepatozyten exprimiert wird, erkannt.
Der Ashwell-Morell-Rezeptor ist das erste jemals beschrie-
bene S�ugetier-Lektin.[124] Das hier aufgedeckte Rezeptor-
Liganden-Konzept trug enorm zu unserem heutigen Ver-
st�ndnis von Rezeptor-vermittelten Mechanismen bei und
demonstrierte erstmals die zentrale und entscheidende Rolle
von Neu5Ac bei Erkennungs- und Anti-Erkennungs-Vor-
g�ngen. Bei biologischen Interaktionen sind Neu5Ac-Reste
auf Glykokonjugaten entweder selbst Bindungspartner fîr
spezifische Rezeptoren (Erkennung), oder sie schirmen dar-
unterliegende Zucker-Reste ab und behindern somit Rezep-
tor-Ligand-vermittelte Interaktionen (Anti-Erkennung).[2]

Die Erkennung von Neu5Ac hat eine besondere klinische

Schema 4. Die von der UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase (GNE)
katalysierte Reaktion. Die GNE katalysiert zuerst eine anti-Eliminierung
von UDP mit 2-Acetamidoglucal als Zwischenprodukt. Dieser Schritt
ist mechanistisch vergleichbar mit Glykosyltransferase-katalysierten Re-
aktionen.
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Bedeutung z. B. bei Influenzavirus-Infektionen (siehe Ab-
schnitt 4.1). Ein Beispiel fîr den Anti-Erkennungs-Effekt
sind Lipoproteine niederer Dichte und Chylomikronen, die
mithilfe des Ashwell-Morell-Rezeptors nach ihrer Desialy-
lierung aus dem Serum entfernt werden.[125] Erythrozyten,
Lymphozyten und Thrombozyten mit reduzierter Sialins�ure-
Expression auf der Zelloberfl�che werden aus der Zirkulati-
on eliminiert.[2,73, 126–129] Die sukzessive Degradation von
Neu5Ac auf Zelloberfl�chen wird als ein îbliches Alte-
rungsmerkmal dieser Zellen begriffen. Jîngst wurde die pa-
thophysiologische Bedeutung von Neu5Ac und des Ashwell-
Morell-Rezeptors w�hrend der durch Streptococcus pneu-
moniae verursachten Sepsis erkannt. Eine Streptokokken-
Sialidase desialyliert Thrombozyten, die daraufhin vom
Ashwell-Morell-Rezeptor erkannt und in Hepatozyten se-
questriert werden. Dadurch wird die fatale disseminierte in-
travaskul�re Koagulopathie in ihrer Dynamik ge-
d�mpft.[130,131]

Der Anti-Erkennungs-Effekt, den Neu5Ac vermittelt, ist
bei vielen humanen Tumoren von großer Bedeutung, denn
diese zeigen h�ufig Hypersialylierung und ein aberrantes,
unphysiologisches Sialylierungsmuster. Hierbei wirkt die
Hypersialylierung wie eine „Tarnkappe“, die Tumorzellen
davor bewahrt, vom Immunsystem erkannt zu werden. Dieses
Anti-Erkennungs-Ph�nomen unterstîtzt die Malignit�t und
das metastatische Potential vieler humaner Tumo-
ren.[3, 101, 132,133] Eine verh�ngnisvolle Eigenschaft von Meta-
stasen ist die erhçhte Sialylierung von b1-Integrin, was wie-
derum die Galektin-3-abh�ngige Zelladh�sion blockiert und
somit Apoptose verhindert.[134, 135] Erstaunlicherweise wurden
in vielen humanen Tumoren, die noch keine lymphatischen
Metastasen aufwiesen, erhçhte Spiegel an KDN, nicht aber an
Neu5Ac oder Neu5Gc bestimmt. Diese Beobachtungen
lassen darauf schließen, dass die Konzentration von freier
KDN ein mçglicher Biomarker zur Erkennung von Tumoren
im Frîhstadium ist und einen prognostischen Wert bei der
Festlegung des Malignit�tsgrades haben kçnnte.[118]

Die strukturelle Rolle der Neu5Ac-Expression auf der
Zelloberfl�che ist bereits von vielen Autoren beleuchtet
worden,[2, 3] vor allem im Zusammenhang mit dem ver�nder-
ten Glykosylierungsmuster von Tumorzellen.[136] Ein zus�tz-
liches Merkmal, das bisher wenig Erw�hnung fand, ist der
Umsatz Membran-gebundener N-Glykane. Fîr bestimmte
Membran-assoziierte Glykoproteine konnte gezeigt werden,
dass Neu5Ac und andere periphere Zucker, wie Gal oder
GlcNAc, einen schnelleren Umsatz zeigen als die Kernzu-
cker, Mannose oder der Chitobioseanteil (Schema 5). Die
Halbwertzeiten der Kernzucker und der Polypeptide aller
Glykoproteine, bei denen dieser Umsatz bisher bestimmt
wurde, betragen zwischen 60 und 80 h. Im Unterschied dazu
wurden fîr periphere Zuckereinheiten kîrzere Halbwertzei-
ten gemessen: zwischen 12 (Fuc) und 33 h (Neu5Ac).[137–139]

Fîr die nichtnatîrliche Sialins�ure N-L�vulinoylneuramin-
ins�ure (Neu5Lev) wurde eine noch kîrzere Halbwertzeit
von weniger als 2 h bestimmt.[140] Diese Eigenschaft, die
Serum-Glykoproteinen, wie Transferrin,[141, 142] anscheinend
nicht zuteil ist, kçnnte ein allgemeines Merkmal von peri-
pheren Zuckern in Membran-Glykoproteinen sein. Es wird
an dieser Stelle postuliert, dass diese Unterschiede der Mik-

rodynamik von N-Glykanen Differenzen beim Rezeptor-
und/oder Membranrecycling widerspiegeln. Diese Annahme
wird dadurch gestîtzt, dass bei verschiedenen Zelloberfl�-
chen-Glykoproteinen nach ihrer Desialylierung eine partielle
Resialylierung beobachtet wurde, was auf ein Recycling von
der Zelloberfl�che zum Golgi-Apparat oder zum trans-Golgi-
Netzwerk schließen l�sst.[139, 143] Dieser schnelle Umsatz von
peripheren Zuckereinheiten wurde auf der Oberfl�che von
Leberzellen beobachtet.[144] Zwischen Hepatomzellen und
physiologischen Hepatozyten wurde ein markanter Unter-
schied festgestellt: Auf der Oberfl�che von Hepatomzellen
hatten nicht nur einzelne Zuckereinheiten, sondern die ge-
samten N-Glykanketten eine kîrzere Halbwertzeit.[145]

Dieser Befund zeigt einmal mehr die Unterschiede in der
Glykanzusammensetzung und dem Glykanumsatz zwischen
normalen und Tumorzellen.

Mikrodynamiken w�hrend der Endozytose kçnnten
ebenfalls zum Umbau von Glykokonjugaten beitragen. Um
die Forschung bezîglich der Halbwertzeiten von Zellober-
fl�chen-Glykokonjugaten weiterzubringen, w�re es sinnvoll,
zun�chst die dafîr verantwortlichen Glykosidasen zu identi-
fizieren. Kîrzlich wurde gezeigt, dass die Membran-assozi-
ierten Sialidasen NEU3 und NEU1 terminale Neu5Ac-Ein-
heiten von Zelloberfl�chen-Sialosiden entfernen
kçnnen.[146–148] Das Vorhandensein Membran-assoziierter a-
Mannosidase wurde ebenfalls anhand von Hepatomzellen
gezeigt, die mit N-Glykanen vom „High Mannose Type“ de-
koriert waren.[149]

Schema 5. Umsatz von Membran-gebundenen N-Glykanen in Hepato-
zyten gegeníber dem in Hepatomzellen. In Hepatozyten haben die
Kernzucker von N-Glykanen ein �hnliche Halbwertzeit wie die Polypep-
tide, mit denen sie verbunden sind. Hierbei haben die peripheren Zu-
ckereinheiten eine Halbwertzeit zwischen 12 und 33 h. In Hepatomzel-
len hat die gesamte N-Glykan-Kette eine kírzere Halbwertzeit. GP:
Glykoprotein.
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2.3. Hemmung der N-Acetylneuramins�ure-Biosynthese und der
Zelloberfl�chen-Sialylierung

Die Entwicklung von Inhibitoren der Zelloberfl�chensi-
alylierung ist von klinischer und biologischer Bedeutung. In
den letzten Jahren wurden Substanzen entwickelt, die ent-
weder das Schlîsselenzym der Sialins�ure-Biosynthese, die
GNE/MNK, oder die Gruppe der Sialyltransferasen (STs),
die den letzten Schritt bei der Biosynthese von sialylierten
Glykanen katalysieren, als Angriffspunkt haben.

Die meisten bis heute beschriebenen GNE/MNK-Inhibi-
toren ahmen die natîrlichen Substrate UDP-GlcNAc oder
ManNAc nach. Die Bindungsstellen fîr Liganden in den ak-
tiven Zentren beider Dom�nen wurden mithilfe von S�tti-
gungs-Transfer-Differenz-NMR-Spektroskopie bestimmt.
Fîr die GNE-Dom�ne zeigte UDP die hçchste Bindungsaf-
finit�t. Das Vorhandensein von mindestens einer Phosphat-
Gruppe ist fîr diese Interaktion notwendig.[150, 151] Nachdem
dieser Aspekt bekannt war, wurden UDP-exo-Glykal-Deri-
vate synthetisiert, und es wurde gezeigt, dass diese die GNE-
Aktivit�t hemmen und eine mit dem natîrlichen Substrat,
UDP-GlcNAc, vergleichbare Affinit�t aufweisen (KM(UDP-
GlcNAc) = 11 mm).[89, 152] Kîrzlich wurde gezeigt, dass 2’,3’-
Dialdehydo-UDP-N-acetylglucosamin die GNE irreversibel
inhibiert, indem es kovalente Bindungen mit Aminos�uren
im aktiven Zentrum des Enzyms bildet.[153] Leider reagiert
dieser Inhibitor auch mit Aminos�uren in anderen Proteinen
und ist daher unspezifisch und darîber hinaus zytotoxisch.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die GNE-Aktivit�t mit Ana-
loga der �bergangsstadien zwischen UDP-GlcNAc und
ManNAc in der GNE-katalysierten Reaktion gehemmt
werden kann.[154, 155]

Kristallographische Studien regten die Synthese von C6-
modifizierten ManNAc-Analoga als mçgliche Inhibitoren der
MNK-Aktivit�t des bifunktionalen Enzyms an.[156] Zuerst
wurde eine C6-acetylierte Verbindung als effektiver Inhibitor
der MNK-Aktivit�t in vitro eingefîhrt. Dieser Inhibitor
konnte nicht in Zellen getestet werden, weil die O-Acetyl-
Gruppe durch zytosolische Esterasen abgespalten werden
wîrde.[157–160] Die Expression von Sialins�ure auf der Zell-
oberfl�che konnte durch Verwendung eines peracetylierten
C6-modifizierten ManNAc-Diselenid-Dimers gehemmt
werden.[161] Die C3-Position von ManNAc wurde als ein
weiteres wichtiges Bindungsepitop identifiziert,[151] und es
wurde gezeigt, dass die Zelloberfl�chen-Sialylierung durch
Verwendung eines peracetylierten C3-modifizierten
ManNAc-Analogons reduziert werden kann.[162] Bei Versu-
chen mit N-Acyl-Seitenketten-modifizierten Mannosaminen
wurde gezeigt, dass N-Propionylmannosamin (ManNProp)
die Biosynthese von Neu5Ac in einem zellfreien System aus
der Rattenleber inhibiert.[163] In einem anderen Ansatz
wurden Picolins�ure-Derivate identifiziert, welche die MNK-
Aktivit�t in vitro hemmen.[164]

Die ersten mçglichen Inhibitoren von a-2,6- und a-2,3-
STs wurden auf Basis einer Neuraminyl-Substitution durch
Heteroaryl-Ringe als �bergangsstadiumsanaloga von CMP-
Neu5Ac synthetisiert.[165] Durch Verwendung von Hoch-
durchsatz-Screening wurden ST-Inhibitoren identifiziert, die
keine gemeinsamen Strukturmerkmale mit CMP-Neu5Ac

aufweisen.[166] Diese Studie zeigte erstmals, dass es mçglich
ist, spezifische STs aus der grçßeren Familie der STs selektiv
zu hemmen. Ein C3-fluoriertes Analogon von Neu5Ac wurde
als ein potenter ST-Inhibitor synthetisiert (Schema 6).[167]

Dieser Inhibitor reduziert die Zelloberfl�chen-Sialylierung in
kultivierten Zellen. Darîber hinaus ist es mit dieser Substanz
mçglich, die Sialylierung in vivo zu blockieren.[168] Mit dem
C3-fluorierten Derivat behandelte M�use zeigten Beein-
tr�chtigungen der Leber, eine irreversible Dysfunktion der
Niere und Wachstumsstçrungen. Diese Resultate best�tigen
die entscheidende Rolle von Neu5Ac fîr die Leber- und
Nierenfunktion und zeigen zudem die Grenzen des pharma-
kologischen Gebrauchs von Inhibitoren der Zelloberfl�chen-
Sialylierung auf. Kîrzlich wurde der erste nanomolare ST-
Inhibitor publiziert.[169] Diese Verbindung ahmt die Struktur
von CMP-Neu5Ac nach und enth�lt einen Fluorescein-Rest,
der eine �berwachung ihrer zellul�ren Aufnahme ermçglicht.
Zudem wurde gezeigt, dass diese Substanz STs sowohl von
bakteriellem als auch vom S�ugetier-Ursprung hemmt.

3. Metabolisches Glykoengineering der N-Acyl-Sei-
tenketten von Sialins�uren

3.1. Aliphatische Modifikationen

Als Teil der biochemischen Charakterisierung der in die
Neu5Ac-Biosynthese involvierten Enzyme (Roseman-
Warren-Weg) war es wichtig, die Spezifit�t dieser Enzyme in
Bezug auf N-Acyl-Seitenketten-Modifikationen des natîrli-
chen Substrats, ManNAc, zu erforschen. In einem ersten
Versuch wurde ManNAc durch chemisch synthetisiertes N-
Propionylmannosamin (ManNProp) ersetzt. Resultate einer
In-vitro-Analyse in einem zellfreien Leber-System zeigten
durch Nutzung konventioneller Papier- und Dînnschicht-
chromatographie, dass ManNProp zur entsprechenden N-
Propionylneuramins�ure (Neu5Prop) metabolisiert wurde
(Schema 7).[163,170] Um die Biosynthese dieser neuen Sialin-
s�ure zu beweisen, wurden Flîssig-Gas-Chromatographie
und Massenspektrometrie verwendet.[171, 172] Diese Ergebnisse
offenbarten, dass die Enzyme des Roseman-Warren-Biosyn-
theseweges promiskuitiv sind und somit den Metabolismus
von nichtnatîrlichen N-Acyl-modifizierten Mannosaminen
ermçglichen – die Hauptanforderung an erfolgreiches Gly-
koengineering. Zudem zeigten Zellkultur- und In-vivo-Ex-
perimente, dass die aktivierte Neu5Prop auf Asialoglykane,
als funktionelle und strukturelle Bestandteile der Zellober-
fl�che, transferiert wird.[173, 174]

Sp�ter wurden weitere Homologen synthetisiert, unter
anderem N-Butanoylmannosamin (ManNBut), N-Isobutan-
oylmannosamin (ManNiBut), N-Pentanoylmannosamin

Schema 6. Sialyltransferase-Inhibitor. Dieses Analogon der N-Acetyl-
neuramins�ure tr�gt eine C3-Fluor-Substitution.
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(ManNPent), N-Cyclopropylcarbamylmannosamin (ManN-
CycloProp), N-Crotonylmannosamin (ManNCrot) und N-
Glykolylmannosamin (ManNGc), und deren Metabolismus
zu den entsprechenden Neu5Acyl-Zuckern sowie ihr Einbau
in Zelloberfl�chen-Sialoside nachgewiesen.[79, 172,175, 176] Dafik
et al. stellten N-Acyl-Seitenketten-verl�ngerte Mannosamine
mit terminalen Fluor-Gruppen her, die in Zellen ebenfalls zu
den entsprechenden Neu5Ac-Analoga metabolisiert
werden.[177]

N-Acyl-modifizierte Glucosamine werden auch zu nicht-
natîrlichen Sialins�uren metabolisiert.[172, 178,179] In Zellen
werden diese Analoga jedoch zun�chst Bestandteil des
großen Pools von natîrlichem UDP-GlcNAc und dadurch
signifikant verdînnt. Außerdem konnte gezeigt werden, dass
N-Acyl-modifizierte Glucosamin-Analoga in cellula zum Teil
zu Galactosamin-Analoga umgewandelt werden.[180,181]

Im Unterschied zu N-Acyl-modifizierten Glucosaminen
werden ManNAc-Analoga direkt zu den entsprechenden
Neu5Ac-Analoga metabolisiert.[182, 183] Genauso wie Neu5Ac
werden auch die nichtnatîrlichen N-Acylneuramins�uren mit
CTP aktiviert und im Golgi-Apparat in Glykokonjugate
eingefîgt.[171, 172,184] Brossmer et al. zeigten die Promiskuit�t
der STs durch Nutzung von großen, raumfîllenden, nichtna-
tîrlichen CMP-Sialins�uren.[185] STs tolerieren eine Erweite-
rung der N-Acyl-Seitenketten von Sialins�uren bis zu einer
Summe von sechs Kohlenstoffatomen. Diese „Unspezifit�t“
der STs wurde auch fîr verschiedene CMP-Sialins�ure-De-
rivate gezeigt, die an der C5- oder C9-Position durch Azido-,
Amino-, Acetamino-, Benzamido- oder Hexanoyl-Gruppen
modifiziert wurden.[185–187] Sogar Fluorophore, die zuvor mit
der N-Acyl-Seitenkette von nichtnatîrlichen Sialins�uren
konjugiert wurden, werden in zellfreien Systemen auf Gly-
kokonjugate transferiert.[188] Zellen sind allerdings fîr diese
großen, raumfîllenden CMP-Sialins�ure-Analoga nicht per-
meabel.[175,189]

Ein weiteres Beispiel fîr N-Acyl-modifizierte Sialins�u-
ren ist N-(1-Oxohex-5-inyl)neuramins�ure (Neu5Hex). Nach
Aufnahme in Zellen und nachfolgender Expression auf
Zelloberfl�chen-Glykokonjugaten kann Neu5Hex durch die
Nutzung von „Klick“-Chemie mit fluoreszierenden Farb-
stoffen markiert werden (siehe Abschnitt 3.2). Analoga wie
Neu5Hex sind vielversprechende Ausgangspunkte fîr zu-
kînftige klinische und diagnostische Anwendungen.[190]

Die Anwendbarkeit der Modifikation von N-Acyl-Sei-
tenketten in Sialins�uren auf Zelloberfl�chen-Glykokonju-
gaten wurde anhand einer Vielzahl von Zelllinien und in
Tieren demonstriert.[171, 173,191–194] Diese Ergebnisse verbessern
stetig unser Verst�ndnis der biologischen Bedeutung von
Sialins�uren, die N-Acyl-Seitenketten-Modifikationen
tragen, in Zellen und Organen und leisten somit einen wich-
tigen Beitrag zum Feld des metabolischen Glykoengineerings.

3.2. Bioorthogonale Modifikationen

Der Forschungszweig des metabolischen Glykoenginee-
rings (MGE) mit N-Acyl-modifizierten Mannosaminen
wurde durch eine Reihe bahnbrechender Studien von Ber-
tozzi et al. besonders vorangebracht.[178, 192,193, 195–198] Sie fîhr-
ten darin funktionelle Gruppen in die N-Acyl-Seitenkette von
ManNAc-Analoga ein. Nach Behandlung von Zellen mit den
entsprechenden ManNAc-Analoga werden diese funktionel-
len Gruppen auf Zelloberfl�chen-Sialins�uren exprimiert.
Die erste Verbindung dieser Art war N-L�vulinoylmannos-
amin (ManNLev), das eine Keto-Gruppe in der N-Acyl-Sei-
tenkette tr�gt und zu N-L�vulinoylneuramins�ure (Neu5Lev)
metabolisiert und auf Zelloberfl�chen-Glykokonjugaten der
behandelten Zellen exprimiert wird. ManNLev und �hnliche
Analoga (siehe Abschnitt 6) werden als „biologisch absti-
nente chemische Reporter“ bezeichnet.[199] Chemisch ortho-
gonal zu nativen Zelloberfl�chen-Komponenten ist das in
ManNLev enthaltene Keton f�hig, mit Aminooxy- oder
Hydrazid-tragenden Sonden zu reagieren und stabile, kova-
lente Addukte (Oxime oder Hydrazone) zu bilden
(Schema 8).[198] Diese Strategie wurde genutzt, um Fluoro-
phore an die modifizierten Sialins�uren anzuheften und damit
zellul�re Glykokonjugate zu visualisieren. Metaboliten mit
Keto-Gruppen sind jedoch h�ufig innerhalb von Zellen zu
finden, z. B. als Intermediate in der Glykolyse, im Citratzyklus
oder in Pyridoxalphosphat. Deshalb sind Ketone keine zu-
friedenstellenden chemischen Reporter fîr spezifisches MGE
der N-Acyl-Seitenkette von Zuckern. Außerdem wird die
Anwendung durch die langsame Reaktion bei physiologi-
schen pH-Werten begrenzt.

MGE mit bioorthogonalen Reportern wurde durch die
Nutzung von Aziden, terminalen Alkenen oder Alkinen als
Seitenkettenmodifikationen in N-Acylmannosaminen (oder
N-Acylgalactosaminen, N-Acylglucosaminen und Fuc) st�n-
dig verbessert. Diese chemischen Reportergruppen sind re-
lativ klein und kommen in lebenden Systemen nicht vor – eine
Voraussetzung fîr effektive Bioorthogonalit�t. Darîber
hinaus repr�sentieren Azide ideale Liganden fîr funktiona-
lisierte Monophosphane im Rahmen der Staudinger-Ligation
und der Cycloaddition mit einem aktivierten Alkin. Die

Schema 7. Metabolisches Glykoengineering mit N-Propionylmannos-
amin (ManNProp). Das nichtnatírliche ManNProp war die erste Sub-
stanz, welche die Promiskuit�t der Enzyme des Roseman-Warren-
Weges offenbarte. In Zellen wird ManNProp zu N-Propionylneuramin-
s�ure (Neu5Prop) umgewandelt. Neu5Prop wird mit CTP aktiviert und
danach auf Zelloberfl�chen-Sialosiden exprimiert.
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Staudinger-Ligation kann auch dazu genutzt werden, Sonden
kovalent an Azid-tragende Biomolekîle zu binden. Azide
und Monophosphane reagieren kaum mit biologischen
funktionellen Gruppen und kçnnen damit als bioorthogonale
Reaktanten bezeichnet werden, wenngleich gezeigt wurde,
dass endogene Thiole, z. B. in Glutathion, f�hig sind, Azide zu
den entsprechenden Aminen zu reduzieren.[200] Sie sind bei
physiologischen Temperaturen stabil und kaum to-
xisch.[198, 201–204] Die Staudinger-Ligation ist eine Abwandlung
der klassischen Staudinger-Reduktion von Aziden unter
Nutzung von Triphenylphosphin. Hierbei ist es notwendig,
dass die Ester-Funktion auf einem der Aryl-Substituenten der
Monophosphane ersetzt wird. Dadurch wird dem interme-
di�ren Aza-Ylid ermçglicht, eine intramolekulare Amid-
Verbindung zu schaffen.[198,199, 204–207] Die Staudinger-Ligation
ist eine relativ langsame Reaktion und somit ungeeignet fîr
Experimente, bei denen z. B. Glykanmetabolismus und/oder
-distribution innerhalb einer kurzen Zeitspanne visualisiert
werden sollen.

Ein anderer Ansatz, Azide in auf Zellen exprimierten,
modifizierten Sialins�uren nutzbar zu machen, ist die Cu-
katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC). Leider
werden bei dieser Methode zytotoxische Puffer bençtigt, die
CuI enthalten. Zur Lçsung dieses Problems wurde von Finn
und Mitarbeitern eine robuste und generelle Methode fîr das
chemoselektive Markieren von Glykokonjugaten eingefîhrt.
Der hierbei verwendete Ligand, Tris(hydroxypropyltria-
zol)methylamin (THPTA), eliminiert die Zytotoxizit�t von

Kupfer sowie dem anfallendem Natriumascorbat bei der
Klick-Reaktion und verkîrzt darîber hinaus die Reaktions-
zeit. Dadurch erh�lt diese Reaktion die Lebensf�higkeit der
Zellen.[208,209] In einem �hnlichen Ansatz entwickelten Wu
et al. einen auf Tris(triazolylmethyl)amin basierenden Li-
ganden fîr die CuAAC.[210, 211]

Kupferfreie Klick-Chemie, auch bekannt als durch Ring-
spannung ermçglichte Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC),
wurde basierend auf der 1,3-dipolaren Cycloaddition von
Huisgen entwickelt.[212] Hierbei wird die Reaktionszeit durch
die Nutzung von fluorierten Cyclooctinen drastisch verkîrzt.
Diese Azid-Alkin-Reaktion dauert bei Raumtemperatur le-
diglich einige Minuten und bençtigt keinen bioorthogonalen
Katalysator.[213–215]

Kîrzlich wurde gezeigt, dass auch die Diels-Alder-Reak-
tion mit inversem Elektronenbedarf (DARinv) zwischen
1,2,4,5-Tetrazinen und Dienophilen mit Ringspannung, wie
trans-Cyclooctenen, die Anforderungen an eine bioorthogo-
nale Reaktion erfîllt. Darîber hinaus ist die Diels-Alder-
Reaktion orthogonal zur Azid-Alkin-Cycloaddition. Cycli-
sche Alkene oder kinetisch inerte Tetrazine werden jedoch als
zu groß eingesch�tzt, um îber den Roseman-Warren-Weg
metabolisiert werden zu kçnnen. Die Suche nach kleineren,
fîr MGE geeigneten Dienophilen brachte monosubstituierte
(terminale) Alkene als eine neue Klasse chemischer Reporter
hervor.[216,217] Zu diesem Zweck wurde die DARinv zwischen
terminalen Alkenen und 1,2,4,5-Tetrazinen etabliert. Weil
terminale Alkene nicht in biologischen Systemen vorkom-
men, werden sie als eine vielversprechende Reportergruppe
angesehen. Es wurde gezeigt, dass ManNAc-Analoga, die ein
terminales Alken in der N-Acyl-Seitenkette tragen, îber den
Roseman-Warren-Weg metabolisiert und als entsprechende
modifizierte Sialins�uren auf der Zelloberfl�che exprimiert
werden. Die neugebildeten Alken-tragenden Sialins�uren
kçnnen hiernach durch Nutzung von DARinv markiert
werden. DARinv erfordert keine Katalyse durch toxisches
CuI. Außerdem kann DARinv in Gegenwart von Aziden
durchgefîhrt werden und ermçglicht so die zeitgleiche Vi-
sualisierung von zwei unterschiedlich modifizierten Mono-
sacchariden in einer Zelle und in einem Experiment.[216,218–221]

Mithilfe von Mannosamin- und Galactosamin-Analoga sowie
einer Kombination aus DARinv und SPAAC wurde gezeigt,
dass es mçglich ist, zwei unterschiedlich modifizierte Zucker-
Reste in Glykokonjugaten zu markieren.[216] Die unter-
schiedlichen bioorthogonalen Reaktionen, die heutzutage
genutzt werden, um N-Acyl-Seitenketten-modifizierte Sia-
lins�uren zu funktionalisieren, sind in Schema 9 zusammen-
gefasst.

Es besteht immer noch ein Bedarf an weiteren bioortho-
gonalen Reportergruppen. Funktionalisierte Cycloprope-
ne,[218–220, 223–226] Isonitrile[221, 227] und terminale Alkene wurden
eingefîhrt,[216, 223] die an Cycloadditionen mit Tetrazinen teil-
nehmen kçnnen. Reaktionspartner wie trans-Cycloocten,
Norbornen und Bicyclononin sind abiotisch und unter zellu-
l�ren Bedingungen stabil.[228, 229] Sie reagieren schnell mit
elektronendefizienten Tetrazinen mittels DARinv. Ein klei-
nes, Ringspannung enthaltendes N-Olefin-Cyclopropenman-
nosamin wurde als chemischer Reporter etabliert, der
schneller als Ringspannung aufweisende Alkene oder Alkine

Schema 8. Metabolisches Glykoengineering mit N-Acetylmannosamin-
(ManNAc)-Analoga, die bioorthogonale Modifikationen tragen. N-Acyl-
Seitenketten-modifizierte Mannosamine werden von Zellen zu den ent-
sprechenden Sialins�ure-Analoga umgewandelt. Ein bioorthogonaler
Reaktionspartner kann kovalent mit dem fír biologische Reaktionen
nicht verfígbaren chemischen Reporter (R) verbunden werden. Durch
den Gebrauch dieser Technik kçnnen modifizierte Sialins�uren mit be-
stimmten Sonden funktionalisiert werden, z.B. mit Fluorophoren.
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reagiert. Zus�tzlich wurden Methylcyclopropene zusammen
mit organischen Aziden verwendet, um mehrere Klassen von
Biomolekîlen gleichzeitig zu markieren.[225]

Die Strategien fîr bioorthogonale Chemie wurden durch
die Einfîhrung Diazirin-haltiger ManNAc-Analoga mit un-
terschiedlichen Linkern zwischen Pyranose-Ring und Diaz-
irin erweitert, z. B. N-Acyldiazirinmannosamin (ManNDAz).
Diese Analoga werden in cellula auch îber den Roseman-
Warren-Weg metabolisiert und als die entsprechenden mo-
difizierten Sialins�uren in Glykokonjugate – sowohl in a-2,3-
als auch in a-2,6-Verknîpfungen – eingefîgt. Die Grçße der
N-Acyl-Seitenketten-Modifikation verh�lt sich hierbei invers
zur metabolischen Effizienz.[230,231] Grçßere Diazirin-haltige
Zucker-Analoga kçnnen nicht îber den Roseman-Warren-

Weg verstoffwechselt werden und liefern somit auch keine
Diazirin-Sialins�uren.[232]

Die bioorthogonale „Decaging“-Strategie ermçglicht es,
desacetylierte Sialins�uren auf der Zelloberfl�che zu gene-
rieren. Hierfîr werden Zellen mit N-(Propargyloxycarbo-
nyl)mannosamin (ManNProc) behandelt, das zur entspre-
chenden N-(Propargyloxycarbonyl)neuramins�ure (Neu5-
Proc) metabolisiert und in Zelloberfl�chen-Sialoside einge-
fîgt wird.[183] De-N-propargylierung kann durch Pd-Katalyse
erreicht werden.[233] Diese bioorthogonale Decaging-Strategie
ermçglicht es, desacetylierte Neuramins�ure (Neu) auf die
Oberfl�che lebender Zellen zu verbringen. Neu-tragende
Rezeptoren kçnnen zum Teil nicht von Neu5Ac-abh�ngigen
Viren erkannt werden, weil die N-Acetyl-Gruppe der
Neu5Ac h�ufig ein entscheidender Bindungspartner dieser
Viren ist (siehe Abschnitt 4.1).

Ein weiterer Beitrag zum Feld des MGE wurde durch die
Einfîhrung C4-modifizierter ManNAc-Analoga geleistet, wie
N-Acetyl-4-desoxymannosamin oder N-Acetyl-4-azido-4-
desoxymannosamin (4-AzManNAc).[234, 235] 4-AzManNAc
wird in S�ugetierzellen zum entsprechenden C7-Azido-
Neu5Acyl metabolisiert. Dadurch wird auch die C7-Position
von Sialins�uren fîr bioorthogonale Funktionalisierung und
nachfolgende Markierung mit biophysikalischen Sonden zu-
g�nglich gemacht.

Chen und Mitarbeiter fîhrten 9-Azidosialins�ure zur
metabolischen Kennzeichnung von Sialoglykanen ein.[236]

W�hrend die bis dahin bekannten Sialins�ure-Analoga Si-
aloglykane mit nur einer funktionellen Gruppe ausstatten
konnten, gelang es Chen et al. , zwei verschiedene Funktio-
nalit�ten, und zwar in der N-Acyl- und in der C9-Position, zu
schaffen. Diese N-Acyl-modifizierten 9-Azidosialins�ure-
Analoga werden in zellul�re Glykane eingefîgt, und die
beiden chemischen Reporter kçnnen im Anschluss fîr ver-
schiedene Funktionen genutzt werden.[237]

Zusammengefasst wurde das Feld der bioorthogonalen
Ligation nach Einfîhrung der Staudinger-Ligation und
CuAAC durch die SPAAC und DARinv komplemen-
tiert.[238, 239] SPAAC und DARinv sind meist von Vorteil, da
ihre Reaktionszeiten kîrzer sind, sie nicht zytotoxisch sind
und die kleineren Reportergruppen effektiv îber den Rose-
man-Warren-Weg zu den entsprechenden Sialins�uren me-
tabolisiert und danach auf Zelloberfl�chen-Glykokonjugaten
exprimiert werden.[216]

3.3. Thiol-tragende Modifikationen

Nach der Behandlung von Zellen mit N-Thioglycolyl-
mannosamin (ManNTGc) wird ihre Glykokalyx mit N-Thio-
glycolylneuramins�ure (Neu5TGc) dekoriert. Als Teil sialy-
lierter Glykokonjugate beeinflusst Neu5TGc die Interaktion
zwischen Zellen und der extrazellul�ren Matrix. Des Weite-
ren fçrdert es die Differenzierung von Stammzellen. Behan-
delt man nichtadh�sive menschliche T-Zell-Leuk�miezellen
mit Neu5TGc, fîhrt dies zu spontanem Zell-Zell-Clustering,
der Expression von b-Catenin und zu Ver�nderungen der
Zellmorphologie.[240–242]

Schema 9. �bersicht der bioorthogonalen Reaktionen, die zur Funktio-
nalisierung N-Acyl-Seitenketten-modifizierter Sialins�uren verwendet
werden kçnnen. Typische Beispiele fír chemische Reporter in Sialin-
s�uren-Analoga und ihre bioorthogonalen Reaktionspartnern sind hier
dargestellt. Bei der Staudinger-Ligation werden terminale Azide kova-
lent an Triarylphosphine gebunden, was zu der Bildung einer Amid-
Bindung zwischen dem betroffenen Sialins�ure-Analogon und seinem
Reaktionspartner fíhrt. Bei der CuAAC wird ein Azid mit einem Alkin
unter Bildung einer Triazol-Verbindung umgesetzt. Terminale Azide
kçnnen auch ohne den Gebrauch von zytotoxischer Metallkatalyse
funktionalisiert werden, und zwar mithilfe der SPAAC. Bei der DARinv
werden terminale Dienophile, wie Alkene, Isonitrile oder Cyclopropene
(wie hier gezeigt), mit 1,2,4,5-Tetrazinen verbunden. Dieses Schema
wurde zum Teil aus Lit. [222] abgewandelt.
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Im Unterschied zu Aziden und Diazirinen sind Thiole
nicht abiotisch. Allerdings kommen Thiole nicht in der Gly-
kokalyx von unbehandelten Zellen vor. Thioltragende Sialo-
side sind in der Lage, cis-Disulfid-Bindungen zu bilden.
Darîber hinaus haben sie die F�higkeit, Gold zu binden, was
dazu genutzt werden kann, Sialoside in Zellkompartimenten
zu visualisieren.[21, 240, 243] Von diesen Ergebnissen angeregt,
beschrieben Howarth und Ting ihre Befunde als „Giving cells
a new sugar-coating“.[244]

In einem weiteren Ansatz wurde gezeigt, dass span-
nungsabh�ngige Kaliumkan�le (Kvs), die Neu5TGc expri-
mieren, irreversibel mit Biotin-markiertem Skorpionstoxin,
das an den Kv bindet und mit Thiol-Gruppen reagiert, ge-
hemmt werden kçnnen.[245] Die Spaltung der hierbei gebil-
deten Disulfidbindungen stellt nicht nur die Funktion der
Kan�le wieder her, sondern liefert der modifizierten Kv-
Untereinheit auch einen Biotinrest und bietet dadurch die
Mçglichkeit, Wildtyp-Kv-Komplexe in Zellen zu markieren.

3.4. Aufnahme von ManNAc-Analoga und modifizierten
Sialins�uren

Aufgrund der hohen Spezifit�t zellul�rer Monosaccharid-
Transporter werden ManNAc, Neu5Ac und ihre Analoga
schlecht von Zellen und Organen aufgenommen.[246] Daher ist
es vorteilhaft, bei Zellkultur- oder In-vivo-Experimenten
Analoga mit geschîtzten Hydroxy-Gruppen (z. B. peracety-
lierte Analoga) zu verwenden, da diese eine erhçhte Mem-
branpermeabilit�t aufweisen. Im Zytoplasma werden die
schîtzenden Gruppen von zytoplasmatischen Esterasen ab-
gespalten, wodurch die biologisch aktiven Monosaccharide
freigesetzt werden.[79, 157–160,247] Die Aufnahme von nichtna-
tîrlichen ManNAc- und Neu5Ac-Analoga, ihr Metabolismus
und ihre Integration in Sialoglykokonjugate wurden in vielen
verschiedenen Zelllinien gezeigt. Allerdings variiert die Ef-
fektivit�t der Aufnahme und Expression zwischen verschie-
denen Zelllinien.[67,173, 184, 248, 249] Dies kçnnte an unterschiedli-
chen Expressionsspiegeln der Enzyme des Roseman-Warren-
Weges liegen. Vor allem Unterschiede bei der Expression der
Sialyltransferasen (STs) kçnnten dabei eine entscheidende
Rolle spielen.

Yarema et al. ver�nderten die Methode der Peracetylie-
rung, indem sie die O-Acetyl-Funktionen in nichtnatîrlichen
Monosacchariden durch kurzkettige Fetts�ure-Gruppen er-
setzten. Im Falle von ManNAc-Analoga fîhrt diese Verl�n-
gerung der Seitenketten, die mit den Hydroxy-Gruppen ver-
bunden sind, zu einer gesteigerten metabolischen Effizi-
enz.[160, 250, 251] �berraschenderweise variierten die Aktivit�t
und die Zytotoxit�t dieser ManNAc-Analoga in Abh�ngig-
keit von der Anzahl und Position der O-Hydroxy-Modifika-
tionen.[252–255] 3,4,6-Tri-O-butanoylierte ManNAc-Analoga
hemmen z.B. das Wachstum der jeweiligen Zelllinien und
unterdrîcken die Expression von MUC1 (Schema 10). Es
konnte gezeigt werden, dass einige der 3,4,6-tri-O-butanoy-
lierten ManNAc-Analoga pro-apoptotisch wirken, vor allem
das Keton-haltige 3,4,6-tri-O-butanoylierte ManNLev. Im
Unterschied dazu haben 1,3,4-tri-O-butanoylierte ManNAc-
Analoga nur geringe Auswirkungen auf die Zellvitalit�t und

zeigen darîber hinaus eine hçhere metabolische Effizi-
enz.[253, 254] Es sollte an dieser Stelle erw�hnt werden, dass das
Monosaccharid-Analogon 3,4,6-Tri-O-butanoyl-GlcNAc die
Aktivit�t des Transkriptionsfaktors NFKB reduziert. Die Be-
handlung von IL-1b-stimulierten Chondrozyten mit diesem
Hexosamin-Analogon resultierte in einer erhçhten Expres-
sion von Molekîlen der extrazellul�ren Matrix (EZM) und
einer entsprechenden Vermehrung Knorpel-spezifischer
EZM. Das 1,3,4-Tri-O-butanoyl-GlcNAc-Derivat hatte keine
Wirkung auf die EZM-Produktion.[256,257]

4. Anwendungsbeispiele fír nichtnatírliche Sialin-
s�uren mit aliphatischen N-Acyl-Seitenketten-
Modifikationen

Metabolisches Glykoengineering mit nichtnatîrlichen
Mannosaminen beeinflusst die Verhaltensweise von Zellen
und fîhrt deswegen zu einer Vielzahl von biologischen und

Schema 10. Biologische Aktivit�ten verschiedener butanoylierter
ManNAc-Analoga. Die triacetylierten Derivate 1,3,4-O-Butanoyl3-
ManNAc und 3,4,6-O-Butanoyl3-ManNAc zeigen auffallend unter-
schiedliche Bioaktivit�ten. Die Behandlung von Zellen mit 1,3,4-O-Bu-
tanoyl3-ManNAc ist durch hohe metabolische Effizienz gekennzeich-
net, w�hrend die Behandlung mit 3,4,6-O-Butanoyl3-ManNAc Apoptose
induziert.
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biomedizinischen Konsequenzen. MGE stîtzt die Hypothese,
dass Glykane eine „dritte Sprache des Lebens“
seien.[68, 173, 184,198, 199, 258]

Chemisch gesehen sind Zellen mit modifizierten Sialin-
s�uren, die aliphatische N-Acyl-Seitenketten tragen, st�rker
hydrophob als Kontrollzellen. Diese Modifikation ver�ndert
somit die biologischen Merkmale der behandelten Zellen.
Die meisten ManNAc-Analoga mit aliphatischen Seitenket-
ten-Modifikationen weisen lediglich eine geringe Zytotoxi-
zit�t auf. Deshalb kçnnen Zellen mit relativ hohen Konzen-
trationen dieser Zucker-Analoga behandelt werden, was
wiederum zum Austausch eines großen Teils des zellul�ren
Neu5Ac durch die jeweilige nichtnatîrliche Sialins�ure fîhrt.
Da eine Vielzahl an unterschiedlichen biologischen Prozessen
durch einen derartigen Austausch beeinflusst wird, ist MGE
mit ManNAc-Analoga, die aliphatische N-Acyl-Seitenketten-
Modifikationen aufweisen, ein nîtzliches Mittel, um Sialin-
s�ure-abh�ngige Zellfunktionen im Detail zu erforschen.

Abschnitt 4 beschreibt Mçglichkeiten, wie MGE mit ali-
phatischen N-Acyl-Seitenketten-modifizierten ManNAc-
Analoga dazu verwendet werden kann, verschiedenste bio-
logische Prozesse zu modulieren und zu erforschen, z. B.
virale und bakterielle Infektionen, die Pathophysiologie und
das Verhalten von Tumorzellen, Zelladh�sion, neuronales
Wachstum und Differenzierung sowie Vaskularisierung.

4.1. Aliphatische Modifikationen und virale Infektionen

Ein bedeutender Schritt bei viralen Infektionen ist die
Erkennung der entsprechenden zellul�ren Rezeptoren, ge-
folgt von der stabilen Bindung an die Wirtzellen. Neu5Ac ist
eine essenzielle Erkennungsstruktur fîr verschiedene Viren,
z. B. fîr Influenza A und C, das Newcastle-Disease-Virus, fîr
Reoviridae, das Encephalomyocarditis-Virus und fîr Poly-
omaviridae.[259] Die Bindung von Neu5Ac an virale Proteine
ist ein gut charakterisiertes Ph�nomen.[2, 68, 260–267]

Die Tatsache, dass die N-Acetyl-Seitenkette beim Zu-
standekommen der Bindung zwischen Neu5Ac und Influen-
za-H�magglutinin von besonderer Bedeutung ist, wurde
mithilfe von Sialins�ure-Analoga gezeigt, bei denen die N-
Acetyl-Gruppe durch eine Hydroxy-, Azido- oder Amino-
Funktion ersetzt wurde.[268]

Die Familie der Polyomaviridae erkennt Sialins�uren in
verschiedenen Gangliosiden auf der Wirtzelloberfl�che mit-
hilfe des kapsul�ren viralen Proteins 1 (VP1). Bei der Infek-
tion durch den murinen Polyomavirus wurde Neu5Ac in a-
Verknîpfung mit Gal als eine essenzielle Rezeptorkompo-
nente identifiziert.[269–271] Die Infektiosit�t des B-lymphotro-
pischen Polyomavirus (LPV) und des humanen Polyomavi-
rus 1 (BKV) wurde nach Behandlung von Zellen mit Sialidase
um ca. 80 % reduziert.[272, 273] Behandelt man Lymphomzellen
mit ManNProp, wird die Infektionsrate durch LPV stark re-
duziert. Der Gebrauch von ManNBut, ManNPent und
ManNHex verringert ebenfalls die Infektiosit�t.[184, 274] �ber-
raschenderweise wird die Aufnahme von BKV nach Vorbe-
handlung der Zellen mit ManNProp drastisch erhçht. Dieser
Effekt tritt etwas geringer auch nach Anwendung von
ManNBut auf. Eine Vorbehandlung mit ManNPent macht die

Zellen jedoch resistent gegen die BKV-Infektion.[184] Die als
Sialidase-resistent beschriebene Infektion durch den nah
verwandten Simian Virus 40 ist auch durch MGE mit
ManNAc-Analoga unbeeinflussbar. Zusammengefasst zeigen
diese Befunde die bedeutende Rolle der N-Acyl-Seitenkette
der Sialins�ure bei Infektion durch Polyomaviridae. Es wurde
postuliert, dass eine Verl�ngerung der N-Acyl-Seitenkette
der Sialins�ure zu einer Konformations�nderung in der Sia-
lins�ure-VP1-Interaktion fîhrt.[270] Diese Interpretation
wurde durch empirische Molekîlmechanik-Energieberech-
nungen best�rkt.[274] In allen Komplexen aus N-Acyl-Seiten-
ketten-verl�ngerten Sialins�uren und VP1 scheint die Gibbs-
Energie (DG) um ca. 20 kcalmol¢1 gegenîber dem Neu5Ac-
VP1-Komplex herabgesetzt zu sein. Es wurde daher ge-
sch�tzt, dass die Affinit�t von VP1 fîr N-Acyl-Seitenketten-
verl�ngerte Sialins�uren um einige Grçßenordnungen gerin-
ger ist als fîr die physiologische Neu5Ac.

Das Influenza-Virus erkennt sialylierte Glykokonjugate
mithilfe des kapsul�ren Proteins H�magglutinin.[275,276] Die
F�higkeit von verschiedenen nichtnatîrlichen Sialosiden,
H�magglutinin zu binden und somit die H�magglutinin-Bin-
dung an Erythrozyten zu unterbinden, wurde bereits detail-
liert untersucht.[277–280] Substanzen ganz ohne N-Acetyl-
Gruppe oder solche, die N-Acyl-Modifikationen tragen, sind
schw�chere Bindungspartner fîr H�magglutinin. Vermutlich
stellt die N-Acetyl-Gruppe von Neu5Ac eine bedeutende
Determinante fîr die Interaktion dar.[268, 281] Elongation der
N-Acyl-Seitenkette von Sialins�uren in Zellen mithilfe von
MGE und auch eine Vorbehandlung der Zellen mit ManN-
Prop, ManNBut oder ManNPent hemmten die Infektion
durch das Influenza-A-Virus drastisch.[282] Molekîlmodell-
studien lassen vermuten, dass die erhçhte Lipophilie der N-
Acyl-Seitenketten-verl�ngerten Sialins�uren zu einer Erhç-
hung der totalen Energie der zu bildenden Sialins�ure-
H�magglutinin-Komplexe fîhrt (um îber 20 kcalmol¢1),
woraus folgerichtig eine stark reduzierte Bindungsaffinit�t
resultiert.[282]

MGE ist eine nîtzliche Strategie, um Neu5Ac-abh�ngige
Viren und deren Interaktionen mit zellul�ren Rezeptoren zu
untersuchen. Im Fall von Polyomaviridae und dem Influenza-
A-Virus scheint die intakte N-Acetyl-Gruppe in Neu5Ac eine
Voraussetzung fîr die Bindung zu sein.

Siglec-1, ein Mitglied der Familie der Sialins�ure-bin-
denden Immunglobulin-artigen Lektine (Siglecs), und das
Sialyllactose-haltige Gangliosid GM3, das wiederum einen
Teil der viralen Membran repr�sentiert, sind entscheidende
Determinanten fîr die Infektion von aus Monozyten entwi-
ckelten Zellen (monocyte-derived cells, MDCs) mit Partikeln
retroviralen Ursprungs und darîber hinaus fîr die MDC-
vermittelte trans-Infektion von T-Zellen. Hierbei werden
retrovirale Partikel, z. B. aus dem humanen Immundefizi-
enzvirus 1 (HIV-1) oder dem murinen Leuk�mie-Virus
(MLV),[283,284] von den wenig oder nicht permissiven MDCs
gebunden. Die MDCs halten das Virus eine gewisse Zeit lang
fest und vermitteln dann eine virale Transmission auf be-
nachbarte permissive T-Zellen, was die virale Infektion ver-
st�rkt und ihre Verteilung fçrdert.[285] Die Bedeutung der N-
Acyl-Seitenkette der Sialins�ure fîr Siglec1-abh�ngige MDC-
Infektion, Lagerung von Viruspartikeln und T-Zellen-trans-
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Infektion wurde mithilfe von „glykoengineerten“ MLV-Par-
tikeln aus Zellen, die mit verschiedenen ManNAc-Analoga
vorbehandelt wurden, verdeutlicht (Schema 11).[286] N-Buta-
noyl-, N-Isobutanoyl-, N-Glykolyl- und N-Pentanoyl-Seiten-
ketten fîhrten zu einer Reduktion der Bindung von Virus-
partikeln um ca. 92 % und einer Hemmung der trans-Infek-
tion auf T-Zellen um ca. 80%, wohingegen N-Propanoyl-
oder N-Cyclopropylcarbamoyl-Modifikationen keine Wir-
kung hatten.

4.2. Aliphatische Modifikationen und bakterielle Infektionen

Nach dem erstmaligen Nachweis als Komponente der
homopolymeren, a-2,8-verknîpften polysialylierten (PolySia-
)Kapsel im Kulturfiltrat des neuroinvasiven E. coli K1 wurde
Neu5Ac in vielen bakteriellen Spezies gefunden, z. B. in den
Kapseln von Haemophilius influenzae, Pasteurella multocida,
Neisseria meningitides Serogruppen B und C, Campylobacter
jejuni, Streptococcus agalactiae,[287, 288] Moraxella nonliquefa-
ciens[289] und Mannheimia haemolytica.[66, 290] Besonders a-2,8-

verknîpfte PolySia-Kapseln sind beim Menschen nur wenig
immunogen.[291]

Pathogene Bakterien nutzen Sialins�uren, um der Im-
munîberwachung zu entgehen, und kçnnen dadurch ihren
Wirt kolonisieren und Erkrankungen in S�ugetieren verur-
sachen.[292] Aus diesem Grund war es wichtig, Bakterien als
ein mçgliches neues Ziel fîr MGE mit N-Acyl-Seitenketten-
modifizierten Mannosaminen zu erforschen, nachdem diese
Methode in S�ugetieren etabliert worden war. Bakterien
kçnnen sich Neu5Ac auf zwei Wegen verschaffen: entweder
durch De-novo-Biosynthese oder durch Aufnahme aus dem
Wirtumfeld.[292,293] Die Biosynthese-Maschinerie von Bakte-
rien toleriert noch l�ngere N-Acyl-Seitenketten-Modifika-
tionen in Mannosaminen als die von S�ugetieren.[194] Die
entsprechenden nichtnatîrlichen Sialins�uren werden in O-
Glykanen exprimiert, z.B. in Lipopolysacchariden (LPSs). Es
ist wahrscheinlich, dass viele relevante pathophysiologische
Eigenschaften von Bakterien, z. B. Virulenz, Adh�sion und
Protektion vor dem Wirtimmunsystem, durch Anwendung
von MGE beeinflusst werden kçnnen.[294]

Fîr das Gram-negative Bakterium Haemophilius ducreyi
wurde gezeigt, dass es dazu f�hig ist, synthetische Neu5Ac-
Analoga aufzunehmen und zu metabolisieren, jedoch nicht
die entsprechenden ManNAc-Vorstufen.[295] Offensichtlich
kann H. ducreyi Neu5Ac nicht de novo synthetisieren, son-
dern nimmt es aus seiner Umgebung auf.[296–298] Meist durch
sexuelle �bertragung verursachen Infektionen mit H. ducreyi
das �ußerst schmerzhafte Ulcus molle, eine Ulzeration, die
zus�tzlich das Risiko der �bertragung von HIV deutlich
erhçht.[299] Das LPS von H. ducreyi ist ein wichtiger Viru-
lenzfaktor und ist an der Adh�sion dieser Bakterien an Fi-
broblasten und Keratinozyten beteiligt.[300,301] LPS auf der
Zelloberfl�che von H. ducreyi enth�lt typischerweise hoch-
gradig sialylierte N-Acetyllactosamin-Einheiten.[302,303] Es
wird angenommen, dass H. ducreyi diese Sialyl-N-Acetyllac-
tosamin-Einheiten dafîr nutzt, um Wirtzell-Glykokonjugate
nachzuahmen und so der Immunabwehr zu entgehen.[304]

Durch MGE mit aliphatischen N-Acyl-Seitenketten-modifi-
zierten Neu5Ac-Analoga kçnnen modifizierte Sialins�uren in
H.-ducreyi-LPS eingefîgt werden.[194] Der Gebrauch von
Analoga mit l�ngeren N-Acyl-Gruppen verringert die Sialy-
lierung von H.-ducreyi-LPS. Vorbehandlung mit N-Octa-
noylsialins�ure hebt die Sialylierung von LPS vollst�ndig auf.

Wie oben beschrieben, exprimieren verschiedene patho-
gene Bakterien, z. B. E. coli K1 und N. meningitides Gp. B,
kapsul�res, a-2,8-verknîpftes PolySia auf ihren Zelloberfl�-
chen, das die eigene NCAM-Polysialylierung von Wirtzellen
nachahmt. Die neurovirulenten kapsul�ren PolySia-Ketten
dieser Bakterien sind strukturell und auch aus immunologi-
scher Sicht identisch zu den a-2,8-verknîpften PolySia-
Ketten, die in S�ugetierzellen kovalent an NCAMs gebunden
sind. Da sie also „selbsterkennende“ Strukturen exprimieren,
gibt es keine wirksamen Impfstoffe gegen pathogene Bakte-
rien, die a-2,8-verknîpfte PolySia-Kapseln tragen.[66] Diese
Kapseln schîtzen die Bakterien vor der Immunîberwachung
und spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Durchque-
rung der Blut-Hirn-Schranke. Die Bakterien kçnnen dadurch
die Meningen kolonisieren und eine spinale Meningitis ver-
ursachen, eine Erkrankung, die besonders bei Neugeborenen

Schema 11. Die Rolle von Sialins�ure und Glykoengineering bei der ret-
roviralen trans-Infektion. Siglec-1, das auf MDCs, z.B. prim�ren Makro-
phagen, exprimiert wird, bindet bestimmte Retroviren und vermittelt
ihren Transfer zu proliferierenden Lymphozyten. Diese trans-Infektion
wurde mithilfe von MLV-Partikeln untersucht. Wenn MDCs mit solchen
MLV-Partikeln inkubiert werden, binden sie diese, lagern sie zum Teil
ein und vermitteln daríber hinaus die trans-Infektion von Target-Lym-
phozyten mit diesen Partikeln – alles auf Siglec-1-abh�ngige Art und
Weise. MLV-Partikel, die N-Isobutanoyl-, N-Glykolyl oder N-Pentanoylsi-
alins�ure exprimieren, werden schlechter Siglec-1-abh�ngig gebunden.
Als Konsequenz daraus wird die trans-Infektion stark gehemmt.
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und S�uglingen gefîrchtet ist.[305, 306] Folgerichtig zeigen Bak-
terien, die PolySia-Kapseln exprimieren, oft einen Neuro-
tropismus,[*] der im Zusammenhang mit der Pathogenese von
Erkrankungen steht, die durch derartige Erreger ausgelçst
werden. Neisseria meningitides der Serogruppe C umgibt sich
mit einer homopolymeren Kapsel aus intern a-2,9-verknîpf-
ter PolySia,[307] die stark immunogen wirkt.[308] Daher gibt es
effektive Impfstoffe gegen diese St�mme.[309] Interessanter-
weise sind Bakterien, die alternierende a-2,8/a-2,9-Neu5Ac-
Einheiten exprimieren (wie E. coli K92),[310] weniger immu-
nogen als solche, die homopolymere a-2,9-Neu5Ac-Kapseln
exprimieren. a-2,8-Verknîpfte Neu5Ac-Einheiten, wie sie
z. B. von N. meningitides der Serogruppe B,[66,307]

E. coli K1,[311] Moraxella nonliquefaciens[289] oder Mannhei-
mia haemolytica[312] exprimiert werden, sind beim Menschen
im Vergleich am wenigsten immunogen.[291] Die Antigenit�t
von a-2,8-verknîpfter PolySia kann jedoch erhçht werden,
indem man eine chemische De-N-acetylierung der Neu5Ac-
Einheiten durchfîhrt oder die N-Acteyl-Gruppen durch N-
Propionyl-Gruppen austauscht, bevor man PolySia mit Teta-
nustoxin konjugiert.[313–315] Wenn man M�use mit diesen syn-
thetischen PolySia-Glykokonjugaten impft, produzieren die
Tiere große Mengen bakterizider Antikçrper.[316–318] In einem
anderen Experiment konnte die Immunogenit�t gegen
N. meningitides aus der Serogruppe B durch das Hinzufîgen
von N-Glykolyl-, N-Propyl-, N-Propionyl- oder N-Butanoyl-
Analoga zu Trisaccharidfragmenten der polysialylierten O-
Antigene erhçht werden.[319, 320]

4.3. Aliphatische Modifikationen und die Infektion mit
Trypanosoma cruzi

Eine Infektion durch den Parasiten Trypanosoma cruzi
kann die Chagas-Krankheit hervorrufen, eine schwere, in
Lateinamerika epidemische Erkrankung. Neben anderen
Symptomen treten in der akuten Phase der Krankheit Fieber,
entzîndliche Knçtchen oder Geschwîre sowie Hepato- und
Splenomegalie auf. Die Chagas-Krankheit chronifiziert oft
und greift dann typischerweise das zentrale Nervensystem,
den Gastrointestinaltrakt und das Herz an, ruft Schlafstç-
rungen hervor und kann letztlich zum Koma oder sogar zum
Tod fîhren.[321] Eine wichtige Erkenntnis, die bei der Erfor-
schung von T. cruzi gewonnen wurde, ist, dass sich dieser
Parasit Neu5Ac von Wirtzell-Sialoglykokonjugaten zu eigen
macht und zwar mithilfe der so genannten trans-Sialidase. Die
trans-Sialidase wirkt dabei als Enzym und als Bindungspro-
tein zugleich.[77, 322, 323] Sie ist ein Glycosylphosphatidylinosi-
tol(GPI)-verankertes Enzym, das den Neu5Ac-Transfer von
Wirt-Glykokonjugaten auf Galactosyl-Einheiten von Muci-
nen der Parasiten-Zelloberfl�che katalysiert. Durch Sialylie-
rung der Mucine kann T. cruzi der Erkennung durch das
Wirtimmunsystem entgehen.[325] W�hrend der Infektion wird
die trans-Sialidase von der Parasitenoberfl�che in die Milz,
den Thymus und die Peripheren Ganglien abgegeben und
kann so in den Blutkreislauf gelangen.[326–328] Freie trans-Sia-
lidase kann Thrombozyten desialylieren und dadurch eine
Thrombozytopenie hervorrufen.[328] Des Weiteren kann sie
die Sialylierung von CD45-Isoformen auf Lymphozyten be-

einflussen.[324] Patienten, die an der Chagas-Krankheit leiden,
haben h�ufig kardiale Symptome, wie Erregungsleitungsstç-
rungen, Herzrhythmusstçrungen oder Herzinsuffizienz.[329] Es
gibt Anzeichen dafîr, dass diese Symptome zum Teil durch
fehlerhafte Sialylierung von kardialen Kanalproteinen ver-
ursacht werden kçnnen, die wiederum durch trans-Sialidase-
Aktivit�t w�hrend der T.-cruzi-Infektion hervorgerufen
wird.[330] Jîngst wurde die trans-Sialidase wegen ihrer neuro-
pathologischen Bedeutung bei der Chagas-Krankheit als ein
„aus Parasiten stammender neurotrophischer Faktor“ be-
zeichnet.[331]

Nichtnatîrliche Sialins�uren kçnnen die Aktivit�t der
trans-Sialidase hemmen und somit die Infektiosit�t von
T. cruzi reduzieren. Fîr verschiedene Sialins�ure-Analoga
wurde gezeigt, dass sie als potente trans-Sialidase-Inhibitoren
wirken.[327, 332, 333] Durch MGE mit N-Acyl-Seitenketten-ver-
l�ngerten ManNAc-Analoga kçnnen Zellen resistenter gegen
die Infektion durch T. cruzi gemacht werden (Schema 12).[334]

Hemmung der trans-Sialidase durch MGE ist ein vielver-
sprechender Ansatz fîr die Entwicklung neuer Medikamente
gegen die Chagas-Krankheit.

Schema 12. Hemmung der trans-Sialidase (trans-Sia) durch N-Acyl-Sei-
tenketten modifizierte Sialins�uren. Weil er keine Mçglichkeit zur en-
dogenen Biosynthese von Sialins�ure hat, entnimmt der Parasit T. cruzi
Sialins�ure-Einheiten aus Wirt-Sialoglykokonjugaten durch die einzigar-
tige trans-Sia. trans-Sia íbertr�gt Neu5Ac aus Wirt-Glykokonjugaten auf
Galactosylreste von Mucinen auf der Parasitenzelloberfl�che. Die Infek-
tiçsit�t von T. cruzi und die Auspr�gung der Symptome der Chagas-
Krankheit sind eng mit der trans-Sia-Aktivit�t verbunden. Zellen, die
durch MGE mit N-Acyl-Seitenketten-elongierten ManNAc-Analoga mo-
difiziert wurden, erwiesen sich als resistenter gegen T.-cruzi-Infektio-
nen, wahrscheinlich weil die trans-Sia durch die entstandenen N-Acyl-
Seitenketten-modifizierten Sialins�uren inhibiert wurde.

[*] Neurotropismus bedeutet in der Virologie/Mikrobiologie, dass Er-
reger besonders h�ufig das Nervensystem infizieren. Dafír ist die
F�higkeit der Erreger, die Blut-Hirn-Schranke zu íberqueren, von
integraler Bedeutung.
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4.4. Glykoengineering in der Tumorbiologie

Maligne Tumoren mîssen ein gewisses Maß an Prolife-
ration, Entzîndung und Angiogenese aufrechterhalten, um
sich „erfolgreich“ zu entwickeln und in andere Gewebe ein-
wandern zu kçnnen. Deshalb ist die Interaktion zwischen
Tumorzellen und der extrazellul�ren Matrix von großer Be-
deutung. Glykokonjugate sind dafîr bekannt, eine integrale
Rolle in diesen zellul�ren Prozessen und Interaktionen zu
spielen. Viele Tumorzellen weisen eine Hypersialylierung und
ver�nderte Sialylierungsmuster auf ihrer Zelloberfl�che auf.
Es wird vermutet, dass sie sich dadurch der Immunîberwa-
chung entziehen.[131,335, 336] Modifikation von Sialins�uren in
Tumorzellen mithilfe von MGE beeinflusst die Biologie der
Tumoren auf vielf�ltige Art und Weise.

Ganglioside sind per definitionem sialylierte Glyko-
sphingolipide. Manche von ihnen sind besonders in malignen
Tumoren hochgradig exprimiert, und es wird angenommen,
dass sie eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese spielen.
Einige Ganglioside wurden als mçgliche Ziele fîr eine Im-
muntherapie mit monoklonalen Antikçrpern identifiziert, da
sie fast ausschließlich auf der Zelloberfl�che von Tumoren
exprimiert werden.[337] Leider konnte nur eine schwache Im-
munantwort gegen GD3 generiert werden, das Ganglosid, das
îberwiegend auf Melanomzellen vorkommt,[248, 338, 339] und
auch gegen das von vielen Tumoren exprimierte GM3 wurde
nur eine schwache Reaktion beobachtet.[337, 340, 341] �berra-
schenderweise waren Studien zur Modulierung der Immun-
antwort gegen GD3 und seine natîrliche Vorstufe GM3 durch
MGE erfolgreich. Nach Vorbehandlung der jeweiligen Tu-
morzellen mit ManNAc-Analoga war die Immunogenit�t
beider aus diesen Zellen gewonnener Ganglioside erhçht. N-
Propionylierte und N-butanoylierte Konjugate generierten
eine effektive Immunantwort gegen GD3. GM3-Protein-
konjugate, die nach einer Vorbehandlung mit N-Phenylace-
tylmannosamin (ManNPAc) gebildet wurden, konnten ge-
nutzt werden, um eine Antikçrperreaktion gegen GM3 zu
generieren.[176, 342,343] Proteinkonjugate mit Gangliosiden, die
zuvor durch MGE modifiziert wurden, sind nicht nur nîtzlich,
um Antikçrper fîr immunhistologische Studien zu generie-
ren, sondern auch, weil sie das Potential zur Entwicklung von
Antitumor-Impfstoffen haben. Bei der Anwendung dieses In-
vitro-Modells an Tumor-tragenden M�usen konnten das
Wachstum und auch die Metastasierungsrate von Tumoren
deutlich reduziert werden.[344]

PolySia erfîllt nicht nur entscheidende Funktionen w�h-
rend der Entwicklung in normalen Zellen und Geweben,
sondern ist auch ein wichtiges Tumor-assoziiertes Antigen,
das h�ufig in der Tumormetastasierung involviert ist.[66,345–350]

Da PolySia kaum im gesunden Menschen vorkommt, mit
Ausnahme von ausgew�hlten Regionen des Gehirns, die eine
persistente Expression aufweisen,[118] ist die Entwicklung von
Antikçrpern gegen dieses Epitop ein vielversprechendes und
relevantes Gebiet fîr die Krebsforschung. Im Unterschied
zum physiologischen PolySia-Glykan sind N-propionylierte
und N-butanoylierte PolySia-Glykane st�rker antigen.[313,351]

Gegen Leuk�mie- oder Myelomzellen, die zuvor mit ManN-
Prop behandelt wurden, werden Antikçrper generiert, die N-
propionylierte PolySia als Zielstruktur erkennen.[352, 353] Diese

Antikçrper kçnnen Apoptose in den jeweiligen Tumorzellen
induzieren und unterstîtzen die Tumorlyse. Dieses Beispiel
zeigt einmal mehr eindrîcklich Synergien und Mçglichkeiten
der Kombination von MGE mit Immuntherapie auf.

Experimentelle Hypersialylierung von Tumorzellen, wie
sie z. B. durch Vorbehandlung mit ManNAc erreicht werden
kann, macht derartige Zellen resistenter gegen Bestrahlung
und verschiedenste Chemotherapeutika (Schema 13).[354]

MGE mit ManNProp und, mehr noch, mit ManNPent fîhrt in
behandelten Neuroblastomzellen zu reduzierter Zelloberfl�-
chensialylierung und hemmt die Expression von PolySia
durch diese Zellen vollst�ndig.[355] Derartig behandelte Neu-
roblastomzellen, die keine Polysialylierung aufweisen, zeigen
auch eine erhçhte Empfindlichkeit gegen Bestrahlung und
Chemotherapeutika. Diese Befunde unterstreichen die Be-

Schema 13. Polysialins�ure (PolySia) und die N-Acyl-Seitenkette der Si-
alins�ure spielen eine wichtige Rollen bei Resistenz gegen Chemothe-
rapeutika. Hypersialylierte Zellen, die zuvor mit ManNAc behandelt
wurden, sind resistenter gegen verschiedene Chemotherapeutika, vor
allem gegen 5-Fluoracil. Im Unterschied dazu reagieren Zellen, die mit
ManNProp behandelt wurden, st�rker auf die Therapie mit Chemothe-
rapeutika. Diese Befunde kçnnten im Zusammenhang mit dem Verlust
von PolySia in Neu5Prop-exprimierenden Zellen stehen.
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deutung der PolySia fîr die potentielle Inhibition der Tu-
morprogression.

4.5. Aliphatische Modifikationen und Wachstum und
Differenzierung

MGE mit N-Acyl-Seitenketten-modifizierten ManNAc-
Analoga in neuronalen Zellkulturen wurde zuerst bei Klein-
hirn-Mikroexplantaten aus Ratten angewendet. Nach der
Behandlung solcher Explantate mit ManNProp fand sich eine
erhçhte Anzahl an frîhen Oligodendrozyten-Vorl�uferzellen.
Der Grund hierfîr war anscheinend keine gesteigerte Proli-
feration, sondern eher eine verlangsamte Differenzierung der
Vorl�uferzellen.[356]

Es wurde gezeigt, dass die Anwendung von ManNProp in
Oligodendrozytenkulturen die Anzahl an calciumabh�ngigen
Aktionspotentialen in diesen Zellen erhçhte. Dies l�sst
darauf schließen, dass MGE in die zellul�re Signaltransduk-
tion des zentralen Nervensystems eingreift.[357]

Spannungsabh�ngige Kaliumkan�le (Kvs) sind entschei-
dende Determinanten fîr die Kontrolle und Modulation der
Aktionspotential-Repolarisierung in Neuronen sowie in
Kardiomyozyten und quergestreiften Skelettmuskelzellen.
Neuronale Kv-Ionenkan�le haben typischerweise zwei sialy-
lierte N-Glykane.[358–360] Die Entfernung dieser sialylierten N-
Glykane fîhrt zu verminderter Aktivierungs-, Inaktivierungs-
und Desaktivierungskinetik der Ionenstrçme.[359] Die Sialin-
s�uren in diesen N-Glykanen kçnnen durch MGE moduliert
werden. Ein Ersatz der N-Acetyl-Seitenkette durch N-Pro-
pionyl- oder N-Pentanoyl-Gruppen vermindert jeweils die
Rate sowohl der Aktivierung als auch der Inaktivierung.[360]

Folgerichtig scheint die N-Acetyl-Seitenkette von Neu5Ac
auf bedeutende Art und Weise die biologischen Merkmale
der Kv-spannungsabh�ngigen Ionenkan�le mitzubestimmen.

Die Mçglichkeit, mithilfe von MGE neuronale Zellen zu
stimulieren, wurde umfassend erforscht. Es folgen nun einige
Beispiele, die verdeutlichen, wie ManNProp spezifische
neuronale Zellfunktionen modulieren kann.

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung neuronaler Zellen
mit ManNProp Neuritenwachstum fçrdert, was als In-vitro-
Modell fîr axonales Wachstum angesehen wird.[361] Dazu
passend konnte durch 2D-Gelelektrophorese und Proteom-
analysen gezeigt werden, dass ManNProp die Expression
verschiedener Proteine reguliert, die in Neuritenwachstum
involviert sind.[362] Nach der Behandlung von PC12-Zellen mit
ManNProp werden die durch extrazellul�re Signale regu-
lierten Kinasen 1 und 2 (erk1/2) durch Phosphorylierung ak-
tiviert und in den Zellkern transportiert. Daraus l�sst sich
folgern, dass der Neu5Ac-Metabolismus an der Differenzie-
rung von neuronalen Zellen beteiligt ist. Diese Hypothese
wird durch Befunde gestîtzt, die zeigen, dass neuronale
Zellen, denen es an ausreichender Neu5Ac-De-novo-Bio-
synthese mangelt, erhçhtes Neuritenwachstum aufweisen.[362]

Polysialyliertes NCAM (Schema 2) ist entscheidend an
neuronalem Wachstum und neuronaler Differenzierung be-
teiligt,[363] und die Aktivit�t der Polysialyltransferase
ST8Sia II ist ein entscheidender Parameter fîr Neuriten-
wachstum.[364] Wegen seiner geringen Zytotoxizit�t kçnnen

relativ hohe Konzentrationen von ManNProp bei Zellkultur-
und In-vivo-Experimenten verwendet werden. Eine Lang-
zeitbehandlung von Ratten mit ManNProp hat keinen Ein-
fluss auf die Vitalit�t der Tiere.[365] Allerdings mangelt es
immer noch an detaillierten toxikologischen Studien fîr N-
Acetyl-Seitenketten-modifizierte ManNAc-Analoga. Wie in
Abschnitt 4.4 beschrieben, reduziert ManNProp-Behandlung
die Polysialylierung von NCAM, wahrscheinlich îber Inhi-
bition der ST8Sia II.[365, 366] MGE kann als gute Grundlage fîr
In-vivo-Experimente der PolySia-Hemmung gesehen werden,
denn es hat Vorteile gegenîber anderen Methoden, wie dem
Zîchten von Polysialyltransferasen-Knock-out-M�usen. Es
wurde gezeigt, dass die Inhibition der Polysialylierung von
NCAM durch ManNProp eine aberrante Grenzbildung und
fehlerhaftes Moosfaserwachstum im Hippocampus neugebo-

Schema 14. Polysialyliertes NCAM spielt eine wichtige Rolle fír Regel-
kreise im Hippocampus. In histologischen Schnitten unbehandelter
M�use konvergieren die Moosfasern typischerweise im Stratum luci-
dum des Hippocampus. Eine 21-t�gige Behandlung neu geborener
M�use mit ManNProp fíhrte zu einem Verlust an PolySia-NCAM und
verursachte in der Folge eine fehlerhafte Regelkreisformation im Hip-
pocampus. Die Moosfasern in Neu5Prop-exprimierenden Tieren waren
weniger gebíndelt und drangen bis in die Cornu-ammonis-Region 3
(CA3) ein. Ein Teil dieses Schemas ist aus Lit. [367] abgeleitet.[367]
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rener M�use induziert (Schema 14).[367] Anscheinend ist die
genaue homçostatische Regulation der Menge an expri-
mierter PolySia w�hrend bestimmter Phasen der Entwicklung
besonders wichtig fîr korrekte Synapsenbildung und die
Bildung von Regelkreisl�ufen im Hippocampus. MGE mit
ManNProp ist eine nîtzliche Methode, um Polysialylierung
und damit auch Signaltransduktion in vivo zu beeinflussen.

In-vivo-Nervenregeneration kann ebenso durch Behand-
lung mit ManNProp beeinflusst werden.[368] Parenterale In-
jektion von peracetyliertem ManNProp stimulierte, im Un-
terschied zur Applikation von peracetyliertem ManNAc,
axonales Wachstum, die Menge an baumartig verzweigten
Axonen sowie die Anzahl an entstehenden Verzweigungs-
strukturen in einem regenerierenden Axon. In M�usen, die
einen Knock-down von ST8Sia II aufweisen, konnte keine
derartige Stimulation beobachtet werden. Darîber hinaus
wurde gezeigt, dass die Anwendung von ManNProp zur ver-
mehrten Ausschîttung von Dopamin fîhrt, wahrscheinlich
îber eine Aktivierung der Tyrosin-3-Monooxygenase.[369]

4.6. Aliphatische Modifikationen und Angiogenese

Die Bildung eines Lumens innerhalb von neu entstehen-
den Blutgef�ßen ist ein wesentlicher Bestandteil der Angio-
genese. Endothelzellen exprimieren oft stark sialylierte Gly-
kokonjugate, wie Mucine oder Proteoglykane. Die negative
Ladung von Neu5Ac kreiert hierbei ein elektrisches Feld, das
zur gegenseitigen Abstoßung der Zellen beitr�gt und dadurch
an der Bildung des endothelialen Lumens entscheidend be-
teiligt ist.[370]

Kapillaraussprossungen, die von humanen Endothelzel-
len aus der Vena umbilicalis (HUVEC) gebildet werden,
wenn diese mit bestimmten Gelmatrices in Kontakt kommen,
werden h�ufig zur Nachahmung der Angiogenese in vitro
verwendet. Stark sialylierte Endothelzellen zeigen bei diesen
Experimenten weniger Kapillaraussprossungen als Zellen mit
freien Galactosylresten.[371] Dies kann sowohl durch elektro-
statische Abstoßung als auch durch die verminderte Bindung
von Galektin-1 (Gal1) erkl�rt werden. Gal1, ein von vielen
Zelllinien exprimiertes Protein, bindet haupts�chlich an
endst�ndige Galb1-4GlcNAc-Reste in Glykokonjugaten. In
desialylierten Endothelzellen aktiviert die Bindung von Gal1
den Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2
(VEGFR-2) und induziert damit Proliferation und Angioge-
nese. Die Bedeutung des Gal1-Weges, besonders in der Tu-
morbiologie, wurde durch Studien von Rabinovich et al.
hervorgehoben.[371]

In einem anderen Experiment wurden Endothelzell-
Sph�roide mit ManNAc-Analoga behandelt und danach auf
eine Gelmatrix îberfîhrt und mit Basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF) stimuliert. Sph�roide, die durch eine Vorbe-
handlung mit ManNAc vermehrt Sialins�ure exprimierten,
zeigten reduzierte Kapillaraussprossungen. Im Unterschied
dazu wiesen Zellen, welche die nichtnatîrlichen Sialins�uren
Neu5Prop und Neu5But exprimierten, verst�rkte Kapilla-
raussprossungen nach der Stimulation mit bFGF auf.[372]

Mçgliche Erkl�rungen fîr die beobachteten Auswirkungen
von MGE auf die Angiogenese kçnnten der ver�nderte

Umsatz der nichtnatîrlichen Sialins�uren oder auch eine
ver�nderte Bindungsaffinit�t von bestimmten Sialins�ure-
abh�ngigen Rezeptoren sein.

4.7. Aliphatische Modifikationen und das Immunsystem

Sialylierung und Desialylierung von Zellen ist fîr das
Immunsystem von großer Bedeutung, besonders fîr die
Funktion der Selektine und Siglecs, die zellul�res Neu5Ac
binden und dadurch diverse Leukozytenfunktionen regulie-
ren.[373, 374]

Es gibt Anzeichen dafîr, dass Neu5Ac in die Differen-
zierung und Reifung von Lymphozyten involviert ist. Be-
handelt man beispielsweise humane mononukle�re Zellen
des peripheren Blutes mit ManNProp, stimuliert dies Dosis-
abh�ngig die Zellproliferation. Unter denselben experimen-
tellen Bedingungen reagieren die Zellen kaum auf ManNAc.
Zus�tzlich wurde demonstriert, dass eine Behandlung von
mononukle�ren Zellen mit ManNProp die Expression von
Proliferationsmarkern, wie dem Transferrinrezeptor (CD71)
und dem Interleukin-2-Rezeptor (CD25), fçrdert.[375] Dar-
îber hinaus sekretieren mit ManNProp behandelte Zellen
vermehrt das Zytokin Interleukin-2 (IL-2). Nach der Bindung
an seinen Rezeptor stimuliert IL-2 die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFKB. In Extrakten aus ManNProp-
oder ManNAc-behandelten mononukle�ren Zellen konnte
eine Verdopplung der NFKB-p65-Untereinheit festgestellt
werden. Zur Erkl�rung dieser Resultate wurde postuliert,
dass das negativ geladene CMP-Neu5Ac-Analogon, CMP-
Neu5Prop, mit nukle�ren Proteinen interagiert und auf diese
Weise die Genexpression beeinflusst. Zusammengenommen
unterstreichen all diese Befunde die entscheidende Rolle der
N-Acyl-Seitenkette von Neu5Ac in Zellen des Immunsys-
tems.

4.8. Aliphatische Modifikationen beeinflussen die Stabilit�t von
Glykoproteinen

Die biologische Stabilit�t von Glykoproteinen ist abh�n-
gig von ihren terminalen Zuckern, besonders von an zweit-
letzter Stelle gelegenen Galactosyl- und terminalen Neu5Ac-
Einheiten. Der Grad an Sialylierung ist ein Garant fîr die
Stabilit�t und biologische Aktivit�t von Hormonen in vivo,[376]

und Hypersialylierung hat h�ufig einen antiproteolytischen
Effekt.[73] Die peripheren Zuckereinheiten der membran-
gebundenen Glykoproteine haben ihre ganz eigene Dynamik.
Wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, ist die Halbwertzeit der
peripheren Zuckerreste viel kîrzer als die Halbwertzeit der
„Kernzucker“ und des Polypeptid-Rîckgrats.[137, 138,377] Die
biologische Halbwertzeit von zwei stark sialylierten Glyko-
proteinen, dem Plasmamembran-assoziierten Zelladh�sions-
molekîl CEACAM1 (ein Mitglied der Immunglobulin-Su-
perfamilie) und dem Wachstumshormon Erythropoetin,
wurde gemessen, nachdem Zellen, die diese Glykoproteine
exprimieren, mit ManNProp behandelt worden waren. Im
Fall von CEACAM1 erhçhte der metabolische Austausch von
nur 35% des Glykokonjugat-gebundenen Neu5Ac durch
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Neu5Prop die biologische Halbwertzeit des Proteins um mehr
als 40 %. Der partielle Ersatz von Neu5Ac durch Neu5Prop
schîtzte Erythropoetin vor Sialidase-vermittelter Desialylie-
rung und behinderte dadurch die Bindung des Hormons an
den Ashwell-Morell-Rezeptor.[378] Die biologische Halb-
wertzeit des durch MGE modifizierten Erythropoetins war
bedeutend verl�ngert. Die Aufnahme von noch l�ngeren N-
Acyl-Seitenketten in nichtnatîrliche Sialins�uren des Ery-
thropoetins, z. B. durch Behandlung von Zellen mit ManN-
Pent, steigerte die Stabilit�t des Hormons weiter. Diese Be-
obachtungen lassen darauf schließen, dass die pharmakoki-
netischen Eigenschaften von Glykoproteinen, z. B. von
Wachstumshormonen oder Blutgerinnungsfaktoren, durch
rekombinante Expression derselben mit nichtnatîrlichen
Sialins�uren auf vorteilhafte Weise beeinflusst werden
kçnnen.

4.9. Aliphatische Modifikationen regulieren die Genexpression

Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die negativ geladene CMP-Neu5Ac, die im
Zellkern synthetisiert wird, mit Proteinen interagiert, die in
Genregulation involviert sind. Ein �berschuss an CMP-
Neu5Ac oder die Pr�senz von nichtnatîrlichen CMP-Sialin-
s�uren kçnnte folglich eine direkte Auswirkung auf Proteine
haben, welche die Genexpression regulieren.

Die erste systematische Studie, die zeigte, dass ManN-
Prop-Behandlung die Genexpression stark beeinflusst, wurde
in neuronalen Zellen durchgefîhrt. In Gegenwart von
Neu5Prop wurden 69 von 13 778 im Probenset untersuchten
Genen ver�ndert exprimiert. Fînfzehn dieser Gene wurden
hoch- und 54 herunterreguliert.[362] Eines dieser hochregu-
lierten Gene kodiert fîr Thioredoxin, das wiederum direkt in
Zelldifferenzierung und Neuritenwachstum involviert ist.[362]

Behandlung mit ManNAc fîhrt zu einem Anstieg der CMP-
Neu5Ac-Konzentration im Zellkern. Es wurde gezeigt, dass
dadurch die Expression von 1410 von 20 862 getesteten
Genen beeinflusst wird. 150 dieser Gene aus dem Probenset
wurden hochreguliert, w�hrend 1260 von ihnen herunterre-
guliert wurden.[379]

4.10. Aliphatische Modifikationen und Stammzellen

Erhçhte Expression von Sialyl-LewisX(sLeX)-Epitopen
verleiht mesenchymalen Stromazellen (MSC) einen Kno-
chenmarktropismus,[380] der zusammen mit anderen Effekten
als gînstig fîr die Knochenheilung angesehen wird. SLeX ist
ein sialyliertes Tetrasaccharid, das normalerweise auf O-
Glykanen vorkommt. Um in entzîndliche Gewebe durch
transendotheliale Migration einzudringen zu kçnnen, benç-
tigen MSCs eine hohe Expression von sLeX auf ihrer Zell-
oberfl�che.[381] Der Grad an Zelloberfl�chen-assoziiertem
sLeX kann durch Ex-vivo-Fucosylierung erhçht werden.[380]

Diese Resultate zeigen, dass MGE eine effiziente Methode
ist, um zellul�res Trafficking zu beeinflussen – ein Vorgang,
der fîr eine Vielzahl an physiologischen und pathophysiolo-
gischen Prozessen von großer Bedeutung ist.

Durch das Kultivieren von MSCs in Gegenwart von
ManNProp wird mehr als die H�lfte ihrer natîrlichen
Neu5Ac durch Neu5Prop ersetzt.[382] Die Glykanstrukturen
der behandelten Zellen ver�ndern sich, nachdem Neu5Prop
in diese inkorporiert wurde. Es wurde besonders ein Anstieg
an fucosylierten Glykanspezies im Vergleich zu unbehandel-
ten Zellen beobachtet. Interessanterweise waren die meisten
der hierbei gefundenen fucosylierten Glykane LewisX- oder
Blutgruppen-H-Epitope, aber nicht sLeX. Auch die Expres-
sion von tri- und tetra-antenn�ren Glykanen und Polylactos-
amin-haltigen N-Glykanen konnte durch Behandlung von
MSCs mit ManNProp erhçht werden. Polylactosamine sind
eine typische Besonderheit der MSC-N-Glykosylierung. Ihr
Expressionsspiegel verringert sich stetig mit zunehmender
Differenzierung dieser Zellen.[383] Polylactosamine sind auch
die bevorzugten Liganden fîr einige Mitglieder aus der
Gruppe der Galektine. Die Affinit�t von Galektin-3 (Gal3)
zu seinen Liganden steigt z.B. an, wenn viele aufeinander-
folgende Lactosamineinheiten vorhanden sind, wie es bei
Polylactosaminen der Fall ist.[384] Galektine nehmen an einer
Vielzahl von biologischen Funktionen teil, und das bei einer
großen Anzahl von Zelltypen.[385] Auf die Rolle von Galektin-
1 bei der Angiogenese wurde bereits in Abschnitt 4.6 einge-
gangen. Es wird postuliert, dass die hohen Expressionsspiegel
von Gal1 und Gal3 fîr die immunsuppressiven Eigenschaften
von MSCs verantwortlich sind. Es sollte an dieser Stelle er-
w�hnt werden, dass neuronale Zellen, die mit ManNProp
vorbehandelt wurden, Gal3 îberexprimieren.[366] Kultivie-
rung von Stammzellen in Gegenwart des ManNAc-Analo-
gons ManNTGc fîhrt zur Biosynthese von Neu5TGc (siehe
Abschnitt 3.3). Diese nichtnatîrliche Sialins�ure ver�ndert
die Eigenschaften der Stammzellen und kann so z.B. neuro-
nale Entwicklung induzieren.[240] Im Unterschied zu den Er-
gebnissen mit MSCs wurde eine erhçhte Expression von sLeX

in ManNProp-behandelten Promyeloblasten beobachtet.[386]

Diese Entdeckung kann entweder durch eine erhçhte Affi-
nit�t der betroffenen Sialyltransferasen fîr Neu5Prop oder
durch verminderte Aktivit�t von Sialidasen fîr sLeX-Glyka-
ne, die Neu5Prop enthalten, erkl�rt werden.

4.11. N-Acyl-Seitenketten-spezifischer Metabolismus von N-
Acylmannosaminen

Aus der Zusammenschau der hier vorgetragenen Befunde
erw�chst die Erkenntnis, dass von jeder in nichtnatîrliche
Sialins�uren eingefîhrten N-Acyl-Seitenketten-Modifikation
eine Vielzahl an unterschiedlichen biologischen Konsequen-
zen ausgeht. In manchen F�llen kçnnen einzelne aliphatische
N-Acyl-Seitenketten-Modifikationen sogar gegens�tzliche
Effekte vermitteln, abh�ngig von der L�nge ihrer Acylkette.
Wie in Abschnitt 4 beschrieben, kçnnen solche gegens�tzli-
chen Effekte w�hrend der Polyomavirus-Infektion,[184] der
neuronalen Differenzierung[375] oder der Kapillarausspros-
sung beobachtet werden.[372] Diese Befunde unterstreichen
die Notwendigkeit, die Spezifit�t der unterschiedlichen Sia-
lyltransferasen (STs) im Hinblick auf einzelne N-Acyl-Sei-
tenketten-Modifikationen zu untersuchen. Wenn die nicht-
natîrlichen Sialins�uren unterschiedlich durch die spezifi-
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schen STs îbertragen werden sollten, w�ren jeweils unter-
schiedliche Glykokonjugatstrukturen betroffen. Dies kçnnte
die sich zum Teil widersprechenden Beobachtungen erkl�ren,
die nach der Behandlung von Zellen mit nichtnatîrlichen
ManNAc-Analoga gemacht wurden.

In ersten Studien wurden Unterschiede in der Spezifit�t
einer bakteriellen Polysialyltransferase fîr CMP-Neu5Prop,
CMP-Neu5But, CMP-Neu5Pent oder CMP-Cyclopropylcar-
bonylneuramins�ure gezeigt.[387] Die N-Propionyl-, N-Buta-
noyl- und N-Pentanoylderivate wurden effizient von der
verwendeten Polysialyltransferase auf einen TriSia-Akzeptor
îbertragen. Die maximale L�nge der entstandenen nichtna-
tîrlichen PolySia verringerte sich jedoch mit zunehmender
Grçße der verwendeten N-Acyl-Seitenketten-Modifikatio-
nen (Schema 15). Beim Einsatz des CMP-Neu5Pent-Nu-

kleotids konnte lediglich der Transfer eines einzigen Sia-
Restes auf den TriSia-Akzeptor katalysiert werden, und die
Verwendung des N-Cyclopropylcarbonylderivats fîhrte zu
keinerlei Verl�ngerung des Akzeptors.[387]

5. Anwendungsbeispiele fír nichtnatírliche Sialin-
s�uren mit bioorthogonalen N-Acyl-Seitenketten-
Modifikationen

Die Anwendung von bioorthogonaler Chemie wurde von
Sletten und Bertozzi mit den Worten „in einem Meer aus
Funktionalit�t nach Selektivit�t fischen“ beschrieben.[204] Nach
ihrer Inkorporation in Biomolekîle stehen bioorthogonale
Reportergruppen fîr chemoselektive Ligationen bereit.
Azide kçnnen z.B. mit Phosphinen in der Staudiner-Ligation
reagieren, und lineare Alkine kçnnen durch die Anwendung
von CuAAC oder SPAAC funktionalisiert werden (siehe
Abschnitt 3.2).[222,388, 389] Bioorthogonale Reaktionen boten
nach ihrer Entdeckung vçllig neue Mçglichkeiten fîr biolo-
gische Untersuchungen und trugen dadurch zu fundamenta-
len Entdeckungen in der Protein-, Membran-, Neuro-, Ent-
wicklungs- und Stammzellbiologie sowie in der Krebsfor-
schung bei. Die Entwicklung derartiger bioorthogonaler Re-
aktionen sowie die Vor- und Nachteile bestimmter Repor-
tergruppen und Verbindungsreagentien wurden bereits in
vielen hervorragenden Aufs�tzen, besonders von Bertozzi
und Mitarbeitern, beschrieben.[199,204, 222, 390,391]

Durch das Einfîhren bioorthogonaler, funktioneller
Gruppen in die N-Acyl-Seitenkette von ManNAc-Analoga
und anderen Monosacchariden kann MGE mit bioorthogo-
naler Chemie kombiniert werden. Diese Methode bietet die
Mçglichkeit, bisher unerforschte Areale zu erkunden. Wenn
man Fluorophore mit solchen bioorthogonalen Reporter-
gruppen kuppelt, kann dies dazu genutzt werden, die Topo-
logie der Glykokonjugate und deren Umsatz in vitro, ex vivo
und in vivo zu visualisieren.

Abschnitt 5 bietet eine Zusammenfassung der Erkennt-
nisse, die bis heute bei der Verwendung von MGE mit bio-
orthogonalen N-Acyl-Seitenketten-modifizierten ManNAc-
Analoga gewonnen wurden. Mithilfe der Methode konnten
einige relevante biologische Prozesse untersucht und Strate-
gien fîr die mçgliche Behandlung von Krankheiten entwi-
ckelt werden.

5.1. Visualisierung sialylierter Glykokonjugate in vitro mithilfe
von metabolischem Glykoengineering

Die ersten erfolgreichen Studien zur Nutzung von MGE
mit bioorthogonalen Reportern fîr die Visualisierung von
Glykokonjugaten wurden bei Experimenten mit Zellkulturen
durchgefîhrt. Zellen wurden zuerst mit ManNLev und sp�ter
mit N-Azidoacetylmannosamin (ManNAz) behandelt, die zu
der entsprechenden Neu5Lev oder N-Azidoacetylneuramin-
s�ure (Neu5Az) metabolisiert werden. Nachfolgend konnten
die Glykokonjugat-gebundenen, nichtnatîrlichen Sialins�u-
ren mit einem fluorophorkonjugierten Phosphin-Reagens
durch die Staudinger-Ligation markiert werden.[15, 198] Die
ersten verwendeten Reagentien, z. B. Fluorescein- oder
Rhodaminkonjugate, hatten den Nachteil, fîr erhebliche
unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu sorgen, denn sie
gehen auch unspezifische Bindungen ein oder verbleiben als
nicht umgesetzte, aber dennoch fluoreszierende Reagentien
auf der Sonde. Um die Empfindlichkeit zu erhçhen, wurden

Schema 15. Untersuchungen zur Spezifit�t bakterieller Polysialyl-Trans-
ferasen (PolySTs) fír N-Acyl-Seitenketten-modifizierte CMP-Sialins�ure-
Analoga. Eine PolyST aus Neisseria meningitides B wurde genutzt, um
verschiedene N-Acyl-Seitenketten-modifizierte CMP-Sialins�ure-Deriva-
te auf einen fluoreszierenden TriSia-Akzeptor (DMB-DP3) zu íbertra-
gen. Mit zunehmender Grçße der N-Acyl-Seitenkette verringerte sich
die Verl�ngerung der nichtnatírlichen PolySia, was fír eine hohe Spe-
zifit�t der PolyST fír CMP-Neu5Ac spricht.
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Konjugate genutzt, die nur nach der Reaktion mit ihrer
Zielstruktur fluoreszieren.[205,392–394] Solche „intelligenten“
Sonden haben z.B. ein Cumaringerîst. Das Phosphin hemmt
in seiner reduzierten, nicht umgesetzten Form die Fluores-
zenz des Cumarins mithilfe seines freien Elektronenpaars.
Wenn das Phosphin îber die Staudinger-Ligation reagiert,
eliminiert das entstehende Oxid die Hemmung und bringt
somit ein fluoreszierendes Produkt hervor.[205]

Glykokonjugate auf Zelloberfl�chen kçnnen auch durch
die Kupplung fluoreszierender Sonden mit CuAAC visuali-
siert werden, und zwar nach Vorbehandlung der betroffenen
Zellen mit N-Alkinyl- oder N-Azidoacetyl-modifizierten
Monosaccharid-Analoga. Experimente mit CuAAC in S�u-
getierzellen ergaben, dass ManNAz ungef�hr 30–45 min be-
nçtigt, bis es metabolisiert und als Neu5Az auf der Zell-
oberfl�che exprimiert wird.[395] Auch fîr CuAAC gibt es
„intelligente“ Sonden. Diese beruhen z. B. auf einem 1,8-
Naphthalamidgerîst.[396] Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben,
wurde versucht, die Zytotoxizit�t des fîr die Reaktion er-
forderlichen Kupfers durch Hinzugabe von bestimmten von
Liganden, wie THPTA, zu eliminieren. Derartige Liganden
machen CuAAC auch bei In-vivo-Experimenten anwend-
bar.[208,209]

Schnell reagierende, nichttoxische Konjugate, die mit
ihrer Zielstruktur mittels SPAAC reagieren, kçnnen zur
�berwachung des Glykanumsatzes in lebenden Zellen ein-
gesetzt werden. Mit einem difluorierten Cyclooctinkonjugat
(DIFO; siehe Schema 17 in Abschnitt 5.2) lassen sich z. B.
Neu5Az- und N-Azidoacetylgalactosamin (GalNAz) in
Zelloberfl�chen-Glykokonjugaten effektiv anf�rben.[397,398]

Weiterhin kçnnen zellul�re Glykokonjugate auch mithilfe
von DARinv markiert werden. Hierbei werden Zellen zu-
n�chst mit Monosaccharidanaloga vorbehandelt, die kleine
Alkene tragen, z. B. mit N-Butenyloxycarbonylmannosamin
(Man5Beoc), das anschließend zur N-Butenyloxycarbonyl-
neuramins�ure metabolisiert wird.[216, 217, 223] Durch nachfol-
gende Markierung mit einem fluoreszierenden Tetrazinkon-
jugat lassen sich die modifizierten Glykokonjugate in Zellen
visualisieren (Schema 16). Mit der gleichen Markierungs-
strategie kçnnen auch Cyclopropen-haltige Analoga auf der
Zelloberfl�che visualisiert werden, z. B. 9-Cyclopropen-N-
acetylneuramins�ure (9-CpNeu5Ac).[225]

Es ist erw�hnenswert, dass die Markierungsstrategien
SPAAC und DARinv kombiniert werden kçnnen, um z. B.
unterschiedlich modifizierte Zuckerreste gleichzeitig in der-
selben Zelle kenntlich zu machen.[216]

MGE mit bioorthogonalen Reportern kann auch dazu
verwendet werden, bakterielle Glykokonjugate zu visuali-
sieren, und bietet dadurch neue Einblicke in bakterielle
Wachstumsparameter, den Umsatz von Glykokonjugaten und
die Aktivit�t von Enzymen auf der Zelloberfl�che.[399] Diese
Technik kçnnte eine besondere Bedeutung fîr die Detektion
von Bakterien erlangen und z.B. fîr die Suche nach bakteri-
eller Kontamination in Proben, wie Trinkwasser, verwendet
werden. LPS von E. coli kann nach Vorbehandlung mit 8-
Azido-8-desoxy-KDO angef�rbt werden.[400] Inkubation mit
8-Azido-3,8-didesoxy-KDO und nachfolgende Ligation mit-
tels SPAAC konnte eingesetzt werden, um lebendige, kul-
tivierbare E. coli in bakteriellen Mischungen nachzuweisen,

die außerdem entweder tote E. coli oder Bacilius subtilis (als
Modell fîr einen nicht-KDO-haltigen Mikroorganismus)
enthielten.[14] C6-modifizierte Fuc-Analoga kçnnen zur
Kennzeichnung Fuc-haltiger bakterieller Polysaccharide ge-
nutzt werden.[401] Kîrzlich wurde gezeigt, dass die Zeit zur
Identifizierung von Legionella pneumophila in kontaminier-
ten Proben durch den Einsatz von MGE mit bioorthogonalen
Reportern und Fluoreszenzmarkierung deutlich verkîrzt
werden kann.[402] Die Zelloberfl�che des Gram-positiven
Bakteriums Staphylococcus aureus kann mithilfe von MGE
mit N-Azidoacetylglucosamin (GlcNAz) visualisiert
werden.[403] Darîber hinaus wird durch die Reaktion mit
einem fluoreszierenden Farbstoff auch die Bindung der mar-
kierten Bakterien an Kulturzellen reduziert.

Schema 16. In-vitro-Markierung N-Acyl-Seitenketten-modifizierter Sia-
lins�uren mithilfe der Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbe-
darf (DARinv). Hek293-Zellen, die Neu5Beoc exprimieren, wurden mit
einem bioorthogonalen Triazin-Biotin-Reaktionspartner gekuppelt. Die
modifizierten Zelloberfl�chen-Sialins�uren konnten mithilfe eines
Streptavidinkonjugats fluoreszenzmarkiert werden. Maßstabsbal-
ken =35 mm. Ein Teil dieses Schemas stammt aus Lit. [223].
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Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, werden Diazirin-haltige
ManNAc-Analoga, wie ManNDAz, zu den entsprechenden
nichtnatîrlichen Sialins�uren metabolisiert. Der Diazirin-
Rest in diesen Analoga steht danach fîr Photovernetzung zur
Verfîgung. Mit dieser experimentellen Strategie lassen sich
Ganglioside aus Zelllysaten kovalent binden. Die resultie-
renden Gangliosid-Protein-Komplexe kçnnen danach durch
Blotting oder Massenspektrometrie weiter analysiert
werden.[231, 404, 405]

Die Glykosylierung im Golgi-Apparat und in frîhen En-
dosomen konnte durch Inkubation von Fibroblasten mit N-
(5-Pentinoyl)neuramins�ure (Neu5Al) und nachfolgende
Fluoreszenzmakierung mit CuAAC visualisiert werden.[406]

Bei der Anwendung diese Methode wurde gezeigt, dass Fi-
broblasten aus Patienten, die an angeborenen Stçrungen der
Glykosylierung (CDG) leiden, eine verringerte Menge der
Alkin-markierten, gebundenen Sialins�uren in den unter-
suchten zellul�ren Kompartimenten aufwiesen. Heutzutage
werden auf HPLC und Massenspektrometrie basierende
Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung von CDG
genutzt.[407, 408] Techniken wie Glykoengineering mit bioor-
thogonalen Reportern kçnnten zu einer schnellen und ein-
fach anwendbaren Alternative fîr die Identifizierung solcher
Krankheiten werden.

Kîrzlich wurde der zellul�re Metabolismus von perace-
tyliertem ManNAz untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
Effizienz der ManNAz-Aufnahme und auch der Neu5Az-
Metabolismus zwischen unterschiedlichen Zelllinien variie-
ren.[409] Weiterhin wurden der zellul�re Aufnahmemechanis-
mus und die Verteilung von sowohl ManNAc als auch Sia-
lins�ure in vitro durch Nutzung von CuAAC analysiert.[410] In
dieser Studie wurden Zellen mit N-(4-Pentinoyl)mannosamin
(ManNAlk) oder der entsprechenden N-(4-Pentinoyl)neur-
amins�ure (Neu5Alk) behandelt, die daraufhin mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Neu5Alk wird an-
scheinend durch Endozytose aufgenommen. Das lysosomale
Protein Sialin vermittelt hierbei die Freigabe von Neu5Alk
aus Lysosomen ins Zytosol. Im Unterschied dazu tritt
ManNAlk îber einen bis jetzt unbekannten Plasmamem-
brantransporter in die Zelle ein.

Es gab umfangreiche Bemîhungen, unterschiedliche
Anwendungen zur Visualisierung von Glykokonjugaten in
Zellen zu entwickeln. Manche dieser Methoden wurden fîr
zukînftige In-vivo-Experimente erdacht (siehe Ab-
schnitt 5.2), w�hrend andere zum Verst�ndnis der Biologie
von Glykokonjugaten beitrugen, besonders in Bezug auf
ihren Umsatz und ihre Verteilung in Zellen.

5.2. Visualisierung sialylierter Glykokonjugate in vivo und ex vivo
mithilfe von metabolischem Glykoengineering

Die ersten Studien, mit deren Hilfe gezeigt werden sollte,
dass MGE mit geeigneten bioorthogonalen Reportergruppen
auch fîr In-vivo-Experimente genutzt werden kann, wurden
in M�usen durchgefîhrt.[202] Nach Vorbehandlung der Tiere
mit peracetyliertem ManNAz wurde das entsprechende
Neu5Az detektiert, und zwar indem isolierte Zellen aus der
Milz ex vivo mithilfe der Staudinger-Ligation angef�rbt

wurden. Mit der gleichen Methode konnte auch gezeigt
werden, dass GalNAz in Glykokonjugate von M�usen in-
korporiert wird.[411] Ein weiteres ManNAc-Analogon, das fîr
bioorthogonales Imaging von sialylierten Glykokonjugaten
in cellula und ex vivo genutzt werden kann, ist N-(Cycloprop-
2-en-1-ylcarbonyl)mannosamin (ManNCp).[224] Die Tatsache,
dass bioorthogonale GDP-Fuc-Analoga in Tieren metaboli-
siert werden, wurde mithilfe frîher Entwicklungsstadien von
Zebrafischembryonen belegt.[412] Bei dieser Studie ließ man
fucosylierte Glykokonjugate mit fluoreszierenden Sonden in
Paraformaldehyd-fixierten Embryos durch CuAAC ex vivo
reagieren.

Es wurden Ratten mit ManNAz behandelt, um die Ver-
teilung von sialylierten Glykokonjugaten in ihren Herzen zu
studieren und die Sialylierungsmuster von gesunden kardia-
len Geweben mit Geweben von Tieren zu vergleichen, die
unter kardialer Hypertrophie leiden.[413] Die Herzen der
vorbehandelten Ratten wurden hierbei entnommen und mit
einer n�hrstoffreichen, oxygenierten Lçsung durchspîlt
(Langendorff-Perfusion), die zus�tzlich ein fluoreszierendes,
SPAAC-f�higes Reagens enthielt. Histologische Schnitte er-
gaben, dass die Sialins�ure-Biosynthese in kardialem Gewebe
von Ratten, die an Hypertrophie litten, insgesamt erhçht
war.[413] Diese Erkenntnisse wurden unter anderem auf eine
vermehrte Expression bestimmter sialylierter Glykoproteine,
wie NCAM, T-Kininogene und a2-Macroglobulin, bezogen.

Scherer et al. nutzten MGE mit bioorthogonalen Repor-
tern, um den Proteinumsatz in der Kupula zu untersuchen
(bisher unverçffentlichte Studien). Die Kupula ist ein ent-
wicklungsgeschichtlich hochkonserviertes Organ, das zur
Detektion von Torsionsbewegungen des Kopfes dient. Der
Hauptbestandteil der gallertartigen Kupula ist Kupulin, ein
Glykoprotein mit einer Masse von ca. 45 kDa.[414] In den
Studien wurden Zebrafische mit nichtnatîrlichen Monosac-
chariden behandelt, die bioorthogonale Modifikationen
trugen. Die anschließende, zu verschiedenen Zeitpunkten
durchgefîhrte Ex-vivo-Analyse der CuAAC-gef�rbten his-
tologischen Schnitte des Innenohres ließ auf einen baso-api-
kalen Umsatz der Kupula-assoziierten Glykoproteine und
zus�tzlich einen schnellen Umsatz der entsprechenden Zu-
ckeranaloga in vivo schließen.

SPAAC wurde dafîr genutzt, den Glykanumsatz in le-
benden Zebrafischembryos sichtbar zu machen
(Schema 17).[203, 415] Bei diesen In-vivo-Experimenten wurden
die Embryonen mit peracetyliertem ManNAz oder GalNAz
inkubiert. Die entsprechenden Endprodukte, Neu5Az bzw.
GalNAz, konnten in O-Glykanen vom Mucin-Typ angef�rbt
werden, indem die Tiere in DIFO-Fluorophor-Konjugaten
gebadet wurden. Durch Verwendung einer Mehrfarb-Mar-
kierungsstrategie konnten Erkenntnisse îber das Expressi-
onsmuster und die Verteilung von Glykanen in vivo gewon-
nen werden. Die gleiche Strategie wurde genutzt, um O-
Glykane vom Mucin-Typ in C. elegans zu markieren. Hierbei
zeigte sich eine ausgepr�gte Expression solcher Mucine
w�hrend der Entwicklung der Tiere.[398] Zebrafische und
C. elegans haben den Vorteil, transparent zu sein und ex utero
heranzureifen. Das Anf�rben von N-Acyl-Seitenketten-mo-
difizierten Sialins�uren, die bioorthogonale Reporter tragen,
ist noch anspruchsvoller in lebenden S�ugetieren. Chang
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et al. zeigten, dass die SPAAC-vermittelte Konjugation mit
Fluoreszenzfarbstoffen in lebenden M�usen mçglich ist.[213]

Bei diesen Experimenten wurde der Erfolg des Anf�rbens
jedoch noch immer ex vivo evaluiert. Neves et al. injizierten
peracetyliertes ManNAz in Tumor-tragende M�use. Das
hierbei neugebildete Neu5Az konnte anschließend mithilfe
der Staudinger-Ligation in vivo markiert werden.[416] Durch
die Nutzung von Einzelphotonen-Emissionscomputertomo-
graphie (SPECT) konnten die Tumoren mit hoher Spezifit�t
kenntlich gemacht werden, da sie einen beschleunigten Sial-
ins�ureumsatz aufweisen. Kîrzlich wurde ein „Doppelklick“-
Ansatz etabliert, der die Staudinger-Ligation, oder SPAAC,
mit nachfolgender DARinv-Konjugation kombiniert, um O-

Glykane in Organen oder Tumorgeweben durch SPECT zu
visualisieren.[417] In einem anderen Experiment wurden
Zellen mit peracetyliertem ManNAz vorbehandelt und
danach in die Leber von M�usen transplantiert.[418] Im An-
schluss wurden die Zellen mithilfe von SPAAC mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert, wodurch ihre Lokali-
sierung innerhalb der Leber in vivo kenntlich gemacht wurde.

Die Visualisierung von Glykokonjugaten in vivo und
ex vivo ist eine Anwendung von großer Bedeutung. Nicht nur
die Grundlagenforschung wird von den neu eingefîhrten
oder schon gut etablierten Methoden profitieren, sondern
auch klinische Anwendungen sind vorstellbar, z. B. in der
Diagnostik. Gegenîber konventionellen Techniken, wie der
Markierung mit Lektinen oder Antikçrpern, hat MGE mit
bioorthogonalen Reportern den Vorteil, dass es den gesamten
Metabolismus der entsprechenden nichtnatîrlichen Mono-
saccharide abbildet. Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben,
kçnnen schnelle, nichttoxische Reaktionsmethoden, beson-
ders SPAAC und DARinv, in Kombination mit mehrfarbigen
F�rbemethoden zur Visualisierung des Glykokonjugatmeta-
bolismus mit mehr als einem Reportermolekîl zur selben
Zeit genutzt werden.

5.3. Weitere Anwendungsmçglichkeiten fír metabolisches
Glykoengineering mit bioorthogonalen, N-Acyl-Seitenketten-
modifizierten Mannosaminen

MGE mit bioorthogonalen Reportern kann nicht nur zur
Visualisierung von Glykokonjugaten genutzt werden. In
diesem Unterabschnitt werden weitere Anwendungsmçg-
lichkeiten dieser leistungsstarken Technik beschrieben.

Pan et al. nutzten MGE, um sialylierte Glykoproteine aus
Lysaten verschiedener Zelllinien anzureichern. Die Zellen
wurden dazu mit peracetyliertem ManNAz behandelt.[419]

Nach Konjugation mit einem Alkin-Biotin-Reagens konnten
die Glykoproteine der lysierten Zellen, die das entsprechende
Neu5Az enthielten, mithilfe von magnetischen Streptavidin-
Kîgelchen isoliert werden. Der Vergleich von isolierten
Proteinen aus unterschiedlichen Zelllinien durch HPLC und
Massenspektrometrie ergab, dass Zellen, die aus nichtklein-
zelligem Lungenkarzinom gewonnen wurden, bestimmte
Glykoproteine wie NCAM oder Contactin1 exprimieren. In
einem �hnlichen Ansatz wurden Neu5Az-haltige Glykopro-
teine aus Zelllysaten pankreaskarzinomatçsen Ursprungs mit
Biotin îber die Staudinger-Ligation gekuppelt und an
Streptavidin-Agarose gebunden.[420] Danach wurden die
Glykan-gebundenen Peptide eluiert und weiter mittels Mas-
senspektrometrie analysiert. Parallel konnten die isolierten
Glykane durch Lektin-Mikroarrays charakterisiert werden.
Bestimmte N-Glykosid-haltige Peptide wurden in unter-
schiedlich markierten Glykoproteinen identifiziert. Viele von
diesen wurden bereits zuvor mit Tumoren assoziiert. Diese
Erkenntnisse unterstreichen einmal mehr die Bedeutung der
Sialylierung bei Krebs und der Entwicklung von Tumoren.

Boons et al. fîhrten Neu5Az durch enzymatische In-vitro-
Behandlung mit der entsprechenden CMP-Neu5Az in einen
anti-CD22-Antikçrper ein.[421] Durch SPAAC konnten diese
Antikçrper mit fluoreszierenden Farbstoffen oder sogar

Schema 17. In-vivo-Markierung sialylierter Glykane in Zebrafischem-
bryos. Nach Vorbehandlung mit ManNAz exprimieren heranwachsende
Zebrafische Neu5Az auf ihrer Zelloberfl�che. Die N-Acyl-Seitenketten-
modifizierten Sialins�uren wurden in lebenden Tieren durch SPAAC
mithilfe eines Fluorophor-konjugierten difluorierten Cyclooctin(DIFO-
488)-Reaktionspartners visualisiert. Maßstabsbalken = 200 mm; hpf:
Stunden nach der Befruchtung. Teile dieses Schemas sind aus
Lit. [415] entnommen.
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Chemotherapeutika gekuppelt werden, z. B. mit dem DNA-
interkalierenden Medikament Doxorubicin. Es konnte ge-
zeigt werden, dass diese Medikament-Antikçrper-Konjugate
fîr CD22-positive B-Zellen zytotoxisch sind.

Eine Kombination aus der Behandlung mit ManNAz und
SPAAC zeigte sich als sehr nîtzlich fîr Tumor-Targeting
mithilfe von Nanopartikeln.[422] Wenn speziell entworfene
Nanopartikel, die an die jeweilige Neu5Az durch SPAAC
binden, in Tumor-tragende M�use injiziert werden, reichern
sich diese Nanopartikel im Tumorgewebe und anderen me-
tabolisch aktiven Organen an. In einem weiterentwickelten
Experiment wurden Tumor-tragende M�use mit Nanoparti-
keln behandelt, die peracetyliertes ManNAz enthielten.[423]

Der Vorteil, ManNAz in Nanopartikeln zu verpacken, liegt
darin, dass sich Nanopartikel durch den erhçhten Permeabi-
lit�ts- und Retentionseffekt in Geweben mit st�rkerer An-
giogenese, z.B. in Tumoren, anreichern.[424] Anschließend
wurden sekund�re, Chemotherapeutika enthaltende Nano-
partikel genutzt, die an das Neu5Az-exprimierende Tumor-
gewebe binden und dadurch das Tumorwachstum in vivo
betr�chtlich hemmen kçnnen (Schema 18). Mit dieser Art
von zielgerichteter Medikamententherapie kçnnen hohe
Konzentrationen des eingesetzten Wirkstoffes mit geringeren
Nebenwirkungen fîr den Gesamtorganismus relativ spezi-
fisch an die gewînschten Stellen im Kçrper verbracht werden.

Es wurde gezeigt, dass durch den Gebrauch von N-Pro-
pargylcarbonylmannosamin (ManNProc) oder N-Propargyl-
carbonylsialins�ure (Neu5Proc) Zellen kreiert werden
kçnnen, die hoch-affine Liganden fîr Siglecs exprimieren
(High-affinity siglec ligand-expressing cells, HASLECs).[425]

In dieser Studie wurden die vorbehandelten, Neu5Proc tra-
genden Zellen îber CuAAC mit bestimmten Azid-Gruppen
verbunden, welche die Bindungsaffinit�t zu spezifischen
Siglec-Subtypen stark erhçhen.[426] HASLECs sind gut ge-
eignet, um Siglec-abh�ngige Interaktionen auf zellul�rer
Ebene zu erforschen. Ans�tze wie diese zeigen, dass MGE in
Kombination mit bioorthogonaler Ligation zur chemischen
Reprogrammierung der zellul�ren Glykokalyx angewendet
werden kann und dass dadurch die Interaktion der Glyko-
kalyx mit Sialins�ure-abh�ngigen Rezeptoren, wie Siglecs,
moduliert werden kann.

6. Zukunftsaussichten

Heutzutage werden aliphatische N-Acyl-Seitenketten-
modifizierte Mannosamine vorrangig zur Erforschung
Neu5Ac-abh�ngiger biologischer Prozesse genutzt, wohinge-
gen bioorthogonale N-Acyl-Seitenketten-modifizierte
Mannosamine haupts�chlich dazu verwendet werden, Sialy-
lierung und den Sialins�uremetabolismus in vitro, in vivo und
ex vivo zu visualisieren. Aus den Befunden, die in diesem
Aufsatz beschrieben werden, l�sst sich ableiten, dass die Pa-
lette an zurzeit verfîgbaren Mannosaminen nîtzliche Hilfs-
mittel bereith�lt, um in zukînftigen Studien bisher unbe-
kannte Merkmale von Glykanen aufzudecken. Tabelle 1
enth�lt eine Zusammenstellung aller ManNAc-Analoga, die
bis heute fîr MGE genutzt werden konnten. Neue ManNAc-
Analoga kçnnten z. B. dazu verwendet werden, Sialins�uren

mit neuen chemischen, biochemischen oder biologischen Ei-
genschaften auszustatten. Außerdem bietet Glykoenginee-
ring der N-Acyl-Seitenkette neue, kreative Mçglichkeiten,
um Tumorwachstum zu beeinflussen oder das Immunsytem
zu stimulieren. Techniken wie das Anregen von Neuriten-
wachstum kçnnten von Zellkulturexperimenten auf Studien
an lebenden Tiere erweitert werden.

Besondere Aufmerksamkeit sollte der Analyse der Spe-
zifit�t von unterschiedlichen Sialyltransferasen (STs) fîr die
verschiedenen N-Acyl-Seitenketten-Modifikationen in
nichtnatîrlichen Sialins�uren geschenkt werden. Es gibt
Hinweise darauf, dass die heutzutage genutzten N-Modifi-
kationen Pr�ferenzen fîr bestimmte STs aufweisen kçnnen.
Wenn wir mehr îber die Spezifit�t und Empfindlichkeit der
STs lernen, kçnnen wir die molekularen Mechanismen,
welche die Chemie, die Biochemie und biologischen Eigen-

Schema 18. Die Verwendung von MGE bei der zielgerichtetern Tumor-
therapie. Tumor-tragenden M�usen wurden Glykol-Chitosan-Nanoparti-
kel (CNPs) injiziert, die peracetyliertes ManNAz enthielten. Derartige
CNPs reichern sich typischerweise in Tumorgeweben und anderen me-
tabolisch aktiven Organen an. Nach der Aufnahme von ManNAz expri-
mierten die Tumorzellen Neu5Az. Im einem zweiten Schritt wurden die
M�use mit CNPs behandelt, die Chlorin e6 enthielten und einen bioor-
thogonalen Reaktionspartner auf ihrer Oberfl�che trugen. Die vorbe-
handelten, Neu5Az exprimierenden Tumorzellen binden diese Nano-
partikel durch SPAAC und nehmen das zytotoxische Chlorin e6 auf.
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Tabelle 1: Zusammenstellung von ManNAC-Analoga, die sich als anwendbar fír MGE erwiesen haben, geordnet nach Typ und Datum der ersten
Beschreibung. Um diese Pr�sentation zu vereinfachen und zu vereinheitlichen, sind alle ManNAc-Analoga in ihrer desacetylierten, metabolisch
aktiven Form abgebildet.

Struktur Abkírzung Autor, Jahr Struktur Abkírzung Autor, Jahr

aliphatische Modifikationen:

ManNProp Kayser et al., 1992[171] ManNCrot Keppler et al., 2001[173]

ManNPent Kayser et al. 1992[171] ManNisoBut Chefalo et al., 2006[176]

ManNBut Keppler et al., 1995[184] ManNPAc Chefalo et al., 2006[176]

ManNHex Keppler et al., 1995[184] ManNCycloProp Wolf et al., 2012[387]

ManNGc Collins et al., 2000[79]

Modifikationen mit Fluor:

ManNPropF3 Dafik et al., 2008[177] ManNPentF3 Dafik et al., 2008[177]

ManNButF3 Dafik et al., 2008[177] ManNPentF2F3 Dafik et al., 2008[177]

Modifikationen mit Thiolen:

ManNTGc
Sampathkumar et al.,
2006[241]

Bioorthogonale Modifikationen:

ManNLev Mahal et al., 1997[192] ManNHxl
Niederwieser et al.,
2013[216]

ManNAz Saxon et al., 2000[198] ManNPeoc
Niederwieser et al.,
2013[216]
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schaften der N-Acyl-Seitenketten-modifizierten Mannosa-
mine bestimmen, sowie auch den Umsatz von modifizierten
Sialins�uren in Zellen detaillierter verstehen. Einige dieser
Analoga kçnnten z.B. von allen STs akzeptiert werden und
wîrden deshalb auf allen sialylierten Glykanen erscheinen,
w�hrend andere spezifisch fîr nur eine oder wenige STs sein
kçnnten und somit auch nur auf bestimmten sialylierten
Glykokonjugaten exprimiert werden wîrden. Unserer An-
sicht nach wird es in zukînftigen Studien mçglich sein, mittels
MGE Glykan-spezifische Forschungen zu betreiben, und das
in allen Organsystemen.

Ein weiteres interessantes Untersuchungsgebiet w�ren
Studien, die sich mit der Struktur modifizierter Glykane und
dem Einfluss von MGE auf das Glykom von Zellen, Gewe-
ben und Organen befassen. Hierbei spielt nicht nur die Spe-
zifit�t individueller STs eine bedeutende Rolle, sondern auch
der Metabolismus von N-Acyl-Seitenketten-modifizierten
ManNAc-Analoga im Roseman-Warren-Biosyntheseweg.
Weiterhin von Bedeutung sind der Katabolismus und die
Wiederverwendung von nichtnatîrlichen Sialins�uren in
Glykanen sowie ihre Resistenz gegen eine Abspaltung durch
Sialidasen.

Forschung îber Sialins�ure-bindende Immunglobulin-
�hnliche Lektine (Siglecs) kçnnte ebenfalls von der Technik
des MGE profitieren. Es gibt eine Vielzahl von biologischen
Signalwegen und Interaktionen, bei denen die Bindung si-
alylierter Glykokonjugate an Siglecs eine wichtige Rolle
spielt. Viele von diesen sind bis heute noch nicht ausreichend
erforscht worden. Erste Untersuchungen zeigen, dass Siglec-
Sialins�ure-Interaktionen durch Liganden, die nichtnatîrli-
che Sialins�uren tragen, beeinflusst werden kçnnen (siehe
Abschnitte 4.1 und 5.3). MGE kçnnte in diesem Zusam-
menhang zur Erkl�rung der Rolle der N-Acyl-Seitenkette
von Sialins�uren bei Siglec-Bindungen beitragen, zur Modu-
lation von spezifischen Siglec-abh�ngigen Signalwegen ge-
nutzt werden oder sogar die Entdeckung neuer Mitglieder der
Siglec-Familie ermçglichen.

Angesichts der bisherigen rasanten Entwicklung erwarten
wir, dass MGE mit N-Acyl-Seitenketten-modifizierten
Mannosaminen eine gebr�uchliche Methode in einer Vielzahl
von Forschungsgebieten werden wird und darîber hinaus in
der klinischen Diagnostik und sogar mçglicherweise fîr die
Therapie von Erkrankungen genutzt werden kann. Um dies
zu erreichen, wird es nçtig sein, die Toxizit�t gegebener und
neu entwickelter ManNAc-Analoga in vivo zu erforschen.

Tabelle 1: (Fortsetzung)

Struktur Abkírzung Autor, Jahr Struktur Abkírzung Autor, Jahr

ManNAlk Hsu et al., 2007[396] ManNMCp Cole et al., 2013[218]

ManNDAz Yu et al., 2008[427] ManNAloc Sp�te et al., 2014[223]

4-AzMan-
NAc

Mçller et al., 2012[235] ManNBeoc Sp�te et al., 2014[223]

ManN-n-Iso Stairs et al., 2013[227] ManNHeoc Sp�te et al., 2014[223]

ManN-t-Iso Stairs et al., 2013[227] ManNCCp
Sp�te et al., 2014[219]

Patterson et al.,
2014[220]

ManNProc Bateman et al., 2013[183] ManNCp Xiong et al., 2015[224]

ManNPtl
Niederwieser et al.,
2013[216]
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Ein standardisiertes, leicht einsetzbares Kupplungs- und Vi-
sualisierungsverfahren sollte erarbeitet werden, das in vitro,
ex vivo und in vivo anwendbar ist.

Wir erhoffen uns, dass MGE von einer breiteren ©ffent-
lichkeit als eine vielseitige Technik zur Modifikation von
Glykokonjugaten wahrgenommen wird. Weitere Anwen-
dungen kçnnten entwickelt werden und dadurch neue bio-
technische, diagnostische und sogar therapeutische Mçglich-
keiten fîr MGE aufzeigen.
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