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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Struktur der Sialinsäuren

Sialinsäuren sind strukturchemisch betrachtet Derivate der Neuraminsäure (5-Amino-3,5-

Dideoxy-D-Glycero-D-Galacto-non-2-ulosonsäure). Sie bestehen aus einem 9-gliedrigen

α-Ketosäure-Grundgerüst, das in der Regel am C5-Atom eine Aminogruppe trägt. Un-

veränderte Neuraminsäuren kommen physiologischerweise in der Natur allerdings nicht

vor. Ausgangssubstrat der Synthese ist in der Regel cytosolisches N-Acetyl-Mannosamin

aus dem Hexosaminweg. Den quantitativ häufigsten Vertreter der Sialinsäurefamilie stellt

Neu5Gc, die N-glycolyl-Neuraminsäure dar. Sie ist die vorherrschende Sialinsäure im

Stamm der Neumünder. Neu5Gc wird synthetisiert, indem die Acetamidogruppe der N-

Acetyl-Neuraminsäure durch das Enzym CMP-N-Acetyl-Neuraminsäure-Hydroxylase an

ihrem Methylrest hydroxyliert wird.

Der Metabolismus und auch die Synthese der Sialinsäuren weist verhältnismäßig vie-

le einzigartige genetische Aberrationen im Vergleich zu phylogenetisch eng verwand-

ten Spezies auf [Varki, 2009a]. So ist beim Menschen zum Beispiel das Gen der CMP-

N-Acetyl-Neuraminsäure-Hydroxylase teilweise deletiert. Das translatierte Polypeptid ist

trunkiert und inaktiv. Der dritte bedeutsame Vertreter ist KDN (2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-

D-Galactonononsäure), der sich im Gegensatz zu Neu5Ac und Neu5Gc allerdings nicht

von ManNAc sondern von ManN ableitet. Für die Synthese existiert in humanen Zellen

keine eigene Enzymmaschinerie. Stattdessen besitzen die Enzyme, die für die Synthese

für Neu5Ac verantwortlich sind auch eine gewisse Affinität für die desaminierten Formen

ihrer Substrate [Lawrence et al., 2000]. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur Vor-

läufermoleküle untersucht wurden, die am C5-Atom eine Aminoacyl-Modifikation tragen,

wird der KDN-Stoffwechsel an dieser Stelle nicht näher diskutiert.

Sialinsäuren nehmen in wässriger Lösung eine 2C5-Sesselkonformation an, sodass die

exozyklische Glycerin-Seitenkette in äquatorialer Orientierung zu liegen kommt. Freie

Sialinsäuren nehmen dabei bevorzugt eine β-anomere Konfiguration an. Zwischen der

C7- und der C8-Hydroxylgruppe bilden sich Wasserstoffbrückenbindungen aus, was zu

einer erhöhten strukturellen Rigidität der Glycerinkette führt. Die C1-Carboxygruppe ver-
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Kapitel 1 Einleitung

leiht den Verbindungen stark saure Eigenschaften bei einem pKa von 2,6 (Neu5Ac). Unter

physiologischen Bedingungen liegen Sialinsäuren daher als deprotoniertes Carboxylat-

Anion vor und verleihen den entsprechenden Glykokonjugaten damit eine negative La-

dung. Das C1-Carboxylat kann allerdings auch Laktame oder Laktone bilden, wodurch

die Ladung neutralisiert wird. Insbesondere, wenn Neu5Ac als Polymer vorliegt und un-

ter sauren Bedingungen kommt es zur Kondensation der C1-Carboxylgruppe eines Sialin-

säuremoleküls mit der C9-Hydroxylgruppe der folgenden Sialinsäureeinheit, sodass sich

ein Laktonring ausbildet [Lifely et al., 1981]. Bei neutralem pH liegt Neu5Ac nahezu voll-

ständig frei von Laktonen vor [Azurmendi et al., 2007].

PolySia weist eine hohe Resistenz gegenüber den endogenen Neuraminidasen NEU1-

NEU3 auf. Nur NEU4 scheint in gewissem Maße am Gleichgewicht der Oberflächenpo-

lysialinsäuren beteiligt zu sein [Takahashi et al., 2012]. Die Degradation entsprechender

Sialokonjugate erfolgt daher vornehmlich über den lysosomalen Weg, wo der stark nied-

rige pH-Wert zu einer Destabilisierung und damit einer beschleunigten Fragmentierung

führen kann [Manzi et al., 1994].

Die funktionellen Gruppen der Sialinsäuren werden nachträglich zum Teil erheblich wei-

ter modifiziert. Dabei ist die häufigste Modifikation die Bildung von O-Acetyl-Estern an C4

oder an den Hydroxylgruppen der Glycerinseitenkette (C7, C8, C9). Diese O-Acetylierung

von Glykokonjugaten spielt teilweise eine zentrale Rolle bei der Regulation ihrer Funk-

tionen [Angata and Varki, 2002]. Darüber hinaus werden dadurch zahlreiche zelluläre

Interaktionen beeinflusst wie zum Beispiel die Bindung von Sialinsäure-spezifischen Lec-

tinen, sogenannten Siglecs, an ihre korrespondierenden Sialokonjugate [Sjoberg et al.,

1994]. Daneben kommen auch Phosphorylierungen (9-O-Phospho-Neu5Ac) und Sulfa-

tierungen (8-O-Sulf-Neu5Ac) innerhalb der Glycerinkette vor, die den ionischen Charakter

der Sialinsäuren weiter verstärken [Angata and Varki, 2002].

1.2 Vorkommen und Funktion

Sialinsäuren kommen bevorzugt als terminale Monosaccharideinheiten am nicht-redu-

zierenden Ende von N- und O-Glykanen in Glykolipiden und Glykoproteinen, die sich

als große hydrophile und hydratisierte Strukturen in den Extrazellularraum erstrecken,

vor. Dabei sind die Neu5Ac-Residuen typischerweise α-2,3-glykosidisch mit einem Ga-

lactoserest oder α-2,6-glykosidisch mit Galactose, N-Acetyl-Glucosamin oder N-Acetyl-

Galactosamin assoziiert (Abbildung 1.2). Diese Modifikationen werden durch die entspre-

chenden Sialyltransferasen im trans-Golgi-Netzwerk auf die Zielproteine beziehungswei-

2



Kapitel 1 Einleitung

Abbildung 1.1: Struktur der einzelnen Sialinsäuren
Dargestellt sind die β-Anomere der in der Natur quantitativ wichtigsten Sialinsäuren. Die
Carboxylgruppe liegt unter physiologischen Bedingungen deprotoniert vor und ist daher
als Carboxylat gezeigt.

se -lipide übertragen, wobei CMP-β-Neu5Ac - nucleotidaktivierte Sialinsäure - als Donor

fungiert.

Wie alle zellulären Makrostrukturen unterliegen auch Sialokonjugate einem konstanten

Wechsel von Neusynthese und Degradation. Beim Abbau werden dabei die α-glykosi-

disch gebundenen Sialinsäuren durch entsprechende Neuraminidasen hydrolysiert.

Die Glykane lagern sich typischerweise durch Lateraldiffusion zu Mikrodomänen in der

Zellmembran an, die reich an Sialoglykanen sind und damit charakteristische Funktio-

nen erfüllen. So können Oberflächenglykoproteine über extrazelluläre Lectine gebunden

und quervernetzt werden [Brewer et al., 2002]. Die Interaktion der hydrophoben Antei-

le von ebenfalls oftmals sialylierten Glykosphingolipiden - sogenannten Gangliosiden -

untereinander oder mit Cholesterol und anderen Membranbestandteilen führt zur Aus-

bildung von dynamischen Domänen, die man als „Lipid Raft“ bezeichnet und die übli-

3



Kapitel 1 Einleitung

Abbildung 1.2: Struktur der häufigsten Neu5Ac-Verbindungen
Abgebildet sind die wichtigsten Sialinsäure-Konjugationen, die im menschlichen Organis-
mus vorkommen. Die korrespondierenden Sialyltransferasen weisen eine Bindungsspezifität
für die Akzeptoroligosaccharide auf. Modifiziert nach [Schnaar et al., 2014].

cherweise Moleküle für Signaltransduktion und Zell-Zell-Interaktionen enthalten [Simons

and Sampaio, 2011]. Ganglioside in der Membran gehen dabei sowohl cis-Interaktionen,

bei denen sie mit anderen Membrankomponenten lateral assoziieren, als auch trans-

Interaktionen ein, über die sie mit komplementären Bestandteilen der extrazellulären

Matrix oder benachbarten Zelloberflächen in Wechselwirkung treten. Gerade die erst-

genannten cis-Phänomene regulieren die Verteilung und den Aufbau der erwähnten Li-

pidflöße und können durch Assoziation mit Membranproteinen deren Aktivität modulieren

[Regina Todeschini and Hakomori, 2008]. Dabei werden bevorzugt Rezeptortyrosinkina-

sen als Rezeptoren für Wachstumsfaktoren in ihrer Signaltransduktion durch Ganglioside

beeinflusst [Bremer et al., 1986]. So tragen Sialokonjugate zur Gesamtorganisation der

zellulären Membranarchitektur zu funktionellen Subdomänen bei.

Als Bestandteil von Glykanen nehmen Sialinsäuren Einfluss auf die Proteinfaltung sowie

die Verteilung und Stabilität von Glykoproteinen und anderen Glykokonjugaten [Cohen

and Varki, 2010]. Die oftmals terminale Sialylierung von Glykoproteinen und Glykolipiden

ist häufig essenziell für die Funktion dieser Strukturen [Angata and Varki, 2002; Schau-

er, 2000, 2004]. Eine zentrale Rolle spielen Sialinsäuren vor allem bei der Regulation

von Zell-Zell-Interaktionen und der daraus resultierenden Signaltransduktion [Hakomori,

2004]. Die spezielle Vermittlung der Funktionen oder Funktionsänderungen von Neu5Ac

in Glykanen erfolgt sowohl auf globaler als auch auf submolekularer Ebene. Bei eini-

gen Glykokonjugaten ist das Vorhandensein oder eben die Abwesenheit von Neu5Ac
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funktionsbestimmend. Die Sialylierung beeinflusst die Sekundär- und Tertiärstruktur von

Proteinen und trägt zur Hydratisierung von Strukturen an der Zelloberfläche bei, sodass

hier Moleküle mit neuen und distinkten Eigenschaften entstehen. So führt die Sialylie-

rung von Lactosyl-Ceramid bespielsweise zur Bildung von GM3, einem proapoptotischen

Gangliosid [Chung et al., 2014]. Die Übertragung eines weiteren Neu5Ac-Rests ergibt

das Gangliosid GD3, das noch stärkere apoptotische Wirkungen hat [Giussani et al.,

2014].

In anderen Situationen ist die glykosidische Bindung, mit der Neu5Ac an das entspre-

chende Glykan geknüpft ist, entscheidend. Manche Bindungsprozesse, wie sie zum Bei-

spiel durch Siglecs vermittelt werden, sind spezifisch für α-2,3-Neu5Ac, während ande-

re ausschließlich α-2,6-verknüpfte Sialinsäuren erkennen [Varki and Angata, 2006]. Auf

submolekularer Ebene erfolgt die Bindung von Neu5Ac-Residuen zum Teil über spe-

zifische Interaktionen mit den funktionellen Gruppen der Sialinsäure. Am besten cha-

rakterisiert sind hier die Hydroxylgruppen des Sialinsäuremoleküls, die gezielt acetyliert

oder deacetyliert werden können und dadurch ihre Bindungseigenschaften ändern [Chen

et al., 2006]. In anderen Spezies ist gerade die Modifikation des Aminoacetylrests essen-

ziell. Durch Hydroxylierung wird hier Neu5Ac in Neu5Gc überführt, das andere distinkte

Bindungseigenschaften aufweist [Varki, 2009a]. Beim Menschen ist das dafür zuständi-

ge Enzym trunkiert und inaktiv, sodass es nicht zur endogenen Synthese von Neu5Gc

kommt. Allerdings kann diese de facto nicht humane Sialinsäure über unsere Nahrung

aufgenommen und in zelluläre Glykokonjugate inkorporiert werden [Tangvoranuntakul

et al., 2003]. Dennoch spielen bei vielen Prozessen gerade die physikochemischen Ei-

genschaften der Aminoacylgruppe eine zentrale Rolle [Hanai et al., 1988].

Die Sialokonjugate der meisten Zellen tragen in der Regel nur Neu5Ac-Oligomere kurzer

(Neu5Ac2) oder mittlerer Länge (Neu5Ac3-7) [Sato and Kitajima, 2013a]. In einigen Ge-

weben werden allerdings neben den regulären Mono- und Oligosialyltransferasen auch

die Sialyltransferasen ST8SiaII und ST8SiaIV exprimiert. Diese sind imstande an be-

reits vorhandene terminale α-2,3- oder α-2,6-gebundene Sialinsäureeinheiten weitere

Neu5Ac-Reste α-2,8-glykosidisch zu knüpfen [Mühlenhoff et al., 1996], wobei in vitro

α-2,3-glykosidische Bindungen als Akzeptor präferiert werden [Angata et al., 1998]. Da-

durch entstehen lange polyanionische Sialinsäure-Polymere, die man als Polysialinsäure

(PolySia) bezeichnet und die aus über 90 Neu5Ac-Einheiten bestehen können [Nakata

and Troy, 2005]. Dabei ist eine konzertierte Aktivität der beiden Polysialyltransferasen

notwendig, um eine gewebs-, zell- oder sogar substratspezifische Polysialylierung und

5



Kapitel 1 Einleitung

Kettenlänge dieser Polymere zu erzielen [Mühlenhoff et al., 2009].

Lange Zeit waren mit NCAM, SynCAM und Neuropilin-2 nur relativ wenige Membran-

proteine bekannt, deren N-Glykane durch die genannten Sialyltransferasen polysialyliert

werden können [Mühlenhoff et al., 2013]. Heutzutage konnten mit CD36 in der Mutter-

milch [Yabe et al., 2003], dem C-C-Chemokin-Rezeptor 7 (CCR7) auf dendritischen Zel-

len [Kiermaier et al., 2016] sowie der Polysialyltransferase ST8SiaII selbst [Simon et al.,

2013] weitere PolySia-positive Strukturen identifiziert werden. Die hochspezifische Modi-

fikation mit diesem einzigartigen Polysaccharid ist essenziell für ihre Funktion im Rahmen

zellulärer Vorgänge [Gascon et al., 2007].

In unmodifiziertem Zustand vermittelt NCAM eine hoch affine homophile cis- oder trans-

zelluläre Bindung zu anderen NCAM-Molekülen, wodurch sehr enge Zell-Zell-Kontakte

entstehen. Darüber hinaus kann NCAM auch heterophile Interaktionen mit anderen Mem-

branständigen Strukturen oder Proteoglykanen der extrazellulären Matrix eingehen. Durch

die Polysialylierung werden multiple negative Ladungen in die NCAM-Oberfläche einge-

führt. Die hydrodynamisch voluminöse Struktur in Kombination mit der negativen Gesamt-

ladung führen damit zu Abstoßungsprozessen zwischen den PolySia-NCAM-Molekülen,

die selbst die adhäsive Wirkung anderer Oberflächenproteine überwinden kann [Johnson

et al., 2005]. Damit nimmt NCAM mit seinem dynamischen Glykosylierungsmuster eine

wichtige Stellung in der Zellapposition ein. Zudem werden aber auch zahlreiche andere

Membraneigenschaften durch das Vorhandensein von Polysialinsäuren in der Glykokalix

beeinflusst. So wird beispielsweise die Bindung und damit die Wirkung von bestimmten

extrazellulären Transmittermolekülen durch PolySia beeinflusst [Kanato et al., 2008; Ono

et al., 2012].

Besonders bedeutsam sind diese Prozesse bei der Embryogenese des Gehirns sowie im

adulten Organismus in hochplastischen Hirnarealen mit einer intensiven Neurogenese.

Im Laufe der Zeit wurde Polysialinsäure aber auf vielen Zellen im Laufe der Entwicklung

identifiziert, sodass heute davon auszugehen ist, dass diesen Strukturen eine zentrale

Rolle bei der Organogenese [Lackie et al., 1994; Ong et al., 1998] und bei regenerativen

Prozessen [Jungnickel et al., 2009] sowie im Immunsystem [Saffarzadeh et al., 2012]

zukommt.

1.3 Sialinsäurebiosynthese und -katabolismus

Für die Sialinsäurebiosynthese wird N-Acetyl-Mannosamin aus dem Kohlenhydratstoff-

wechsel bereitgestellt. Dazu wird cytosolische Glucose durch die glykolytischen Enzy-
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Abbildung 1.3: Das neuronale Zell-Adhäsions-Molekül NCAM
Membranständiges NCAM kann an seinen N -Glykanen durch die Sialyltransferasen
ST8SiaII und ST8SiaIV α-2,8-Polysialyliert werden. Modifiziert nach [Schnaar et al., 2014].

me Hexokinase und Hexosephosphatisomerase zu Fructose-6-Phosphat umgewandelt

(Fru-6-P). Fructose-6-Phosphat kann dann durch die GlcN-Fru-6-P-Aminotransferase in

Glucosamin-6-Phosphat (GlcN-6-P) überführt und so in den Hexosaminweg eingeschleust

werden. Ebenso kann auch Glucosamin (GlcN) durch die GlcN-Kinase zu diesem Inter-

mediat reagieren. Im Rahmen des Hexosaminwegs wird GlcN-6-P nun acetyliert und mit

Uridintriphosphat (UTP) zu UDP-GlcNAc aktiviert, das als eigentliches Ausgangssubstrat

für die Sialinsäurebiosynthese fungiert. Die UDP-GlcNAc-2-Epimerase/Mannosaminkina-

se (GNE/MNK) spaltet UDP ab, isomerisiert N-Acetyl-Glucosamin (GlcNAc) und phos-

phoryliert das entstehende ManNAc zu N-Acetyl-Mannosamin-6-Phosphat (ManNAc-6-

P) [Chou et al., 2003]. Dieses bifunktionale Enzym besitzt zwei katalytische Zentren,

wobei die N-terminale Domäne die Epimerase-Aktivität aufweist und die C-terminale Do-

mäne für die Phosphorylierung von ManNAc verantwortlich ist [Blume et al., 2004]. Zu

einem gewissen Anteil kann ManNAc zwar durch die Epimerase-Aktivität in N-Acetyl-

Glucosamin überführt werden, wodurch diesem Enzym auch eine gewisse Rolle im Sia-

linsäurekatabolismus zukommt [Luchansky et al., 2003]. Das Gros des N-Acetylman-

nosamins wird allerdings phosphoryliert und zu N-Acetyl-Neuraminsäure weiter verstoff-

wechselt. Interessanterweise unterliegt als Schrittmacherreaktion nur die Epimeraseakti-
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vität dieses Enzyms einer koordinierten Regulation [Keppler et al., 1999]. Zum einen un-

terliegt sie einer Feedback-Inhibition durch CMP-Sia [Kornfeld et al., 1964; Yarema et al.,

2001] und zum anderen kann ihre Aktivität durch Proteinkinase-C-abhängige Phosphory-

lierung gesteigert werden [Horstkorte et al., 2000]. Die Reaktionsgeschwindigkeit der fol-

genden Enzyme wird also nur über einen veränderten Substratzufluss gesteuert. Das ge-

bildete N-Acetyl-Mannosamin-6-P kann von der N-Acetyl-Neuramin-Synthase gebunden

und mit Phosphoenolpyruvat zu N-Acetyl-Neuraminsäure-9-Phosphat umgesetzt wer-

den. Der C9-Phosphatrest wiederum wird im Anschluss von der N-Acetyl-Neuraminsäure-

9-Phosphatase hydrolysiert, um freie Sialinsäure zu generieren. Um freie Monosacchari-

de auf Glykokonjugate übertragen zu können, müssen sie zunächst durch Reaktion mit

Nukleotiden aktiviert werden. Die Aktivierung der Sialinsäuren ist in dieser Hinsicht in-

sofern einzigartig, als sie das einzige Kohlenhydrat ist, das nicht cytosolisch, sondern

nukleär aktiviert werden muss. Cytosolische Neu5Ac wird also nukleär importiert und

dort durch die CMP-Neu5Ac-Synthetase mit CMP konjugiert, wobei das entstehende Py-

rophosphat im Sinne einer energetischen Kopplung zu zwei anorganischen Phosphaten

weiter hydrolysiert wird.

CMP-Neu5Ac als Sialinsäurendonor wird über den spezifischen Transporter SLC35A1

im Antiport mit CMP ins trans-Golgi-Netzwerk transloziert, wo es als Substrat für die ent-

sprechenden Sialyltransferasen dienen kann. Zum Abbau werden die Sialoglykane en-

dozytiert, sodass sie ins lysosomale Kompartiment gelangen. Dort werden die terminalen

Neu5Ac-Reste durch die Neuraminidase NEU1 hydrolytisch abgespalten. Die freigesetz-

te Sialinsäure wird dann durch den Transporter SLC17A5 wieder ins Cytosol übergesetzt.

Cytosolische Neu5Ac kann wiederum entweder im Sinne eines „salvage pathway“ wie-

der nukleär zu CMP-Neu5Ac aktiviert oder aber katabol abgebaut werden. Dazu wird

Neu5Ac zunächst durch die korrespondierende Aldolase zu Pyruvat und ManNAc um-

gesetzt, welches unmittelbar durch die GlcNAc-2-Epimerase in GlcNAc isomerisiert wird.

Durch Phosphorylierung an C6 entsteht schließlich GlcNAc-6-Phosphat als Intermediat

des Hexosaminwegs.

1.4 Sialinsäuren im Rahmen der Angiogenese

Eine Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen machen die Neu-

bildung von Gefäßen notwendig. Eines der wichtigsten Signale dafür ist demgemäß der

Sauerstoffpartialdruck im Gewebe. Ein Abfall des pO2 bewirkt die Ausschüttung des vas-

cular endothelial growth factor (VEGF), einem der wichtigsten physiologischen Stimulato-

8



Kapitel 1 Einleitung

Abbildung 1.4: Biosynthese der Sialinsäuren
Anaboler Metabolismus von Sialinsäuren in Vertebraten. Die Reaktionen laufen unter
physiologischen Bedingungen unidirektional ab und sind daher nicht als Gleichgewichts-
reaktionen gezeigt. Modifiziert nach [Tiralongo and Martinez-Duncker, 2013].

ren der Angiogenese. Auch in der Glykokalix von Endothelzellen sind zahlreiche Sialopro-

teine wie zum Beispiel NCAM zu finden, die zentral für wichtige endotheliale Funktionen

sind. So wird zum Beispiel Rekrutierung von Leukocyten in inflammatorisches Zielgewe-

be durch die Interaktion zwischen leukozytärem sialyl-LewisX und endothelialen Selekti-

nen eingeleitet [McEver et al., 1995]. Die Endothelaktivierung durch VEGF oder andere

proliferative Signalmoleküle führt zu zahlreichen zellulären Veränderungen, wobei vor al-

lem ein alteriertes Oberflächenglkcosylierungsmuster bei den Endothelzellen beobachtet

werden kann [Willhauck-Fleckenstein et al., 2010].

Einige der Proteine, die durch angioproliferative Reize reguliert werden, sind Sialyltrans-

ferasen, welche Neu5Ac-Reste von CMP-Sia auf Glykokonjugate übertragen. So wird

beispielsweise die Sialyltransferase ST3Gal1 durch VEGF induziert, während ST6Gal1

reprimiert wird [Willhauck-Fleckenstein et al., 2010]. ST3Gal1 verknüpft Neu5Ac α-2,3-

glykosidisch mit dem Substratdisaccharid Galβ-1,3-GalNAc, das bevorzugt im Kernoli-

gosaccharid in O-Glykanen oder Glykolipiden zu finden ist. ST6Gal1 hingegen über-
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Abbildung 1.5: Biosynthese und Degradation von Sialokonjugaten
In den Diktyosomen des trans-Golgi-Netzwerks werden Glykane von den entsprechenden
Sialyltransferasen mit Neu5Ac assoziiert, woraufhin sie über den vesikulären Transport zur
Zellmembran gelangen. Die Degradation erfolgt über den Endosom-Endolysosom-Pfad,
wobei lysosomale Neu5Ac wieder ins Cytosol geschleust wird. Modifiziert nach [Varki,
2009b].

trägt Neu5Ac α-2,6-glykosidisch bevorzugt auf Galβ-1,4-GlcNAc-Reste in N- und O-

Glykanen oder GalNAcβ-1,4-GlcNAc-Disaccharide in Lacto-Gangliosiden. Gerade Gan-

glioside sind wiederholt bezüglich ihrer Rolle im Rahmen der Angiogenese untersucht

worden. Einfache monosialylierte Ganglioside wie GM3 reduzieren dabei die Wirkung

von stimulatorischen Signalen und hemmen so die Angiogenese. Komplexe Ganglioside

wie GD3, die durch die Sialyltransferase ST8Sia1 weiter α-2,8-sialyliert werden, haben

eine gegenteilige Wirkung und führen zu einer vermehrten Gefäßneubildung [Manfredi

et al., 1999].

Wichtige Proteine, die durch ST3Gal1 sialyliert werden sind solche, die in ihren Glykanen

die Tetrasaccharide der Lewis-Antigene Lex oder Lea tragen (Abbildung 1.5), sowie das

β1-Integrin. Im Rahmen der Angiogenese ist eine Interaktion zwischen diesen Antigenen

und ihren korrespondierenden Bindungspartnern E-Selektin und ICAM-1 notwendig.

Auch die Bindung von korrekt glykosyliertem β1-Integrin ist hier beteiligt [Tei et al., 2002],

wobei insbesondere eine modulierte Sialylierung von Integrinen deren Eigenschaften

massiv verändern kann [Schauer, 2009] Die Bindung beziehungsweise Aktivierung von

Integrinen bewirkt eine Aktivierung der Fokalen-Adhäsions-Kinase (FAK) im Sinne ei-

nes outside-in-signalling [Eggers et al., 2011]. Die Signaltransduktion bewirkt mitunter
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Abbildung 1.6: Struktur der sialylierten Lewis-Antigene
Abgebildet sind die charakteristischen Tetrasaccharide der sialylierten Lewis-Antigene x
und a. Die N -Acetylneuraminsäuren sind hier jeweils α-2,3-glykosidisch gebunden.

die Aktivierung des monomeren G-Proteins Rho, was wiederum ein Rearrangement des

Cytoskeletts zur Folge hat. Die daraus resultierende Zellmotilität ist essenziell für alle zel-

lulären Migrationsprozesse und somit auch für die Angiogenese [Chen et al., 2011].

Darüber hinaus sind Sialoproteine an der Bindung und Ausrichtung von extrazellulären

angioproliferativen Signalmolekülen beteiligt. Die N-Glykosylierung des FGF-Rezeptors

reguliert die Bindung seines Liganden bFGF [Duchesne et al., 2006]. Gerade Sialinsäu-

ren sind hier von besonderer Bedeutung, da es Hinweise auf eine direkte Interaktion

zwischen PolySia und bFGF gibt, die Einfluss auf dessen Rezeptorbindung zu nehmen

scheint [Ono et al., 2012].

Ein ähnlicher Einfluss auf die Bindungsaffinität von Liganden wurde auch für andere Gly-

koproteine beschrieben. So unterstützen Neuropilin-1 und Neuropilin-2 auf Endothelzel-

len die Bindung von VEGF [Soker et al., 1998; Ji et al., 2015] und bFGF [West et al.,

2005]. Neuropilin-2 und NCAM sind zwei Moleküle, die von humanen Endothelzellen ex-

primiert werden und von den Polysialyltransferasen ST8SiaII und ST8SiaIV als Substrate

akzeptiert werden. In HUVECs wird PolySia-NCAM durch die Wirkung von Estradiol in-

duziert [Park et al., 2010]. NCAM:NCAM-Interaktionen führen zur Rekrutierung und Ex-

travasation von zirkulierenden Leukocyten im Rahmen der Artherogenese. Diese Inter-

aktionen können durch Polysialylierung der NCAM-N-Glykane und daraus resultierende

Abstossungsprozesse inhibiert werden [Park et al., 2010].

Ein weiterer wichtiger Schritt in der Gefäßbildung ist die Lumenformation, also die Se-

paration der zunächst eng ineinander verzahnten Epithelzellen. Alle Sialinsäuren tragen

unter physiologischen Bedingungen in deprotonierter Form eine negative Ladung an ih-
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rer C1-Carboxylgruppe. Durch die Sialylierung der Endothelglykokalix in der Angiogenese

wird die apikale Zellmembran der Endothelzellen mit einer großen Menge an negativ ge-

ladenen Residuen ausgekleidet, was zu Repulsionsphänomenen zwischen benachbar-

ten Zellen führt. Die Zellen gleiten auseinander, sodass im Zentrum ein Lumen entstehen

kann [Strilić et al., 2010].

Abbildung 1.7: Funktionen von Polysialinsäuren am Beispiel von PolySia-NCAM
Dargestellt sind die wichtigsten Funktionen von Polysialinsäuren auf der Zelloberfläche.
Als Trägerprotein wurde exemplarisch NCAM als quantitativ wichtigstes polysialylier-
bares Membranprotein gewählt. Die negative Gesamtladung der Neu5Ac-Polymere sowie
deren stark hydratisierte voluminöse Struktur verhindern durch Repulsionsphänomene
interzelluläre trans-Wechselwirkungen. Darüber hinaus kann PolySia bestimmte Trans-
mittermoleküle binden und zu ihren Rezeptoren positionieren. Zuletzt kann das Ausmaß
der Polysialylierung cis-Interaktionen zwischen Membranproteinen fördern oder hemmen.
Modifiziert nach [Sato and Kitajima, 2013b].

1.5 Glycoengineering

Im Laufe der 1960er Jahre konnte zunehmend Einblick in die oben beschriebene Bio-

synthese von Sialinsäuren gewonnen werden [Comb, 1960]. Zwanzig Jahre später stell-

te man fest, dass die Enzyme dieses Stoffwechselweges im Gegensatz zu anderen ei-

ne sehr große Substratpermissivität aufweisen [Gross and Brossmer, 1988], ein Ansatz

der insbesondere von der Arbeitsgruppe um Werner Reutter näher charakterisiert wer-

den konnte. Die Glykosylierungsmuster der Zelloberflächen sind von einer ungewöhnlich

großen Diversität geprägt. Jeder einzelne Monosaccharidbaustein kann in alpha- oder in

beta-anomerer Konfiguration vorliegen und die glykosidischen Bindungen können theore-

tisch an jeder Hydroxylgruppe der einzelnen Zuckermoleküle geknüpft werden. Kombina-

torisch übersteigt die Vielfalt der Glykane damit diejenige der Proteine um ein Vielfaches.

12



Kapitel 1 Einleitung

Während darüber hinaus im Bereich der Genomics und Proteomics eine lineare Codie-

rung vorliegt, die über verschiedene Techniken eine gezielte Manipulation von bestimm-

ten Genen oder Proteinen gestattet, fehlen entsprechende Möglichkeiten im Bereich der

Glykobiologie, trotz zum Teil hochkonservierter Strukturen in den Glykokonjugaten. So

sind spezifische Oligo- und Polysaccharide lange Zeit refraktär für experimentelle Inter-

ventionen geblieben.

Monosaccharideinheiten sind in ihrer Konformation allerdings sehr empfindlich gegen-

über kleinsten Veränderungen in ihrer chemischen Struktur. Die Promiskuität der Neu5Ac-

synthetisierenden Enzyme gestattet nun das Einschleusen von chemisch modifizierten

Vorläufermolekülen in die Sialinsäurebiosynthese und damit die Inkorporation von Sialin-

säuren mit veränderten physikochemischen Eigenschaften in Glykoproteine und Glyko-

lipide. Über die Veränderung ihrer Eigenschaften können dann im zweiten Schritt Rück-

schlüsse auf die Funktion der Sialinsäuren gezogen werden. Je nachdem, welche funk-

tionellen Gruppen die generierten Sialinsäuren exponieren oder welche Position des Mo-

leküls diese Veränderung trägt, kann auch ein Urteil darüber gefällt werden, über welches

Kohlenstoff-Atom oder welche chemische Eigenschaft eine entsprechende Funktion ver-

mittelt wird.

Betrachtet man den Weg der Neu5Ac-Synthese wie oben dargestellt, so gibt es verschie-

dene Punkte, an denen alterierte Vorläufer-Moleküle eingeführt werden können. Die ers-

ten Versuche, artifizielle Sialinsäuren in zelluläre Glykokonjugate zu integrieren, konzen-

trierten sich auf CMP-Sia als Träger fluorophorer Gruppen [Gross and Brossmer, 1988].

Aufgrund der CMP-Gruppe ist dieses Molekül allerdings geladen und damit hochpolar,

sodass es nicht zu einer Aufnahme in Zellen mit intakter Zellmembran kommt. Weil es zur

Inkorporation in Glykane notwendig ist, die CMP-Neu5Ac-Analoga als Substrate für die

Sialyltransferasen des Golgiapparates bereitzustellen, ist es überdies notwendig, noch

eine weitere Membran zu überschreiten. Eine veränderte Sialylierung mit CMP-Neu5Ac-

Analoga ist daher nur in semi-permeabilisierten Zellen möglich und kommt damit per se

als Ansatz für in vivo-Experimente nicht in Frage. Darüber hinaus ist die chemische Mo-

difikation von CMP-Sia sehr anspruchsvoll und bis heute nicht hinreichend standardisiert.

Das Schlüsselenzym der Sialinsäurebiosynthese, die UDP-N-Acetyl-Glucosamin-2-Epi-

merase, weist eine hohe Substratspezifität für N-Acetyl-Glucosamin auf. Jegliche O- oder

N-Modifikation an dem phsyiologischen Substratmolekül führt dazu, dass diese Substan-

zen durch die Epimerase nicht gebunden werden können, sodass sie nicht in die weitere

Synthese der Sialinsäuren gelangen [Du et al., 2009]. Artifizielle Glucosaminderivate füh-
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ren damit nicht zu einer veränderten Sialylierung der Zielzellen.

N-Acetyl-Mannosamin ist der gemeinsame Vorläufer aller Sialinsäuren und erfüllt im

zellulären Metabolismus eigentlich keine andere Funktion als in diesem Stoffwechsel-

weg umgesetzt zu werden. Bereits in den 90er Jahren wurde beschrieben, dass ManN-

Derivate mit elongierten Aminoacylketten bei minimaler Cytotoxizität von Zellen zu ihren

korrespondierenden N-Acyl-Neuraminsäuren umgesetzt werden, die ihrerseits in Ober-

flächenglykane inkorporiert werden können [Kayser et al., 1992, 1993; Keppler et al.,

1998, 2001; Kim et al., 2004b; Natunen et al., 2013; Pon et al., 2007].

Darüber hinaus wird die Zellsialylierung vor allem über eine allosterische Feedback-

hemmung der UDP-N-Acetyl-Glucosamin-2-Epimerase als Schlüsselenzym durch CMP-

Neu5Ac reguliert [Hinderlich et al., 2013]. N-Acyl-Mannosaminderivate umgehen diesen

zentralen Kontrollpunkt, sodass die Menge an artifiziellen Sialinsäuren proportional zur

applizierten N-Acyl-Mannosamin-Konzentration ist [Galuska et al., 2010].

Die chemischen ManN-Modifikationen, welche von der zellulären Enzymmaschinerie ak-

zeptiert werden, haben jedoch auch ihre Restriktionen. So zeigt sich bei verzweigten

Seitenketten oder organischen Resten von mehr als 5 Methylengruppen eine deutlich re-

duzierte Umsetzung und Inkorporation [Kim et al., 2004b]. Die Limitationen werden hier-

bei vor allem durch das Enzym der Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase gesetzt [Jacobs et al.,

2001]. Dieses Enzym akzeptiert bereitwillig Modifikationen von maximal drei zusätzlichen

Methylengruppen beziehungsweise Gruppen, die eine ähnliche räumliche Ausdehnung

aufweisen, während größere Gruppen langsamer oder gar nicht mehr umgesetzt werden

können [Viswanathan et al., 2003]. Darüber hinaus ist die Reaktion mit Phosphoenol-

Pyruvat hochsensibel für Substitutionen am C6-Atom, weil hier die kovalente Bindung

zum ManNAc-Ring geknüpft wird. Damit sinkt die Effizienz der Synthese artifizieller Sia-

linsäuren auf nahezu Null bei C6-Modifikationen [Lawrence et al., 2000; Tanner, 2005].

Unabhängig von der Veränderung, welche die Mannosamin-Moleküle tragen, kommt es

unter physiologischen Bedingungen oder in der Zellkultur zu Kompetitionsphänomenen,

weil ManNAc und seine Analoga um dieselben Enzymbindungen konkurrieren. Entspre-

chend hoch ist die Inkorporation artifizieller Sialinsäuren unter unphysiologischem Aus-

schluss von physiologischen Substraten [Mantey et al., 2001]. Ohne diese Manipulation

ist der Austausch der physiologischen Neu5Ac hochvariabel und gewebeabhängig [Ga-

giannis et al., 2007]. ManNAc-Derivate als artifizielle Vorläufermoleküle werden wegen

ihrer Polarität allerdings nur zu einem geringen Teil in vitale Zellen mit intakter Zellmem-

bran aufgenommen [Jones et al., 2004]. Eine Strategie, um höhere cytosolische Kon-
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zentrationen der ManNR-Derivate und damit eine effektivere Kompetition zu erzielen, ist

die Konjugation der Hydroxylreste mit kurzkettigen Fettsäuren (SCFA, short chain fatty

acids). Durch Peracetylierung kann die zelluläre Aufnahme um den Faktor 600 gesteigert

werden, durch Perbutylierung sogar um den Faktor 2100 [Kim et al., 2004b]. Bei Perbuty-

lierung entsteht allerdings cytosolisches n-Butyrat, das als Histon-Deacetylase-Inhibitor

wirken und so zelluläre Nebenwirkungen haben kann [Sampathkumar et al., 2006a; Zim-

merman et al., 2012]. Bei noch längeren O-Acylresten kann zwar eine noch höhere Auf-

nahmerate erreicht werden, jedoch kommt es hier rasch zu cytotoxischen Phänomenen

[Jones et al., 2004; Kim et al., 2004a]. Trotz dieser Einschränkungen ist gerade Manno-

samin im Fokus des Sialoengineering geblieben. Zahlreiche elaborierte Modifikationen

sind inzwischen beschrieben. Sogar die Inkorporation zusätzlicher funktioneller Gruppen

wie Ketone [Mahal et al., 1997], Alkohole [Collins et al., 2000], Thiole [Sampathkumar

et al., 2006b] und Azide [Saxon and Bertozzi, 2000] bis hin zu photoaktivierbaren Resten

[Han et al., 2005] in Oberflächensialinsäuren ist über Mannosamin-Derivate heutzutage

möglich.

Im Gegensatz zu chemisch alteriertem ManNAc unterliegen artifizielle Neu5Ac-Analoga

nicht den Restriktionen der Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase, weil hier der C9-Körper schon

vollständig synthetisiert ist. Die Synthesemaschinerie muss nicht mehr durchlaufen wer-

den und die künstlichen Neuraminsäuren müssen nur noch von der CMP-Neu5Ac-Syn-

thetase sowie von den entsprechenden Sialyltransferasen als Substrat akzeptiert wer-

den. Gerade die Flaschenhals-Reaktionen der Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase und der

Neu5Ac-9-Phosphat-Phosphatase, die je nach chemischer Modifikation in ihrer Reakti-

onsgeschwindigkeit eingeschränkt werden, können so umgangen werden [Maliekal et al.,

2006]. Außerdem ist es hier auch möglich, Modifikationen am C9-Atom einzufügen, was

besonders für die Bindung bestimmter Siglecs von großem Interesse ist [Varki and An-

gata, 2006]. Die Modifikation von Neu oder Neu5Ac ist entschieden einfacher umzuset-

zen als die Synthese von CMP-Sia-Analoga und darüber hinaus sind Neuraminsäure-

Derivate ohne CMP-Konjugation deutlich unpolarer, sodass auch eine Aufnahme in Zel-

len mit intakter Zellmembran erfolgen kann [Oetke et al., 2001; Bardor et al., 2005].

Das Feld des Glycoengineerings ist allerdings nicht mehr nur von Interesse für in vi-

tro-Experimente. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass auch die diätetische Aufnahme von

physiologischen [Wang et al., 2003] und nicht physiologischen Sialinsäuren [Tangvoran-

untakul et al., 2003; Bardor et al., 2005] Einfluss auf die Sialylierung im menschlichen
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Abbildung 1.8: Einschleusung artifizieller Vorläufer in die Sialinsäurebiosynthese
Zu erkennen sind die drei im Text geschilderten Möglichkeiten, chemisch modifizierte
Vorläufermoleküle in den Sialinsäurestoffwechsel einzubringen. Des Weiteren sind die
beteiligten Enzyme aufgeführt, von denen die alterierten Substrate akzeptiert werden
müssen [Bayer et al., 2013]. (GNE/MNK: UDP-N -Acetyl-Glucosamin-2-Epimerase/N -
Acetyl-Mannosamin-Kinase; NANS: N -Acetyl-Neuraminsäure-Synthase; NANP: N -
Acetyl-Neuraminsäure-9-Phosphat-Phosphatase; CMAS: CMP-N -Acetyl-Neuraminsäure-
Synthetase)

Organismus nimmt. Dabei muss jedoch einschränkend erwähnt werden, dass inkorpo-

rierte künstliche Sialinsäuren in vivo potenziell immunogen sein können [Häyrinen et al.,

1995; Taylor et al., 2010; Samraj et al., 2015].
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Hintergrund und Zielsetzung

Bei dem von Keppler et al. beschriebenen Protokoll für die Synthese von N-Acyl-Mannos-

amin-Abkömmlingen erfolgte die Modifikation der Aminogruppe durch Inkubation mit den

entsprechenden Carbonsäureanhydriden bei 0°C unter basischen Bedingungen [Kepp-

ler et al., 1995]. Das hochgradig basische Mileu dieser Methode hemmt allerdings die

Reaktion der stark elektrophilen Säureanhydride mit Hydroxyl- und Aminogruppen glei-

chermaßen. Die Konsequenz ist eine verhältnismäßig schlechte Reaktionsausbeute. Die

Produktlösung enthält N-Acyl-Mannosamin-Moleküle, die in unterschiedlichem Maße O-

acyliert sind. Somit erfordert das Protokoll eine abschließende Aufreinigung der Probe.

Im Rahmen dieser Arbeit war es das Ziel, ein standardisiertes und verbessertes Protokoll

zu etablieren, das eine höhere Ausbeute aufweist, keinen zusätzlichen Reinigungsschritt

erfordert und zudem peracetylierte ManNR-Derivate liefert, die leichter Zellmembranen

permeieren können.

Es gibt verschiedene Ansätze, artifizielle Vorläufermoleküle in die Sialinsäurebiosyn-

these einzuschleusen und so die Sialylierung von Zielzellen zu modulieren. N-Acetyl-

Mannosamin als der gemeinsame Vorläufer aller Sialinsäuren ist unter normalen Bedin-

gungen sehr stabil und kann daher leicht chemisch modifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit galt es, nachzuweisen, dass auch die peracetylierten N-Acyl-

Mannosamin-Derivate von verschiedenen Zelllinien aufgenommen und in die Sialinsäure-

biosynthese eingeschleust sowie auch in entsprechende Glykoproteine inkorporiert wer-

den können. Für das Zellkulturmodell wurden HUVECs, A549- und Caco-2-Zellen ge-

wählt, die bisher nicht mit modifizierten Sialinsäurevorläufern behandelt worden sind.

Um zu determinieren, welche chemischen Eigenschaften der Sialinsäuren beziehungs-

weise der Sialokonjugate die genannten Funktionen vermitteln, wurden HUVECs zu-

nächst wie vorbeschrieben zu Sphäroiden kultiviert [Korff and Augustin, 1998] und an-

schließend dreidimensionalen Angiogenese-Assays [Montesano et al., 1987] unterzogen.

Um dabei gezielt eine Modifikation der Oberflächensialylierung zu erreichen, wurden die

Zellen mit O-peracetylierten ManNAc-Derivaten inkubiert.
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Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Zellkulturzusätze

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatten Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Petrischalen Greiner (Kremsmünster, Österreich)

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Polypropylenröhrchen (10 ml, 15 ml) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland)

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1 ml, 2 ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Vase-Vials (1,5 ml, Glas) Glastechnik Gräfenroda GmbH

(Gräfenroda, Deutschland)

3.1.2 Chemikalien

Die Monosaccharidstandards ManN, Neu5Ac, Neu5Gc und KDN wurden in analytischer

Qualität von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Das im Rahmen der

Reaktionen verwendete Wasser wurde zunächst durch eine Elix-UV5-Anlage vorgereinigt

und im Anschluss mit einem „MiliQ Ultra-pure water System“ entsalzt und zu analytischer

Qualität aufgereinigt.

3.1.3 Nährmedien und Zellkulturzusätze

Alle Nährmedien, Seren und Zellkulturzusätze wurden, sofern nicht anders angegeben,

in höchster Qualität von der Firma PAA Laboratories GmbH (Marburg, Deutschland) be-

zogen.
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3.2 Synthese von peracylierten N-Acyl-Monosacchariden

3.2.1 Synthese von 1,3,4,6-O-Ac4-2-N-Acyl-ManN

250 µg Mannosamin-Hydrochlorid wurden in 100 µl Pyridin gelöst und nach Zugabe von

300 µl des entsprechenden Carbonsäureanhydrids - Essigsäureanhydrid für die Synthe-

se von ManNAc, Propionsäureanhydrid für die Synthese von ManNProp beziehungswei-

se Buttersäureanhydrid für die Synthese von ManNBut - über Nacht bei 37°C inkubiert

und am Folgetag unter Stickstoffstrom getrocknet. Um eine erfolgreiche Peracylierung

zu verifizieren, wurden nach diesem Schritt jeweils GC- und GC-MS-Analysen durchge-

führt. Die hierbei aufgezeichneten GC-Profile von 1,3,4,6-O-Ac4-2-N-Ac-ManN, 1,3,4,6-

O-Prop4-2-N-Prop-ManN und 1,3,4,6-O-But4-2-N-But-ManN dienten als interner Stan-

dard, um im weiteren Verlauf das Ausmaß der Dealkylierung zu beurteilen. Im Anschluss

wurden die Proben zur O-spezifischen Deacylierung in 500 µl 0,01 M Natronlauge aufge-

nommen und für 2 Stunden bei 0°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die

Ansätze in flüssigem Stickstoff gefroren und über Nacht lyophilisiert. Die abschließende

Peracetylierung der freigesetzten Hydroxylgruppen wurde durch Behandlung der Proben

mit 100 µl Pyridin und 300 µl Essigsäureanhydrid über Nacht bei Raumtemperatur er-

reicht.

Als Standards wurden ManNAc, ManNProp und ManNBut nach dem vorbeschriebe-

nen Protokoll synthetisiert. 10 mM D-Mannosamin in 30 ml Methanol wurde mit NaO-

Me/Methanol (11 mM) und den korrespondierenden Carbonsäureanhydriden (12 mM)

versetzt und bei 0°C für 2 Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Proben im Va-

kuumverdampfer getrocknet. Die erhaltenen Rohprodukte wurden via HPLC mit einer

Silica-Gel 60 (Merck, Deutschland) als Säule und einem Elutionsgradienten von Essig-

säureethylester : Methanol : H2O = 5 : 2 : 1 bis Essigsäure-ethylester : Methanol : H2O

= 10 : 2 : 1 aufgereinigt. Die so hergestellten N-Acyl-ManN-Derivate wurden schließlich

durch Inkubation mit 100 µl Pyridin und 300 µl Essigsäureanhydrid bei 37°C über Nacht

inkubiert um O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut zu erhalten.

3.2.2 Synthese von 1,3,4,6-O-Ac4-2-N-Acyl-GlcN

O-Ac4-GlcNAc, O-Ac4-GlcNProp und O-Ac4-GlcNBut wurden nach demselben Protokoll

unter Verwendung von D-Glucosamin-Hydrochlorid als Ausgangssubstanz synthetisiert.

Die zugehörigen Gaschromatogramme dienten als interner Standard, um eventuell auf-

getretene Epimerisierungsphänomene zu detektieren und zu quantifizieren.
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3.3 Mikroanalytische Methoden

3.3.1 HPLC

Die Proben wurden mittels einer Superspher 250-4 C-18 Säule (250 mm × 40 mm, Merck-

Hitachi, Darmstadt, Germany) bei 40°C durch ein Knauer HPLC-System getrennt. Für die

Analyse wurden als mobile Phasen M1 (H2O + 0,1 % TFA) und M2 (AcN : MeOH : H2O :

TFA = 45 : 45 : 10 : 0,1 (v/v/v)) gewählt. Die UV-Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge

von 215 nm. Für die Separation bei einer Flussrate von 1 ml/min über einen linearen

Gradienten: t0 min = 10 % M2, t40 min = 100 % M2. Gewaschen wurde mit 100% M2 (t45 min

= 100 % M2). Die Daten wurden mit EuroChrom (Knauer) prozessiert und analysiert.

3.3.2 GC

Die Auftrennung erfolgte auf einer 60 m RTx 5MS Säule (0,25 mm x 0,25 µm, Res-

tek GmbH, Bad Homburg Germany) mit einem Varian Star 3400 Gaschromatographen

(Agilent, Santa Clara, California). Die Proben wurden bei einer Injektionstemperatur von

270°C manuell aufgebracht. Bei einer initialen Säulentemperatur von 130°C für 5 Minuten

wurde die Säule mit einem Gradienten von 5°C/min bis zu einer Maximaltemperatur von

290°C aufgeheizt. Diese wurde für 10 Minuten gehalten, bevor die Säule wieder abge-

kühlt wurde. Mit einem Flammenionisationsdetektor bei einer Temperatur von 300°C er-

folgte die Detektion. Als Trägergas diente Helium 5.6. Die Daten wurden mit EuroChrom

(Knauer) prozessiert und analysiert. Um die Reliabilität der GC-Analysen zu steigern,

wurden die Proben bei jedem Durchlauf zusätzlich unter Verwendung einer 30 m RTx

200MS Säule untersucht.

3.3.3 GC-MS

Die GC-MS(/MS)-Analysen wurden mit einem Polaris Q-Gerät (Thermo Scientific, Drei-

eich, Germany) durchgeführt. Dazu erfolgte eine Auftrennung der Proben auf einer 60

m VF 5MS Säule (Agilent, Santa Clara, California) mit folgendem Gradienten: t0 min =

50°C, t1,88 min = 50°C, t4,63 min = 160°C, t28,63 min = 280°C, t30 min = 280°C. Als Trägergas

diente Helium 5.6. Für die Datenverarbeitung und -analyse wurde als Software Xcalibur

(Thermo Scientific) verwendet.

20



Kapitel 3 Material und Methoden

3.3.4 nanoLC-ESI-MS(/MS)

Von den zu analysierenden Proben wurden jeweils 10 µl mittels einer RP-Säule (Pep-

Map, 3 µm spheres 75 µm × 100 mm, LC Packings, Thermo Fisher Scientific, Dreieich,

Deutschland) getrennt. Die mobilen Phasen M1 (AcN : H2O : Formylsäure = 8 : 92 :

0,1(v/v/v)) und M2 (AcN : H2O : Formylsäure = 90 : 10 : 0,1(v/v/v)) wurden für die Sepa-

ration mit einer Flussrate von 0,3 µl/min und einem linearen Gradienten von 0 % M2 bei t

= 0 bis 20 % M2 bei t = 30 min eingesetzt. Das Ultimate nanoLC System (Thermo Fisher

Scientific, Dreieich, Deutschland) wurde direkt mit einem Esquire 3000 ESI-ion trap-MS

(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) gekoppelt. Das Gerät arbeitete bei einer kapillären

Austrittsspannung von 140 V, einer ESI-Spannung von 1,4 kV, einer Kapillartemperatur

von 250°C sowie einer Endplattenspannung von -500 V. Die registrierten spektrometri-

schen Informationen wurden mit DataAnalyses (Bruker Daltonics) als Software verarbei-

tet und ausgewertet. Von ausgewählten Ausgangsionen konnten via MS/MS-Analysen

weitere Fragmentationsspektren gewonnen werden.

3.4 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden in einer sterilen Arbeitsweise durchgeführt. Die

verwendeten Lösungen und Vebrauchsmaterialien wurden entweder durch die Hersteller

mittels ionisierender Strahlung sterilisiert, mit sterilen Membranfiltern (Porengröße 0,2

µm; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) filtriert, bei 500°C im Glühofen behandelt

oder autoklaviert. Als Sicherheitswerkbank diente eine Klasse 2 Werkbank der Firma

Nunc (Langenselbold, Deutschland).

3.4.1 Kultur von A549-Lungenepithelzellen

Die Zelllinie A549 ist eine humane Lungenadenokarzinomzelllinie. Die Kultivierung erfolg-

te in Earls Minimal Essential Medium, dem L-Glutamin, 10 % fetales Kälberserum (FCS,

fetal calf serum) und 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, im Brutschrank bei

37°C und 5 % CO2 (Brutschrank: Binder, Tuttlingen, Deutschland).

Sobald die Zellen eine adhärente Monolayerkultur gebildet hatten, wurden die Zellen wie

folgt passagiert:

Das Kulturmedium wurde verworfen und die konfluente Zellkulturschale wurde daraufhin

mit erwärmtem Dulbeccos PBS gewaschen. Um sowohl Zell-Matrix- als auch Zell-Zell-

Verbindungen zu degradieren, wurden die Zellen mit 2-4 ml/ 75 cm2 einer Trypsin/EDTA-
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Lösung (0,5 mg/ml Trypsin, 0,22 mg/ml EDTA in PBS gelöst) für 1-3 Minuten bei 37°C

im Brutschrank inkubiert. Nach vollständiger Ablösung aller Zellen - die Kontrolle erfolgte

mikroskopisch - wurden 4-8 ml Vollmedium addiert, um die enzymatische Behandlung zu

stoppen. Die so erhaltene Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon überführt und für

10 Minuten bei 1000 × g zentrifugiert, woraufhin das entstandene Zellpellet in 1 ml fri-

schem Vollmedium aufgenommen und homogenisiert wurde. Die Suspension wurde mit

frischem Vollmedium auf 10 ml Gesamtvolumen aufgefüllt und die Zellen schließlich 1:10

oder 1:20 in frische Kulturschalen ausgesät.

3.4.2 Isolation und Kultur von HUVECs

„Human umbilical vein endothelial cells“ (HUVECs) wurden nach dem Protokoll von Jaffe

et al. isoliert [Jaffe et al., 1973]. Dazu wurden die Nabelschnurproben kurz nach der Ge-

burt von der Plazenta getrennt und bis zur Überführung ins Labor bei 4°C gekühlt. Unter

sterilen Bedingungen wurde die Nabelschnur inspiziert, woraufhin alle artifiziell verän-

derten Bereiche reseziert wurden. Die Umbilicalvene wurde mit einer 14-gauge-Nadel

kanüliert. Die Fixation erfolgte durch Ligation. Daraufhin erfolgte eine Spülung der Vene

mit Pufferlösung (0,14 M NaCl, 0,04 M KCl, 0,001 M Phosphat, 0,011 M Glucose, pH

7,4), um noch vorhandenes Restblut auszuwaschen. Danach wurde auch das andere

Ende der Umbilicalvene kanüliert. Um die primären Endothelzellen aus Ihren Zell-Matrix-

Kontakten zu lösen, wurde die Vene mit 0,2 % Kollagenase in Pufferlösung infundiert.

Beide Enden der Vene wurden abgeklemmt und die Nabelschnur en bloc für 15 Minu-

ten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Kollagenaselösung mit 30 ml

Pufferlösung herausgewaschen. Das Eluat wurde in 50 ml-Falcons gesammelt, die 10

ml Medium mit 20 % FCS enthielten, um die enzymatische Reaktion zu stoppen. Nach

Zentrifugation bei 250 × g für 10 Minuten wurde der zellfreie Überstand verworfen und

das gewonnene Zellpellet in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und gleichmäßig auf 4 - 6

Kulturschalen ausgesät. Die Passage der Zellen erfolgte nach derselben Vorgehenswei-

se wie die Passage der A549-Lungenepithelzellen. Die Zellen wurden in Endothelial Cell

Growth Medium (ECGM, Promocell, Heidelberg, Deutschland) mit 10 % FCS (fetal calf

serum, Thermo Fischer Scientific, Bonn, Deutschland) bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert

(Brutschrank: Binder, Tuttlingen, Deutschland).
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3.4.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Bei Temperaturen unterhalb von -130°C können nahezu keine biochemischen Reaktio-

nen ablaufen. In flüssigem Stickstoff (-196°C) beziehungsweise der darüber entstehen-

den Gasphase (-150°C bis -160°C) können Zellen und Gewebekulturen infolgedessen

gut geschützt und beinahe unbegrenzt gelagert werden, weil Kontaminationen, Genetic

Drifts, Seneszenz und andere Phänomene nicht stattfinden können. Die ausgewählten

Kulturen befanden sich in der späten log-Phase, also kurz vor der Konfluenz. Die Zellen

wurden zunächst wie zuvor beschrieben mittels Trypsin/EDTA gelöst und zentrifugiert.

Das entstandene Pellet wurde in 500 µl gekühltem, sterilfiltriertem, FCS-reichem Medium

(60 % serumfreies Medium, 40 % FCS) aufgenommen, resuspendiert und in einem Ein-

frierröhrchen vorgelegt. Damit es nicht zu zellschädigenden Präzipitaten innerhalb und

außerhalb der Zellen kommt, mussten die Zellen mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt

werden, das Wasser bindet und aus den Zellen verdrängt. Dazu wurde 500 µl gekühltes

sterilfiltriertes DMSO-haltiges Medium (80 % serumfreies Medium, 20 % DMSO) hinzu-

gefügt. Zur Vorbereitung auf die Stickstofflagerung wurden die Suspensionen für 2 - 4

Stunden bei -20°C und anschließend bei -80°C über Nacht gelagert. Daraufhin erfolgte

die Überführung in den Stickstofftank (-196°C).

Zum Auftauen und Rekultivieren gelagerter Zellen wurden die Einfrierröhrchen aus dem

Tank entnommen und im auf 37°C vorgeheizten Wasserbad erwärmt. Daraufhin wurden

den Suspensionen jeweils 9 ml vorgewärmtes Medium hinzugefügt. Nach Zentrifugati-

on wurde der DMSO-haltige Überstand verworfen, während das Zellpellet in frischem

Medium resuspendiert und in eine 75 cm2-Kulturschale ausgesät wurde. Um eventuelle

Zellschäden durch das toxische DMSO zu vermeiden wurden die Schritte möglichst zügig

durchgeführt.

3.4.4 Zellzählung mittels Neubauerkammer und Trypanblaufärbung

Die Zellen wurden wie beschrieben mit Trypsin/EDTA von der Oberfläche gelöst und zen-

trifugiert. Das Zellpellet wurde in einem Gesamtvolumen von 10 ml resuspendiert. Ein Teil

der so erhaltenen Zellsuspension wurde je nach zuvor geschätzter Zelldichte 1 : 2 - 1 :

4 mit Trypanblau verdünnt. Dieser anionische Farbstoff bindet leicht cytosolische Prote-

ine. Bei vitalen Zellen ist die Zellmembran intakt, sodass Trypanblau nicht ins Cytosol

gelangen kann, während bei avitalen Zellen die negative Ladungsdichte auf der Zellober-

fläche verloren gegangen ist. Der Farbstoff kann so ungehindert in abgestorbene Zellen

eindringen, wodurch eine mikroskopische Zählung vitaler und avitaler Zellen möglich ist.
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Die gefärbte Suspension wurde in eine Neubauer-Kammer zur Zellzählung pipettiert. Das

Zählgitter bestand aus 3 x 3 Großquadranten mit einer Fläche von jeweils 1 mm2. Die vi-

talen, ungefärbten Zellen in den vier Eckquadranten wurden ausgezählt, sodass sich die

Gesamtzellzahl nach folgenden Gleichungen berechnen ließ:

Mittelwert(Zellzahl/Quadrat) =
∑4

i=1 ni

4 ∗ V erdünnung = Zellzahl/mm3

Mittelwert(Zellzahl/Quadrat) ∗ 104 = Zellzahl/ml

Zellzahl/ml ∗Gesamtvolumen[ml] = Gesamtzellzahl

mit ni = Zellzahl in Quadrat i

Sofern für die Versuche eine definierte Zellzahl benötigt wurde, wurde anhand der Ge-

samtzellzahl in 10 ml das zu verwendende Volumen des Homogenisats berechnet, das

dann in den Versuchsplatten ausgesät wurde. Für Vitalitätsprüfungen wurden auch ge-

färbte avitale Zellen mitgezählt. Der relative Anteil intakter Zellen wurde dann nach fol-

gender Gleichung bestimmt:

V italeZellen[%] = n(ungefärbteZellen)
n(gefärbteZellen) + n(ungefärbteZellen)

3.4.5 Inkubation mit verschiedenen peracetylierten ManNAc-Analoga

Für die Inkubation von A549-Zellen und HUVECs mit den unterschiedlichen Substanzen,

wurden zunächst die synthetisierten ManNAc-Analoga in Ethanol gelöst und in die noch

leeren Vertiefungen pipetiert. Die Menge wurde dabei so gewählt, dass nach Aussaat

der Zellen und Zugabe des Mediums eine Gesamtkonzentration von 50 µM im Medium

erreicht wurde. Für die Cytotoxizitätsbestimmung wurde eine Konzentration von 100 µM

gewählt. Die Platten wurden unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur belassen,

bis das Ethanol verdampft war. Erst dann wurden jeweils 3 × 105 Zellen pro Vertiefung in

einer 6-Well-Platte beziehungsweise 5 × 104 Zellen pro Vertiefung in einer 12-Well-Platte

mit regulärem Kulturmedium ausgesät. Die Zellen wurden dann für 48 Stunden bei 37°C

und 5 % CO2 im Brutschrank (Binder, Tuttlingen, Deutschland) inkubiert. Pro Substan-

zinkubation wurde zusätzlich je eine Kontrollzellpopulation in unverändertem Vollmedium

kultiviert. Die Kultivierung und Substanzinkubation von Caco-2-Zellen wurde freundlicher-
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weise von der Arbeitsgruppe Prof. Silvia Rudloff aus dem Institut für Ernährungswissen-

schaften der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt.

3.4.6 Cytotoxizitätsmessung

Beim Absterben einer Zelle kommt es zum Verlust der Zellmembranintegrität. Infolgedes-

sen gelangen Proteine in den Kulturüberstand, die unter physiologischen Bedingungen

cytosolisch lokalisiert sind. Eines dieser Proteine ist die Laktatdehydrogenase (LDH), ein

ubiquitär exprimiertes, stabiles, cytoplasmatisches Enzym.

Die Firma Roche bietet ein Kit zur routinemäßigen Cytotoxizitätsmessung anhand der

LDH-Aktivität im Kulturüberstand an (Cytotoxicity Detection Kit (LDH)), das für die durch-

geführten Messungen eingesetzt wurde. Dabei handelt es sich um eine zweischrittige

enzymatische Reaktion. Im ersten Schritt wird Laktat durch die freigesetzte Laktatde-

hydrogenase in Pyruvat überführt, wobei NAD+ zu NADH/H+ reduziert wird. Im zwei-

ten Schritt wird Iodonitrotetrazoliumchlorid durch die Diaphorase NADH-abhängig zu ei-

nem Formazansalz reduziert, was einen Farbumschlag von Gelb zu Rot zur Folge hat,

der in einem ELISA-Photometer bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen werden

kann. Für die Reaktion wurde eine Arbeitslösung (250 µl L1 + 25 ml L2) aus den bei-

den Kit-Lösungen L1 (Diaphorase/NAD+, Katalysator) und L2 (Iodonitrotetrazoliumchlo-

rid/Natriumlaktat) angesetzt.

Um die eingesetzten Substanzen auf Zelltoxizität zu prüfen wurden die Zellen für 48 Stun-

den inkubiert, wobei das eingesetzte Medium insgesamt eine Konzentration von 100 µM

der zu untersuchenden Substanz enthielt. Zur Bestimmung der minimalen, spontanen

LDH-Freisetzung wurden die Zellen für 48 Stunden ausschließlich mit Medium behan-

delt. Um die maximale LDH-Konzentration zu determinieren wurden die Zellen mit Triton

X-100, einem non-ionischen Detergenz, versetzt. Dadurch werden die Zellwände quanti-

tativ permeabilisiert, sodass die vorhandene Menge an Laktatdehydrogenase vollständig

im Überstand gelöst wird.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellkulturüberstände der einzelnen Proben sowie

der Minimal- und der Maximalkontrolle entnommen und in Reaktionsgefäße überführt.

Durch einen anschließenden Zentrifugationsschritt (20160 × g, 8°C 15 min) wurde Zell-

freiheit erreicht und die Überstände wurden in neue Reaktionsgefäße überführt. Je 100

µl der substanzinkubierten Proben, der Minimal- und der Maximalkontrolle sowie des un-

modifizierten Mediums als Leerwert wurden in eine 96-Well-Platte (Nunc® MicroWell™,

Thermo Fisher Scientific) pipettiert und anschließend mit 100 µl der frisch angesetzten
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Arbeitslösung versetzt.

Die Messung erfolgte im Rahmen einer Dreifachbestimmung nach lichtgeschützter Inku-

bation für 30 Minuten bei Raumtemperatur im ELISA-Reader bei einer Absorptionswel-

lenlänge von 450 nm. Zur Auswertung wurde vom Mittelwert der Proben-Triplikate jeweils

derjenige des Leerwerts subtrahiert. Um die prozentuale Cytotoxizität zu erhalten wurden

die so bereinigten Werte in die folgende Formel eingesetzt:

Cytotoxizität[%] = 100 ∗ bereinigterMittelwert−Minimalkontrolle

Maximalkontrolle−Minimalkontrolle

3.5 Sialinsäureanalytik

3.5.1 Proteinextraktion und Probenvorbereitung

Die Zellen wurden drei mal mit PBS gewaschen und schließlich mit einem Cell Scra-

per von der Oberfläche gelöst, um Oberflächenproteine als wichtige sialylierte Strukturen

durch den Trypsinverdau nicht zu beschädigen. Anschließend wurden die Zellen in 150 µl

10 mM Tris/HCl-Puffer (pH = 8,0) mit 1 % Triton-X (v/v) als Detergenz resuspendiert und

mit einem Ultraschallstab homogenisiert. Um zwischen cytosolischen Sialinsäuren und

solchen, die tatsächlich in Glykoproteine inkorporiert wurden, zu differenzieren, wurde

ein Aliquot der homogeniserten Zellen direkt getrocknet und der Sialinsäurequantifizie-

rung zugeführt. Die andere Hälfte der Probe wurde einer Proteinextraktion unterzogen.

Dazu wurden die Proben mit 600 µl Chloroform/Methanol (1 : 2, v/v) versetzt und gründ-

lich vermischt. Nach Zentrifugation wurden sowohl Methanol- als auch Chloroformphase

verworfen, während die entstandene Interphase, welche die zellulären Proteine enthielt,

in 90 % Eisethanol homogenisiert wurde. Die Proben wurden schließlich getrocknet und

für die Sialinsäureanalytik verwendet.

Für die Fluoreszenzmarkierung der Sialinsäuren mit DMB wurden die Proben mit 200

µl 2 M Essigsäure für 90 Minuten bei 80°C hydrolysiert, um von den vorhandenen Gly-

koproteinen die einzelnen Monosaccharidbausteine abzuspalten, und daraufhin getrock-

net. Im Anschluss erfolgte die Markierung der Proben in 80 µl DMB-Puffer (7 mM DMB

(Dojindo, Kumamoto, Japan), 500 mM 2-Mercaptoethanol, 9 mM Natriumhydrosulfid, 20

mM Trifluoressigsäure (TFA)) bei 55°C für 2 Stunden. Durch Addition von 20 µl NaOH

wurde die Reaktion gestoppt [Hara et al., 1987; Galuska et al., 2012]. 1,2-Diamino-4,5-

Methylen-Dioxybenzen (DMB) reagiert aufgrund seiner zwei freien primären Amingrup-

pen bereitwillig mit Ketogruppen. Zur Ausbildung eines konjugierten und damit optisch
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aktiven Ringsystems ist die Reaktion des einen Amins mit einer Carboxylgruppe und

die Reaktion des anderen mit einer Ketogruppe notwendig. Diese hochspezifische Struk-

tur findet sich bei den Kohlenhydraten in der eukaryoten Zelle exklusiv bei Sialinsäuren

mit einer C1-Carboxylgruppe sowie einer C2-Ketogruppe. Damit lassen sich durch Reak-

tion mit DMB Sialinsäuren hochselektiv fluoreszenzmarkieren. Weil die Reaktion nur an

den ersten beiden Kohlenstoffatomen stattfindet, lassen sich Sialinsäuren mit elongierten

Amidseitenketten mit dieser Methode gleichermaßen markieren und flüssigkeitschroma-

tographisch auftrennen.

3.5.2 HPLC-Auftrennung

Die mit DMB markierten Proben wurden mittels einer Superspher 100 C-18 Säule (250

mm × 40 mm, Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany) bei 40°C durch ein Knauer HPLC-

System getrennt. Für die Analyse wurden als mobile Phasen M1 (AcN : MeOH : H2O :

TFA = 4 : 4 : 92 : 0,1 (v/v/v)) und M2 (AcN : MeOH : H2O : TFA = 45 : 45 : 10 : 0,1

(v/v/v)) gewählt. Für die Separation bei einer Flussrate von 0,25 ml/min über einen li-

nearen Gradienten: t0 min = 0 % M2, t35 min = 100 % M2. Gemessen wurde mit einem

Fluoreszenzdetektor (Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany) bei einer Anregungswellen-

länge von 372 nm und einer Emissionswellenlänge von 456 nm. Die gewonnenen Daten

wurden mit EuroChrom (Knauer) prozessiert und analysiert. Zur Quantifizierung der Sia-

linsäuren wurde bei jeder Analyse eine Eichkurve mit Standards bekannter Konzentration

erstellt.

3.6 Spheroid-Assay

Die HUVECs wurden zu einer konfluenten Monolayerkultur gezüchtet und anschließend

wie bei der Zellpassage mit Trypsin gelöst. Nach Zentrifugation wurde das alte Medium

verworfen und die Zellen wurden in ECGM mit 20 % Methylcellulose (w/v, Sigma-Aldrich,

München) resuspendiert. Methylcellulose verhindert die Adhäsion der Zellen und modu-

liert als inerter Zusatz die Viskosität des Mediums. Für die Sphäroidformation wurden nun

300 Zellen pro Vertiefung unter diesen non-adhäsiven Bedingungen in 96-Well-Platten

(Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany) ausgesät und für 18 bis 24 Stunden bei

37°C inkubiert. Unter diesen Bedingungen bilden die Suspensionszellen einzelne Endo-

thelzellspheroide [Korff and Augustin, 1998]. Nach der Inkubationszeit wurden die Sphä-

roide gepoolt und für 3 Minuten zentrifugiert.

Für die Spheroidassays wurde eine Fibrinmatrix in den Vertiefungen einer 24-Well-Platte
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(Corning, Wiesbaden) vorbereitet wie von Montesano et al. beschrieben [Montesano

et al., 1987]. Bovines Fibrinogen (Calbiochem/Merck Millipore, Darmstadt, Germany) wur-

de in Dulbeccos PBS (Invitrogen, Karlsruhe, Germany), pH 7,4, gelöst und so aufgefüllt,

dass eine Stocklösung mit einer finalen Fibrinogenkonzentration von 1,8 mg/ml entstand,

die zusätzlich mit 200 U/ml Trasylol (Bayer, Leverkusen, Germany) als Proteaseinhibitor

versetzt wurde.

Die gepoolten Sphäroide wurden mit PBS gewaschen und in angepasstem Volumen

in die vorgelegte Fibrinogen-Lösung gegeben. Durch Zugabe von 0,65 U/ml Thrombin

(Sigma-Aldrich, München, Germany) wurde die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin mit

anschließender Polymerisierung induziert. Die entstandenen Fibrin-Matrizen wurden zu-

nächst für 30 Minuten mit Endothelial Basal Medium (Promocell) mit 0,5 % FCS (v/v,

Promocell) bei 37°C äquilibriert. Danach wurde das Medium gewechselt. Hierbei wurden

entweder das unveränderte Kulturmedium oder modifiziertes Medium, das 50 µM O-Ac4-

ManNAc, O-Ac4-ManNProp oder O-Ac4-ManNBut enthielt, gewählt. Pro Substanz und

Kontrollansatz wurde jeweils eine Sphäroidpopulation mit basic Fibroblast Growth Factor

(bFGF) versetzt, während die andere unstimuliert blieb. Die Sphäroide wurden daraufhin

für 42 bis 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Abschließend wurden die Zellen zur Lagerung

und Beurteilung mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und bei 4°C gelagert. Die Sphä-

roide wurden mit NIS Elements AR 3.0 mikroskopisch untersucht und ausgemessen.
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Ergebnisse

4.1 Etablierung eines standardisierten Protokolls für die Synthese

peracetylierter 2-N-Acyl-Mannosamin-Derivate

Um die Reaktionsbedingungen zu optimieren und so die Reaktionsausbeute zu steigern,

wurde die Reaktion in drei unabhängige Teilschritte aufgeteilt. Zunächst erfolgte die Per-

acylierung aller funktionellen Gruppen durch Inkubation von D-ManN mit Essigsäure-,

Propionsäure- beziehungsweise Buttersäureanhydrid. Im folgenden Schritt wurden ba-

sische Bedingungen hergestellt, um eine spezifische O-Dealkylierung durch alkalische

Esterhydrolyse zu ermöglichen. Zuletzt wurde das nun ausschließlich N-acylierte Man-

nosamin mit Essigsäureanhydrid versetzt, sodass als finales Produkt O-Ac4-ManNR ent-

steht.

4.1.1 Peracylierung funktioneller Gruppen mit Carbonsäureanhydriden unter

Verwendung unterschiedlicher Lösungsmittel

In diesem neu entworfenen Protokoll ist es an zwei Stellen notwendig, funktionelle Grup-

pen des Mannosamins zu modifizieren. Initial werden Amino- und Hydroxylgruppen glei-

chermaßen alkyliert, während am Ende der Synthese die Konjugation der freien Hy-

droxylgruppen des produzierten 2-N-Acyl-Mannosamins steht. Sowohl NH2- als auch

OH-Gruppen reagieren aufgrund ihrer freien Elektronen bereitwillig mit Carbonsäurean-

hydriden, wodurch die entsprechenden Carbonsäureamide und -ester entstehen. Nach

den beiden genannten Reaktionsschritten entstehen somit vollständig peracylierte bezie-

hungsweise peracetylierte Derivate des Mannosamins oder des 2-N-Acyl-Mannosamins.

Aufgrund ihrer Hydrophobizität interagieren diese Substanzen stark mit RP-Säulen und

lassen sich folglich gut mittels HPLC auftrennen. Um den Erfolg der einzelnen Reakti-

onsschritte zu beurteilen, wurde daher nach den Konjugationsreaktionen mit den ent-

sprechenden Carbonsäuren jeweils eine RP-HPLC durchgeführt. Als organisches Lö-

sungsmittel wurde Acetonitril für die Reaktionen gewählt, um eine ideale Auftrennung
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der Produkte zu gewährleisten. Unter diesen Umständen war in den HPLC-Analysen

nach Peracylierung und nach Reacetylierung gleichermaßen allerdings keinerlei Produkt

nachweisbar. Auch in den daraufhin durchgeführten GC-MS-Untersuchungen derselben

Proben war keinerlei Substanz zu detektieren (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1: HPLC-Analyse der Produkte nach Reacetylierung mit Acetonitril als Lö-
sungsmittel

D-Mannosamin wurde mit AcN und den entsprechenden Carbonsäureanhydriden inku-
biert, um eine Peracylierung zu erzielen. Anschließend erfolgte eine O-Dealkylierung mit
Triethylamin. Zuletzt wurden die Proben mit AcN und Essigsäureanhydrid O-peracetyliert
und flüssigkeitschromatographisch analysiert. Die Standards sind nach dem von Keppler
et al. vorbeschriebenen Protokoll synthetisiert und aufgereinigt worden.

Die Peracetylierung mit Essigsäureanhydrid verläuft unter den gegebenen Versuchsbe-

dingungen quantitativ. Da keinerlei Produkt nachweisbar war, müssen folglich die Pera-

cylierung in Schritt eins sowie die Peracetylierung in Schritt 3 gleichermaßen erfolglos

gewesen sein.

Wählt man stattdessen das weniger inerte Pyridin als Lösungsmittel, so zeigen sich

in den erhaltenen GC-MS-Profilen O-Ac4-ManNAc, O-Prop4-ManNProp sowie O-But4-

ManNBut als Produkte nach erfolgreicher Peracylierung (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: GC-Analyse der Produkte nach Peracylierung mit Pyridin als Lösungsmittel
D-Mannosamin wurde mit Pyridin als Lösungsmittel und Essigsäure-, Propionsäure- oder
Buttersäureanhydrid inkubiert. Daraufhin wurden die Proben gaschromatographisch un-
tersucht.

4.1.2 O-Dealkylierung peracylierter Mannosaminderivate mit Triethylamin

Die Unterteilung der Synthese in drei unabhängige Reaktionen macht es notwendig nach

initialer Peracylierung aller funktioneller Gruppen eine spezifische O-Dealkylierung anzu-

schließen, sodass nur noch die Aminogruppe den elongierten Acylrest als artifizielle Mo-

difikation trägt. Der Stickstoff der Amidbindung weist ein niedrigeres Redoxpotenzial auf

als der Sauerstoff der Esterbindungen, was zu einer verstärkten Elektronendelokalisati-

on und somit einer höheren Stabilität führt. Unter basischen Bedingungen sind daher die

Carbonylgruppen der O-Residuen stärker elektrophil, sodass die Esterbindungen leich-

ter hydrolysiert werden. Die basische Esterhydrolyse sollte also zu einer spezifischen

O-Dealkylierung führen, wobei die Aminomodifikationen unverändert bleiben. Wässriges

Triethylamin stellt mit einem pKa von 10,7 ist eine passende Base dar, um alkalische

Reaktionsbedingungen herzustellen und Hydroxidionen für die Hydrolyse bereitzustel-

len. Triethylamin ist leicht flüchtig und hinterlässt in der Regel keine Rückstände, sodass

keine zusätzlichen Aufreinigungsschritte notwendig sein sollten. Acetonitril als Lösungs-

mittel bringt die zu diesem Zeitpunkt vorliegenden lipophilen peracylierten N-Acyl-ManN

Derivate vollständig in Lösung und sollte zugleich kationische Intermediate wie protonier-
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tes Triethylamin stabilisieren, was die angestrebte Ester-Verseifung weiter unterstützt.

Abbildung 4.3: Alkalische Esterhydrolyse mit Acetonitril und Triethylamin
Wässriges Triethylamin (pKa = 10,7) liefert hochreaktive Hydroxidionen und etabliert
alkalische Bedingungen. Unter Protonenmangel werden die Carbonsärereste irreversibel
in Form von Carboxylatanionen freigesetzt. Acetonitril unterstützt die Produktion von
Hydroxidionen durch Stabilisation von protonierten Triethylamin-Kationen. O-Spezifische
Dealkylierung liefert N -Acyl-ManN als Produkt.

Führt man die Dealkylierung mit 100 µl AcN und 100 µl 0,2 M Triethylamin bei 37°C

für 2 Stunden durch, zeigen sich nach Reacetylierung in den GC- und GC-MS-Spektren

vollständig peracylierte Derivate. Alle funktionellen Gruppen der Ausgangssubstanz sind

nach wie vor mit dem entsprechenden Carbonsäurerest konjugiert.

Weil sich unter so milden Bedingungen auch die Esterbindungen noch stabil zeigten,

wurden die Proben im Anschluss an die Peracylierung unter denselben Bedingungen

über Nacht mit 0,2 M Triethylamin inkubiert. Die GC-MS-Profile nach Reacetylierung zei-

gen für ManNAc (Abbildung 4.4 A) und ManNProp (Abbildung 4.4 B) Substanzpeaks bei

denselben Reaktionszeiten mit denselben Fragmentierungsmustern wie die Standards,

die nach dem vorbeschriebenen Protokoll synthetisiert und aufgereinigt wurden. Es fällt

auf, dass sich die Substanzen nicht in zwei reine Signalpeaks auftrennen, wie es bei

den Standardsubstanzen der Fall ist (Abbildung 4.4 C), und dass bei ManNProp auch

ManNAc als Nebenprodukt nachweisbar ist (Abbildung 4.4 B). Darüber hinaus ist die

Ausbeute noch deutlich geringer als beim Ausgangsprotokoll nach Keppler et al..

Darüber hinaus lassen sich im Ansatz von ManNBut keine Spuren von O-Ac4-ManNBut

nachweisen. Stattdessen zeigen sich in den Chromatogrammen nach wie vor die unge-
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Abbildung 4.4: GC-Analyse von ManNAc und ManNProp nach Reacetylierung im Vergleich
zu Standardsubstanzen

Die ManN-Proben wurden mit den entsprechenden Carbonsäuranhydriden peracyliert,
mit Triethylamin gespalten und anschließend mit Essigsäureanhydrid reacetyliert. Gezeigt
sind die Gaschromatogramme von (A) O-Ac4-ManNAc und (B) O-Ac4-ManNProp. Die
(C) Standardlösung ist ein Gemisch aus O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-
ManNBut, die jeweils nach dem Ausgangsprotokoll synthetisiert worden sind. Nur die
Retentionszeiten von ManNAc und ManNProp sind angegeben. Nicht identifizierte Ver-
unreinigungen sind mit Asterisken gekennzeichnet.
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spaltenen, vollständig mit Buttersäure veresterten Mannosamnin-Derivate (Abbildung 4.5

A).

Abbildung 4.5: ManNBut nach Reacetylierung im Vergleich zu ManNBut nach Perbutylie-
rung

ManN wurde wie beschrieben zunächst mit Buttersäureanhydrid behandelt, um O-
But4-ManNBut zu erhalten (B). Im Anschluss wurden die Proben wie beschrieben O-
dealkyliert, mit Essigsäureanhydrid reacetyliert und gaschromatographisch analysiert (A).
Nicht identifizierte Verunreinigungen sind mit Asterisken gekennzeichnet.

Wie deutlich zu erkennen ist, weisen alle Chromatogramme nach Triethylaminbehand-

lung eine sehr instabile Grundlinie sowie zahlreiche Zusatzpeaks auf, die ihrem Frag-

mentationsmuster nach zu urteilen nicht auf Mannosamin-Abkömmlinge zurückzuführen

sind. In den Standards waren vergleichbare Verunreinigungen zu keinem Zeitpunkt detek-

tierbar. Eine zusätzliche Schleppung der Proben mit Ethanol, um eventuell vorhandene

Triethylamin-Rückstände zu entfernen, führten weder zu einem höheren Reinheitsgrad

der Produkte noch zu einer erhöhten Gesamtumsetzungsrate.
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4.1.3 O-Dealkylierung peracylierter Mannosaminderivate mit wässriger

Natronlauge

Nachdem Triethylamin als ungeeignete Base für die O-Dealkylierung identifiziert war,

wurde ein anderes Reagenz im zweiten Schritt der Synthese peracetylierter N-Acyl-

Mannosamin-Derivate benötigt. Während die Bedingungen für Peracylierung und Rea-

cetylierung konstant beibehalten wurden, erfolgte die Dealkylierung nun für 4 Stunden

bei 37°C mit 250 µl 0.15 mM NaOH als Base. Stark alkalische Reaktionsbedingungen

können auch zur Spaltung von Amidbindungen führen. Weil aber gerade die Aminomodi-

fikation des Mannosamins konserviert werden sollte, wurde die Reaktion durch Zugabe

300 µl 100 mM Essigsäure, pH = 6-7, neutralisiert.

Das im Rahmen der Neutralisation entstehende Natriumacetat macht einen zusätzlichen

Entsalzungsschritt notwendig. Daher wurde im Anschluss an die Synthese eine Extrakti-

on mit Dichlormethan und Wasser (CH2Cl2 : H2O = 8 : 5) durchgeführt, wobei die wäss-

rige Phase verworfen wurde. Dieser Schritt erlaubt neben der Entsalzung zusätzlich die

Entfernung von hydrophilen Nebenprodukten wie zum Beispiel eventuell unzureichend

O-acetylierter N-Acyl-Mannosamin-Intermediate. Zur Kontrolle wurden GC- und GC-MS-

Analysen nach Peracylierung und nach finaler Reacetylierung durchgeführt.

Bei allen Ansätzen erwies sich die Peracylierung mit den entsprechenden Anhydriden

chromatographisch als erfolgreich. Nach O-Dealkylierung mit NaOH und Reacetylierung

mit Essigsäureanhydrid zeigten die erhaltenen GC-Profile zwei reine Substanzpeaks. Im

Vergleich zu den Standards wiesen diese aber in allen Ansätzen gut reproduzierbare

Differenzen in der Retentionszeit auf (Abbildung 4.6).

Im Vergleich zu Glucosamin weist Mannosamin aufgrund der axialen Positionierung sei-

ner Aminogruppe eine thermodynamisch niedrigere Stabilität auf. Daher ist es denkbar,

dass die Ausgangssubstanz unter den Reaktionsbedingungen der O-Dealkylierung spon-

tan zu ihrem stabileren Epimer isomerisiert.

Um diese Hypothese zu prüfen, wurde unter denselben Reaktionsbedingungen mit D-

Glucosamin als Ausgangssubstanz O-Ac4-GlcNAc synthetisiert. Stellt man nun die Gas-

chromatogramme von O-Ac4-GlcNAc den zuvor gewonnenen Chromatogrammen von O-

Ac4-ManNAc gegenüber, so lassen sich keine Retentionszeitdifferenzen feststellen (Ab-

bildung 4.7).
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Abbildung 4.6: GC-Analyse von O-Ac4-ManNAc im Vergleich zum Standard
Die Substanzen wurden wie beschrieben peracyliert und mit wässriger Natronlauge O-
dealkyliert, wobei die Reaktion mit Essigsäure gestoppt wurde. Nach Reacetylierung wur-
den die Proben mittels Extraktion gereinigt und gaschromatographisch analysiert. Gezeigt
ist (A) O-Ac4-ManNAc im Vergleich zu den (B) Standardsubstanzen, die nach dem Aus-
gangsprotokoll hergestellt wurden.

Abbildung 4.7: GC-Analyse von O-Ac4-ManNAc im Vergleich zu O-Ac4-GlcNAc
ManN wurde nach dem beschriebenen Protokoll peracyliert, mit NaOH behandelt und an-
schließend reacetyliert (A). Glucosamin wurde unter denselben Bedingungen modifiziert,
um O-Ac4-GlcNAc synthetisiert (B) zu erhalten.
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Um zu determinieren, ob die alkalischen Bedingungen während der Reaktion oder das

saure Milieu bei Neutralisation zu dieser hypothetischen Epimerisierung von ManN zu

GlcN führen, wurde ManN in einem neuen Ansatz zunächst wie zuvor beschrieben pe-

racyliert. Daraufhin wurde der Dealkylierungsschritt unter denselben Bedingungen wie

zuvor durchgeführt. Die Reaktion wurde nun allerdings beendet, indem die Proben ent-

weder unmittelbar oder nach Neutralisation mit 300 µl 100 mM Essigsäure in flüssigem

Stickstoff gefroren wurden. Daraufhin wurden alle Ansätze über Nacht lyophilisiert und

am Folgetag gemäß Protokoll reacetyliert.

Bei den Ansätzen, die Essigsäure ausgesetzt waren, weisen die beiden detektierten Sub-

stanzpeaks dieselbe Retentionszeit auf wie bei den korrespondierenden O-Ac4-GlcN-

Analoga. Diese Signale sind nur in sehr geringem Ausmaß registrierbar, wenn die Ansät-

ze ohne Neutralisation eingefroren wurden (Abbildung 4.8).

Abbildung 4.8: GC-Analyse zur Epimerisierung von ManN zu GlcN unter sauren Reaktions-
bedingungen

Mannosamin wurde wie beschrieben mit Essigsäure peracetyliert und anschließend mit
NaOH behandelt. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Proben entweder mit Essig-
säure zur Neutralisation versetzt wurden (A) oder indem die Proben in flüssigem Stickstoff
gefroren wurden (B). Alle Ansätze wurden anschließend lyophilisiert und mit Essigsäu-
reanhydrid reacetyliert.
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Es ist festzuhalten, dass die beschriebenen Beobachtungen nur für die Synthese von

O-Ac4-ManNAc und O-Ac4-ManNProp zutreffend sind. Bei der Synthese von O-Ac4-

ManNBut, gab es nach der initialen Perbutylierung Lösungsschwierigkeiten. Das zu die-

sem Zeitpunkt erhaltene O-But4-ManNBut ließ sich in der für die Hydrolyse verwendeten

Natronlauge auch im Ultraschallbad nicht solvatisieren. In den GC-Analysen nach Pe-

racylierung und nach Behandlung mit Essigsäureanhydrid sind die Profile identisch und

zeigen nur Substanzpeaks bei Retentionszeiten, die O-But4-ManNBut entsprechen.

4.1.4 O-Dealkylierung peracylierter Mannosaminderivate mit methanolischer

Natronlauge

Um alle peracylierten Mannosamin-Derivate gleichermaßen in Lösung zu bringen, war es

damit notwendig ein unpolareres Medium für die gewünschte O-spezifische Dealkylier-

ung zu finden. Im Gegensatz zur wässrigen Natronlauge lassen sich alle O,N-Acyl-ManN-

Intermediate in methanolischer Natronlauge vollständig solvatisieren, weshalb Methanol

auch im vorbeschriebenen Ausgangsprotokoll als Lösungsmittel eingesetzt worden ist.

Somit stellt NaOH(MeOH) ein sinnvolles Reagenz für die alkalische Hydrolyse dar.

Die Proben wurden mit 500 µl 0.01 M methanolischer NaOH bei 0°C für 2 Stunden

inkubiert und im Anschluss unter kontinuierlichem Stickstoff-Strom getrocknet. Die Be-

dingungen für Peracylierung und Reacetylierung wurden dabei wie zuvor beschrieben

(Kapitel 4.1.3) konstant beibehalten, wobei jeweils nach diesen Schritten GC- und GC-

MS-Analysen zur Kontrolle und Strukturverifikation durchgeführt wurden. Auch der ab-

schließende Extraktionsschritt wurde weiterhin durchgeführt, um die Proben von Natri-

umrückständen sowie eventuell unzureichend O-acetylierten Intermediaten zu befreien.

Wie auch zuvor erweist sich die Peracylierung in allen Fällen als erfolgreich. Die nach

O-Dealkylierung und Reacetylierung aufgezeichneten GC-Profile und Fragmentations-

spektren entsprechen den Standards. Die Proben enthalten somit O-Ac4-ManNAc, O-

Ac4-ManNProp beziehungsweise O-Ac4-ManNBut.

Bei der GC-Analyse von O-Ac4-ManNBut, zeigen sich jedoch einige Zusatzpeaks mit

leichten Differenzen in den Retentionszeiten. Diese Retentionszeiten entsprechen denje-

nigen von O-Ac4-GlcNBut (Abbildung 4.9).

Wie zuvor unter sauren Bedingungen ist es auch möglich, dass es im alkalischen Milieu

zu einer Umlagerung von Mannosamin zu Glucosamin kommen kann. Um die Reaktions-

bedingungen abzumildern, wurden O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp beziehungsweise

O-Ac4-ManNBut nach demselben Protokoll wie zuvor synthetisiert. Nach O-Dealklyierung
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Abbildung 4.9: GC-Chromatogramm von O-Ac4-ManNBut nach Spaltung mit methanoli-
scher NaOH

D-ManN wurde mit Buttersäureanhydrid peracyliert und anschließend wie beschrieben mit
methanolischer Natronlauge hydrolysiert. Nach Reacetylierung mit Essigsäureanhydrid
erfolgte die gaschromatographische Analyse der Proben. Die Standards wurden nach dem
Ausgangsprotokoll mit ManN oder GlcN als Ausgangssubstrat synthetisiert.

wurden die Proben allerdings nicht bei Raumtemperatur unter Stickstoffstrom getrocknet.

Stattdessen wurden die Ansätze nach 2 Stunden in flüssigem Stickstoff gefroren und an-

schließend über Nacht lyophilisiert.

Die Strukturverifikation der Produkte erfolgte via Gaschromatographie, Elektronenspray-

Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) und GC-MS(/MS). Zudem erfolgten extern

NMR-Spektroskopie-Analysen, die von Dr. Heike Hausmann am Chemischen Institut der

Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt wurden. In den korrespondierenden ESI-

MS-Untersuchungen ließen sich die entsprechenden O-Ac4-N-Acyl-ManN-Derivate als

Natriumaddukte ([M+Na]+) bei m/z = 412.2 für O-Ac4-ManNAc (Abbildung 4.10 A, (3)),

m/z = 426.2 für O-Ac4-ManNProp (Abbildung 4.10 B, (3)), beziehungsweise m/z = 440.2

für O-Ac4-ManNBut (Abbildung 4.10 C, (3)) nachweisen. Die registrierten Differenzen

von 14 in den m/z-Werten zwischen ManNAc und ManNProp beziehungsweise ManN-

Prop und ManNBut entsprechen den zusätzlichen Methylengruppen der 2-N-Propyl- und

2-N-Butyl-Residuen.

In den gewonnenen GC-MS-Spektren zeigen sich dieselben reproduzierbaren m/z-Dif-

ferenzen von 14 zwischen O-Ac4-ManNAc und O-Ac4-ManNProp sowie zwischen O-Ac4-
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Abbildung 4.10: ESI-MS-Analyse der nach dem neuen Protokoll synthetisierten ManNAc-
Analoga

ESI-MS-Analyse von (A) O-Ac4-ManNAc, (B) O-Ac4-ManNProp und (C) O-Ac4-
ManNBut nach Synthese gemäß dem beschriebenen Protokoll. Die Derivate lassen sich
als Protonenaddukte ([M+H]+) nach Verlust von Essigsäure (1) sowie Natriumaddukte
([M+Na]+), (3)) und Natriumaddukte nach Verlust von Essigsäure (2) nachweisen. Nicht
identifizierte Signale sind mit Asterisken gekennzeichnet.

ManNProp und O-Ac4-ManNBut. Die Fragmentationsmuster stimmen mit denjenigen der

korrespondierenden Standards überein (Abbildung 4.11).

Die Gaschromatogramme der jeweiligen artifiziellen Mannosaminanaloga zeigen die An-

wesenheit sowohl des α-Anomers (1. Signal) als auch des β-Anomers (2. Signal) in Form

von zwei distinkten Signalen, die sich in ihrer Retentionszeit unterscheiden, aber das

gleiche Fragmentationsspektrum zeigen. Wie zu erkennen ist, weisen die Proben einen

hohen Reinheitsgrad ohne detektierbare Nebenprodukte auf (Abbildung 4.12).

Die Peracetylierung von Mannosaminderivaten mit Essigsäureanhydrid ist eine quanti-

tative Reaktion, bei der 100 % des Ausgangssubstrates umgesetzt werden. Weil weder

bei der Synthese von ManNProp noch bei der Synthese von ManNBut ManNAc als Ne-

benprodukt nachgewiesen werden konnte, ist davon auszugehen, dass auch hier die

Peracylierung als quantitative Reaktion abgelaufen ist. Somit wird mit dem modifizierten

Protokoll für alle drei Komponenten eine Reaktionsausbeute von 100 % erreicht.
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Abbildung 4.11: GC-Profile und GC-MS-Spektren der Proben im Vergleich zu den Standard-
substanzen

Gaschromatogramme und MS-Spektren von O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-
Ac4-ManNBut. Die Substanzen wurden wie beschrieben mit den entsprechenden Carbon-
säureanhydriden peracyliert, mit methanolischer Natronlauge hydrolysiert und schließlich
mit Essigsäureanhydrid reacetyliert. Zum Vergleich sind die Massenspektren der zuge-
hörigen Standards abgebildet. Diese wurden nach dem von Keppler et al. vorgeschlage-
nen Protokoll synthetisiert und aufgereinigt. Intensitätsunterschiede zwischen Proben und
Standards sind auf Unterschiede in den für die Analyse eingesetzten Substanzmengen zu-
rückzuführen. Hervorgehoben sind die Hauptsignale mit m/z-Werten, bei denen sich eine
reproduzierbare Massendifferenz von 14 zwischen den einzelnen Komponenten ergibt.
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Abbildung 4.12: GC-Profile der peracetylierten N-Acyl-Mannosamin-Derivate
Zur standardmäßigen Strukturverifikation wurden (A) O-Ac4-ManNAc, (B) O-Ac4-
ManNProp und (C) O-Ac4-ManNBut gaschromatographisch analysiert. Die registrierten
Retentionszeiten wurden mit denjenigen von (D) Standardsubstanzen verglichen, die nach
dem Ausgangsprotokoll synthetisiert wurden und deren Struktur mittels NMR zuvor be-
stätigt worden ist.
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4.2 Metabolismus und Inkorporation artifizieller

2-N-Acetyl-Mannosaminanaloga im Zellkulturmodell

4.2.1 Cytotoxizität der peracetylierten N-Acetyl-Mannosaminanaloga im

Zellkulturmodell

Um initial zu determinieren, in welchem Grad die peracetylierten N-Acyl-Mannosamine

bei Applikation schädlich für Zellen sind, wurde zunächst ihre Cytotoxizität auf HUVECs

mit einem LDH-Assay bestimmt. Dazu wurden die Zellen für insgesamt 48 Stunden

mit bis zu 100 µM O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp oder O-Ac4-ManNBut inkubiert.

Daraufhin wurde der Kulturüberstand mit dem Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche,

Deutschland) auf LDH-Aktivität überprüft, um die Zellen auf die Intaktheit ihrer Membran-

permeabiltät als generellen Indikator für Zellvitalität und -integrität zu testen. Wie zuvor

auch in anderen Studien mit anderen Zelllinien festgestellt wurde, zeigten die verschiede-

nen Mannosaminderivate keine signifikante Veränderung der LDH-Aktivität im Kulturüber-

stand und damit keine signifikante Cytotoxizität. Bei HUVECs gilt dies bei Konzentratio-

nen bis 50 µM (Abbildung 4.13). Bei A549-Lungenepithelzellen zeigte sich ein ähnliches

Bild bei Konzentrationen von bis zu 100 µM.

Abbildung 4.13: Biokompatibilität der einzelnen Mannosamin-Derivate am Beispiel von HU-
VECs

Nach Inkubation von HUVECs mit den einzelnen Komponenten wurde die LDH-Aktivität
im Kulturüberstand bestimmt. Als Maximum (100 % Cytotixizität) wurde die Aktivität
bei HUVECs gesetzt, die mit 1 % Triton-X (v/v) behandelt wurden. Als Kontrolle dienten
Zellen, die in unbehandeltem Vollmedium kultiviert wurden. Alle Werte sind als Mittelwer-
te ± Standardabweichungen angegeben, die aus den Ergebnissen von drei unabhängigen
Experimenten errechnet wurden.
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4.2.2 Metabolismus artifizieller N-Acetyl-Mannosaminanaloga in verschiedenen

Zelllinien

Um zu untersuchen inwiefern die peracetylierten 2-N-Acyl-Mannosaminderivate tatsäch-

lich von Zellen aufgenommen und zu den korrespondierenden 5-N-Acyl-Neuraminsäuren

metabolisiert werden, wurden HUVECs, A549-Lungenepithelzellen und Caco-2-Darm-

epithelzellen zunächst jeweils mit 50 µM O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp oder O-Ac4-

ManNBut inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mittels Cell Scraper gelöst und

homogenisiert. Das Gesamtzelllysat wurde daraufhin mit DMB fluoreszenzmarkiert und

mittels RP-HPLC aufgetrennt (Abbildung 4.14).

Abbildung 4.14: RP-HPLC von HUVEC-Zelllysaten, die mit ManNAc-Analoga behandelt
wurden, im Vergleich zu Sialinsäurestandards

Die Proben wurden nach Homogenisierung mit Essigsäure behandelt, um gebundene Sac-
charidstrukturen zu hydrolysieren. Die freigesetzten Sialinsäuren im Überstand wurden
anschließend mit DMB markiert und mittels RP-HPLC aufgetrennt. Als Kontrolle dienten
unbehandelte HUVECs, die in normalem Vollmedium kultiviert wurden. Signale, die auf
das DMB-Reagenz zurückzuführen sind, sind mit Asterisken gekennzeichnet, bisher uni-
dentifizierte Verunreinigungen mit Pfeilen.
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Im Vergleich mit den Standardsubstanzen wird sichtbar, dass Neu5Ac als physiologi-

sche Sialinsäure in allen Ansätzen nach wie vor nachweisbar ist, unabhängig davon, mit

welchem N-Acyl-Mannosaminderivat die Zellen inkubiert wurden. Die zusätzlichen Si-

gnale nach Behandlung mit O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut, weisen auf die An-

wesenheit von zusätzlichen, veränderten Sialinsäuren hin. Weil die Signale eine höhere

Retentionszeit (29,5 Minuten bei ManNProp und 37 Minuten bei ManNBut) aufweisen

als Neu5Ac (RT = 22,1 min), interagieren diese Substanzen stärker mit der hydropho-

ben C-18-Säule, was auf die elongierten N-Acyl-Residuen zurückzuführen ist. Zellen, die

ausschließlich mit O-Ac4-ManNAc behandelt wurden, zeigen nur ein Signal bei Neu5Ac.

Nach O-Deacetylierung durch unspezifische Esterasen im Cytoplasma der Zielzellen ent-

steht als Effektorsubstanz ManNAc, der physiologische Vorläufer von Neu5Ac, sodass

auch nur unveränderte Sialinsäuren synthetisiert werden können.

Um die Struktur der Substanzen zu verifizieren, wurden die Proben zunächst mittels LC-

ESI-MS untersucht. Die dabei gewonnenen extrahierten Ionenchromatogramme (Abbil-

dung 4.15) von m/z-Werten, die den Natriumaddukten [M+Na]+ der Neu5Ac-Analoga ent-

sprachen, bestätigen das Vorhandensein der artifiziellen Sialinsäuren Neu5Prop (m/z =

462) und Neu5But (m/z = 476) sowie der physiologischen Sialinsäure Neu5Ac (m/z =

448). So konnte zudem die Verunreinigung durch eventuell koeluierende und damit flüs-

sigkeitschromatographisch nicht trennbare Nebenprodukte ausgeschlossen werden.

Ausgewählten Vorläuferionen, die sich nach Wasserabspaltung gebildet haben und als

Protonenaddukte ([M+H]+) registriert werden konnten, wurden für eine anschließende

ESI-MS/MS-Analyse zur weiteren Strukturverifikation der detektierten Substanzen ge-

wählt (Abbildung 4.16; Neu5Ac - H2O, m/z = 408.1; Neu5Prop - H2O, m/z = 422.1;

Neu5But - H2O, m/z = 436.2). Die Analyse von DMB-markierter Sialinsäure (Neu5Ac-

H2O, m/z = 408.1) liefert das charakteristische Fragmentierungsmuster durch kollisions-

induzierte Fragmentation wie es zuvor von Klein et al. beschrieben worden ist. In Ab-

bildung 4.16 A ist die Struktur von DMB-markierter Sialinsäure (Neu5Ac, m/z = 426.1)

zu erkennen, wobei die Fluoreszenzmodifikation ein m/z-Inkrement von insgesamt 116,2

zur Folge hat. Dehydratisierung zwischen C4 und C8 führt zur Zyklisierung und ergibt das

Fragment bei m/z = 408,1. Durch Abspaltung der C6- und C7-Hydroxylgruppen in Form

von Wasser sowie der Amidgruppe an C5 kommt es zur Aromatisierung des entstande-

nen Rings (m/z = 313). Die weitere Elimination von C9 in Form von Formaldehyd liefert

schließlich das Signal bei m/z = 283. Bei diesem Fragmentationsweg geht die Aminomo-

difikation der analysierten Sialinsäuren verloren, sodass zwischen Neu5Ac, Neu5Prop
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Abbildung 4.15: Extrahierte Ionenchromatogramme von Natriumaddukten ([M+Na]+) der N-
Acyl-Neuraminsäuren

Für die Berechnung der extrahierten Ionenchromatogramme (EIC) wurden die m/z-
Werte der Natriumaddukte ([M+Na]+) der entsprechenden Sialinsäure-Derivate gewählt,
weil sie quantitativ die am häufigsten beobachteten Adduktformationen waren. Die EIC
zeigt somit die bereinigte Chromatogrammspur für die einzelnen Komponenten Neu5Ac,
Neu5Prop und Neu5But. Als Kontrolle dienten HUVECs, die in unbehandeltem Vollme-
dium kultiviert wurden.

und Neu5But bei diesen Signalen keine Massenladungsdifferenzen zu erwarten sind.

Ebendies lässt sich beim direkten Vergleich der ESI-MS/MS-Spektren auch beobach-

ten. Es gibt zahlreiche Signale, die bei allen Komponenten identische m/z-Werte auf-

weisen (Abbildung 4.17; m/z 216,9, 228,9, 283,0, 301,0, 313,0, 331,1 and 349,1). Im

Entstehungsprozess dieser Fragmentionen geht die N-Acyl-Kette wie beschrieben verlo-

ren. Weil die untersuchten Moleküle aber nur hier Massendifferenzen aufweisen, können

keine m/z-Differenzen detektiert werden.

Bei anderen korrespondierenden Signalen lässt sich zwischen den Komponenten ei-

ne distinkte m/z-Differenz von 14 detektieren (Abbildung 4.17; Neu5Ac, m/z = 270,0;

Neu5Prop, m/z = 284,0; Neu5But, m/z = 298,0). Diese entspricht den zusätzlichen Me-

thylengruppen in den elongierten N-Acylketten von ManNProp und ManNBut. Hier er-

folgt die Fragmentation folglich innerhalb der DMB-Modifikation, sodass die N-Acylreste

der artifiziellen Sialinsäuren intakt bleiben. Ebenso führt die Fragmentation durch einfa-
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Abbildung 4.16: Fragmentationsmuster von DMB-markierter N-Acetyl-Neuraminsäure
Mit DMB konjugierte Sialinsäure vor Wasserabspaltung (A) wurde mittels nanoLC-
ESI-MS separiert und massenspektrometrisch untersucht. Als Ausgangsion für MS/MS-
Analysen (B) diente Neu5Ac nach Wasserabspaltung (Neu5Ac - H2O, m/z = 408.1), das
als Protonenaddukt ([M+H]+) registriert werden konnte. Die Zuweisung der Fragmente
erfolgte nach dem von Manzi et al. vorbeschriebenen Fragmentierungsmuster für DMB-
konjugierte Sialinsäuren. Die monoisotopischen m/z-Werte der entsprechenden Fragmente
sind hervorgehoben.

che Wasserabspaltung zur Formierung von Ionen, deren Amino-Modifikation unverändert

bleibt, und die infolgedessen ebenfalls charakteristische m/z-Differenzen von 14 aufwei-

sen (Abbildung 4.17; Neu5Ac, m/z = 390,1; Neu5Prop, m/z = 404,1; Neu5But, m/z =

418,1).

Ähnliche Ergebnisse konnten nach äquivalenter Behandlung und Analyse von A549-

Lungenepithelzellen und Caco-2-Darmepithelzellen beobachtet werden. Auch hier las-

sen sich Neu5Ac, Neu5Prop und Neu5But im Gesamtzelllysat chromatographisch und

massenspektrometrisch nachweisen. Die Kultivierung und Substanzinkubation der Caco-

2-Zellen wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Silvia Rudloff aus dem In-

stitut für Ernährungswissenschaften der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt.

47



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.17: Vergleich der ESI-MS/MS-Fragmentationsmuster von Neu5Ac, Neu5Prop
und Neu5But

Für MS/MS-Fragmentationsanalysen wurden nach Wasserabspaltung generierte Aus-
gangsionen gewählt. Neu5Ac, Neu5Prop und Neu5But wurden jeweils als Protonenaddukte
([M+H]+) registriert.

4.2.3 Inkorporation von artifiziellen Sialinsäuren in zelluläre Glykoproteine in

verschiedenen Zelllinien

Um in einem weiteren Schritt festzustellen, inwiefern die nachgewiesenen alterierten Sia-

linsäuren auch in neu synthetisierte zelluläre Glykoproteine inkorporiert wurden, wurde

zunächst jeweils ein Aliquot des HUVEC-Gesamtzelllysats einer Chloroform/Methanol-

Proteinextraktion unterzogen. Die dabei isolierten Proteine wurden, wie zuvor das voll-

ständige Zelllysat, mittels DMB-Konjugation und RP-HPLC auf Sialinsäuren untersucht.

Die gewonnenen Chromatogramme zeigen ein ähnliches Bild wie bei Analyse des Ge-

samtzelllysates. In allen Ansätzen inklusive der Kontrollzellen, die nicht mit ManNAc oder

dessen artifiziellen Derivaten behandelt wurden, lässt sich Neu5Ac als physiologische
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Sialinsäure weiterhin nachweisen (Abbildung 4.18, blaue und gelbe Box). Nach Inkuba-

tion mit O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut zeigt sich jeweils ein zusätzliches Signal

bei höheren Retentionszeiten von 29,0 Minuten für Neu5Prop (Abbildung 4.18, rote Box)

beziehungsweise 36,8 Minuten für Neu5But (Abbildung 4.18, grüne Box). Die größere

Retentionszeit ist hier ebenfalls auf eine verstärkte Interaktion zwischen den elongierten

N-Acylketten und der C-18-Säule zurückzuführen.

Abbildung 4.18: RP-HPLC nach DMB-Fluoreszenzmarkierung der Sialinsäuren im Protein-
extrakt von HUVECs

Die Proben wurden nach Proteinextraktion mit Essigsäure behandelt, um gebundene Sia-
linsäuren freizusetzen. Der Überstand wurde anschließend mit DMB behandelt und mittels
RP-HPLC aufgetrennt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HUVECs, die in unveränder-
tem Vollmedium kultiviert wurden. Signale, die auf das DMB-Reagenz zurückzuführen
sind, sind mit Asterisken gekennzeichnet, bisher unidentifizierte Verunreinigungen mit
Pfeilen. In den Ansätzen von ManNProp und ManNAc sind die Signale für die physiolo-
gische Sialinsäure Neu5Ac sowie die Signale der artifiziellen N -Acyl-Neuraminsäuren mit
farbigen Boxen hervorgehoben.

Um die Struktur der detektierten Komponenten zu verifizieren, wurde wie zuvor bei den

Zelllysaten vorgegangen. Im Rahmen von nanoLC-ESI-MS-Analysen wurden extrahier-
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te Ionenchromatogramme von m/z-Werten, die den Natriumaddukten [M+Na]+ der N-

Acetylneuraminsäureanaloga entsprachen, gewonnen. Hier zeigen sich Neu5Prop bei

m/z = 462 und Neu5But bei m/z = 476 mit der charakteristischen Massendifferenz von 14

ohne koeluierende Verunreinigungen (Abbildung 4.19 A). Für die Fragmentationsanalyse

wurde ebenfalls wie bei den Gesamtzelllysaten vorgegangen. An Neu5R-Ausgangsionen

nach Wasserabspaltung (Neu5Ac - H2O, m/z = 408.1; Neu5Prop - H2O, m/z = 422.1;

Neu5But - H2O, m/z = 436.2) wurden ESI-MS/MS-Untersuchungen durchgeführt. Die ge-

wonnenen Massenspektren zeigen das gleiche Muster wie das Zelllysat. Wie zuvor las-

sen sich Massensignale ohne Differenz zwischen den einzelnen Neu5R-Moleküle nach-

weisen, bei denen die Amidseitenketten eliminiert worden sind (m/z 216,9, 228,9, 283,0,

301,0, 313,0, 331,1 und 349,1). Zugleich zeigen sich aber auch Ionen, bei denen die

Fragmentation innerhalb der DMB-Modifikation (Abbildung 4.19 B: Neu5Ac, m/z 270,0;

Neu5Prop, m/z 284,0; Neu5But, m/z 298,0) oder durch Wasserabspaltung (Abbildung

4.19 B: Neu5Ac, m/z 390,1; Neu5Prop, m/z 404,1; Neu5But, m/z 418,1) erfolgte.

Abbildung 4.19: Extrahierte Ionenchromatogramme und ESI-MS/MS-Analyse inkorporier-
ter N-Acyl-Sialinsäuren

Die extrahierten Ionenchromatogramme (A) wurden anhand der registrierten Natriu-
maddukte ([M+Na]+) berechnet. In der Ionenfalle detektierte Ionen nach Wasserabspal-
tung konnten als Protonenaddukte ([M+H]+) registriert werden und wurden als Ausgang
für MS/MS-Fragmentationsanalysen (B) verwendet.

Wie auch zuvor ließen sich die Ergebnisse, die hier exemplarisch an HUVECs dar-

gestellt wurden, für andere Zelllinien wie A549-Lungenepithelzellen sowie in Caco-2-

Darmepithelzelllinien reproduzieren. Auch hier lässt sich eine Inkorporation der artifizi-

ellen Sialinsäuren in zelluläre Glykoproteine feststellen.
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4.3 Einfluss der modifizierten N-Acylierung von Sialinsäuren auf das

angioproliferative Potential von Humanen Umbilicalen Venösen

Endothelzellen

Im nächsten Schritt wurden weiterführende Funktionsanalysen nach Substanzinkubation

mit 2-N-Acyl-ManN-Derivaten durchgeführt, um weiterhin zu untersuchen, inwiefern die

beobachtete Synthese und Inkorporation von N-Acyl-Neuraminsäuren in HUVECs auch

funktionelle Konsequenzen für diesen Zelltypus im Speziellen hat. Die klinisch relevan-

teste Funktion der Endothelzellen ist es, unter hypoxischen Bedingungen auf parakrine

Signale - vornehmlich VEGF (vascular endothelial growth factor) - hin, neue Gefäße zu

bilden. Durch die so mit der Zeit gesteigerte Perfusion kann dann wieder ein hinreichen-

der Sauerstoffpartialdruck im Gewebe erreicht werden. Besondere Bedeutung hat die-

ses Phänomen der Neoangiogenese im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen. Hier

kommt es aufgrund der rapiden Proliferation regelhaft zu Gewebshypoxien, die zum einen

eine Tumornekrose bewirken und zum anderen die Ausschüttung gefäßproliferativer Sub-

stanzen wie VEGF stimuliert. Um also zu beurteilen, ob HUVECs durch die beobachtete

Inkorporation artifizieller Sialinsäuren in ihrer angioproliferativen Funktion beeinflusst wer-

den, wurden sogenannte „Sprouting-Assays“ durchgeführt.

Hierzu wurden die isolierten und zunächst in regulärem Vollmedium kultivierten Zellen

unter non-adhäsiven Bedingungen in Methylcellulose-haltigem Medium angeregt, sich

zu multizellulären Sphäroiden zusammenzulagern. Diese Sphäroide wurden nun gepoolt

und in eine Fibrinmatrix eingebettet, um eine adäquate extrazelluläre Matrix zu generie-

ren, die für die Neoangiogenese unerlässlich ist. Die Stimulation zur Gefäßbildung erfolg-

te durch Zugabe von bFGF parallel zur Inkubation mit O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp

oder O-Ac4-ManNBut (Abbildung 4.20).

Nach der Inkubationszeit wurden die Sphäroide mit Paraformaldehyd fixiert und konfo-

kalmikroskopisch untersucht. Als quantitatives Maß für die stattgefundene Angiogenese

wurde die kapilläre Gesamtlänge bestimmt, die als Parameter sowohl die Einzelkapil-

larmenge als auch die Anzahl der neu gebildeten Kapillaren einschließt. Überraschen-

derweise konnte bei Inkubation mit O-peracetyliertem Mannosamin, also dem physiolo-

gischen Substrat der Sialinsäurebiosynthese, eine deutliche Inhibition der Angiogenese

festgestellt werden. Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollsphäroiden zeigte sich hier

eine um 75 % reduzierte kapilläre Gesamtlänge (Abbildung 4.21). Ein gegensätzliches

Bild zeigte sich hingegen nach Inkubation der HUVEC-Sphäroide mit O-Ac4-ManNBut.

Hier war eine signifikant gesteigerte Angiogenese zu beobachten. Die gemessene kapil-
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Abbildung 4.20: Schema des dreidimensionalen Angiogeneseassays
Die regulär kultivierten HUVECs wurden durch Trypsinbehandlung in Suspension ge-
bracht und in einem Medium, das durch Zusatz von Methylzellulose non-adhäsive Eigen-
schaften sowie eine erhöhte Viskosität besaß, zur Formation von Endothelzellsphäroiden
angeregt. Diese wurden in eine Fibrinmatrix eingebettet. Mit bFGF erfolgte die Stimula-
tion zur Gefäßsprossung. Währenddessen wurde ein Teil der Sphäroide mit den jeweiligen
O-Ac4-ManN-Derivaten inkubiert, während ein anderer Teil als Kontrollpopulation in un-
verändertem Medium ohne Zusätze kultiviert wurde. Modifiziert nach [Bayer et al., 2013].

läre Gesamtlänge lag dabei etwa 50 % höher als bei den Kontrollpopulationen, die oh-

ne additive Mannosamin-Derivate kultiviert wurden (Abbildung 4.21). Im Unterschied zu

ManNAc und ManNBut war bei der Inkubation mit O-Ac4-ManNProp keine Veränderung

in der Angiogenese detektierbar. Im Vergleich zur Kontrolle waren hier keine signifikanten

Differenzen festzustellen (Abbildung 4.21).

52



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.21: Mikroskopische Beurteilung der neu gebildeten Sphäroidkapillaren nach
bFGF-Simulation

Nach Inkubation wurden die stimulierten Sphäroide am Konfokalmikroskop untersucht
und ausgemessen. Alle Kapillaren eines Sphäroids wurden gemessen und ihre Länge ad-
diert, um die kapilläre Gesamtlänge zu erhalten. Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte
± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten. Pro Versuchsansatz wurden
dabei mindestens 12 Sphäroide ausgewertet. Die statistische Analyse erfolgte durch den
zweiseitigen t-Test bei unterschiedlichen Varianzen der Stichproben. Die Signifikanznive-
aus der Ergebnisse sind wie folgt gekennzeichnet: p > 5 % - n.s. (nicht signifikant); p < 5
% - *; p < 1 % - **; p < 0,1 % - ***.
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Diskussion

5.1 Etablierung eines standardisierten Protokolls für die Synthese

peracetylierter N-Acyl-Mannosamin-Derivate

5.1.1 Abhängigkeit der Acylierung funktioneller Gruppen vom gewählten

Lösungsmittel

Bei Verwendung von Acetonitril als Lösungsmittel bei den Acylierungsreaktionen im Rah-

men des neuen Protokolls ließen sich auch nach Wiederholung in den Proben weder

chromatographisch noch massenspektrometrisch Substanzspuren nachweisen. Unter den

beschriebenen Versuchsbedingungen sollte die Peracetylierung mit Essigsäureanhydrid

allerdings eigentlich quantitativ erfolgen, sodass selbst bei erfolgloser Konjugation mit

Propionsäure- oder Buttersäureanydrid nach abschließender Reacetylierung als Produkt

O-Ac4-ManNAc nachweisbar sein müsste. Es liegt daher nahe, dass die erwünschte Kon-

jugation der funktionellen Gruppen des Mannosamins gar nicht stattgefunden hat. Vor

und nach Reaktion liegt damit als einzige Substanz D-Mannosamin in den Proben vor.

Als hochgradig polares Molekül wird dieses jedoch kaum Interaktion mit der verwendeten

C-18-Säule zeigen und wegen der infolgedessen niedrigen Retentionszeit im Durchlauf

erscheinen. Zugleich ist nicht derivatisiertes Mannosamin nicht hinreichend flüchtig, um

in die Gasphase überführt zu werden, was die ebenfalls negativen GC-MS-Ergebnisse

erklärt.

Im Gegensatz dazu liefern die Reaktionen mit Pyridin als Lösungsmittel die erwarteten

peracylierten Mannosaminderivate, wie die GC-MS-Spektren zeigen. Pyridin weist einen

pKa von circa 5,25 auf, liegt damit unter den Reaktionsbedingungen bevorzugt depro-

toniert vor und kann daher wie seine Abkömmlinge als nucleophiler Katalysator für die

Reaktion mit den Carbonsäureanhydriden dienen [Liu et al., 2014]. Acetonitril mit seiner

hohen Basizität (pKa ca. 25) hingegen liegt unter den Versuchsbedingungen vorzugs-

weise protoniert vor. Ohne freies Elektronenpaar kann kein nucleophiler Angriff auf die

Carbonylgruppe der Carbonsäureanhydride erfolgen. Damit kann AcN als Lösungsmit-
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tel die Funktion eines nucleophilen Katalysators nicht erfüllen, sodass die nur schwach

nucleophilen Hydroxyl- und Aminogruppen des Ausgangssubstrates nicht hinreichend mit

den Anhydriden interagieren können (Abbildung 5.1).

Abbildung 5.1: Peracylierung von ManN mit Pyridin beziehungsweise Acetonitril
Dargestellt ist die Reaktion von Carbonsäureanhydriden und den Lösungsmitteln Acetoni-
tril und Pyridin. Pyridin kann als nucleophiler Katalysator fungieren, sodass eine Reaktion
zwischen den funktionellen Gruppen von Mannosamin und den verschiedenen Carbonsäu-
reanhydriden stattfinden kann. Dabei ensteht zu zwei Zeitpunkten jeweils ein kovalentes
tetraedrisches Intermediat. Gezeigt ist die Reaktion mit den freien Hydroxylgruppen zu
den korrespondierenden Estern. Die Reaktion der 5-NH2-Gruppe erfolgt analog unter Bil-
dung der entsprechenden Säureamidverbindung. AcN liegt unter den Versuchsbedingungen
vorzugsweise protoniert vor und kann daher nicht mit den Anhydriden reagieren. Modifi-
ziert nach [Liu et al., 2014].

5.1.2 O-Dealkylierung mit Acetonitril und Triethylamin

Obwohl in der Theorie ein passendes Reagenz für die alkalische Ester-Hydrolyse, zei-

gen sich in der Praxis einige Probleme bei der Arbeit mit Triethylamin. In erster Linie

ist es auch bei langer Inkubationszeit nicht dazu imstande, O-But4-ManNBut vollstän-

dig zu dealkylieren, sodass nach Reacetylierung dieses Intermediat als Verunreinigung

immer noch in den Proben nachzuweisen ist. Dadurch sinkt konsekutiv auch die Um-

setzungsrate zum Zielprodukt O-Ac4-ManNBut. Es müsste in zusätzlichen Schritten eine

Aufreinigung von Produkt und Intermediat erfolgen, wobei man Letzteres einer erneuten
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Spaltung mit Triethylamin unterziehen müsste.

Bei der Synthese von O-But4-ManNProp sind die unzureichend dealkylierten Zwischen-

produkte nicht mehr nachweisbar. Stattdessen findet sich nach Reacetylierung ManNAc

als Nebenprodukt. O-Ac4-ManNAc kann bei der beschriebenen Reaktionsfolge für ManN-

Prop nur entstehen, sofern bei der Reacetylierung mit Essigsäureanhydrid freie Amino-

gruppen vorliegen. Das wiederum bedeutet, dass die Reaktionsbedingungen bei der O-

Dealkylierung mit Triethylamin zumindest teilweise auch zu einer Hydrolyse der Säure-

amidbindung im Aminopropionylrest führen können. Damit entsteht eine kleine Frakti-

on Mannosamin nach dem Dealkylierungsschritt, das daraufhin mit Essigsäureanhydrid

zu O-Ac4-ManNAc reagiert und als Verunreinung im Versuchsansatz verbleibt. Zudem

ist die Umsetzungsrate hier insgesamt deutlich niedriger als beim Ausgangsprotokoll.

Der Grund hierfür muss also in einer zusätzlich beeinträchtigten Reacetylierung des

im Rahmen der Triethylaminspaltung entstandenen ManNProp liegen. Triethylamin hat

stark nucleophile Eigenschaften. Es reagiert daher bereitwillig mit Carbonsäureanhydri-

den. Jeder Triethylamin-Rückstand würde daher die Acetylierung freier Hydroxylgruppen

mit Essigsäureanhydrid hemmen, weil Triethylamin das im Vergleich stärkere Nucleophil

darstellt. In den Chromatogrammen nach Behandlung mit Triethylamin zeigen sich wie

beschrieben zahlreiche Verunreinigungen, deren Fragmentationsmuster keinerlei Ähn-

lichkeit mit denjenigen der Mannosaminderivate aufweisen. Daher liegt die Vermutung

nahe, dass im Laufe der Reaktion Nebenprodukte entstehen, welche die Proben kon-

taminieren. Eine zusätzliche Schleppung mit Ethanol steigert weder Reinheitsgrad der

Proben noch die Umsetzungsrate, sodass davon auzugehen ist, dass die entstandenen

Nebenprodukte unter Vakuum nicht mehr flüchtig sind. Dadurch ist es in der Tat denkbar,

dass störende, non-volatile Nucleophile den Ansatz für die Reacetylierung verunreinigen

und die Reaktion zwischen OH-Gruppen und Essigsäureanhydrid behindern.

Die Esterhydrolyse mit Triethylamin ist somit unzureichend für die Synthese von O-Ac4-

ManNBut und führt in allen Ansätzen zur Bildung von nicht-flüchtigen Kontaminationen,

die eine anschließende Säulenaufreinigung der Proben notwendig machen würde. Das

und die darüber hinaus viel zu niedrige Umsetzungsrate - vor allem bei ManNBut - ma-

chen Triethylamin zu einem ungeeigneten Reagenz für eine effiziente Synthese artifiziel-

ler Sialinsäurevorläufer.
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5.1.3 O-Dealkylierung mit wässriger Natronlauge

Bei der Behandlung von O-Ac4-ManNAc und O-Ac4-ManNProp lassen sich nach Reace-

tylierung höhere Retentionszeiten in der Gaschromatographie beobachten als die Stan-

dards vermuten lassen. Die Differenz in den Retentionszeiten ist allerdings minimal, was

letzten Endes nur durch eine kleine strukturelle Veränderung im Mannosamin-Molekül

erklärt werden kann. Es ist beschrieben, dass es unter experimentellen Bedingungen zu

einer Epimerisation von Mannose zu Glucose kommen kann. Ebenso ist auch ein Isome-

risierung von chemisch modifizierten Derivaten der beiden Monosaccharide ineinander

möglich [Meyer et al., 1999]. Weil die registrierten Retentionszeiten tatsächlich identisch

sind mit denjenigen von O-Ac4-GlcNAc beziehungsweise O-Ac4-GlcNProp, ist also da-

von auszugehen, dass im Laufe der O-Deacylierung eine Isomerisierung von Mannosa-

min zu Glucosamin stattgefunden hat. Eine hohe Protonenkonzentration, wie sie durch

Zugabe der Essigsäure bei Neutralisation entsteht, kann zu einer Protonierung der Al-

dehydgruppe des Mannosamins führen, wodurch sich zwischen C1 und C2 eine planare

Doppelbindung ausbildet. Durch eine intramolekulare Reorganisation kann sich die na-

türliche C1-Aldehydkonfiguration des Mannosamins wiederherstellen (Abbildung 5.2 A).

Ebenso kann zunächst auch eine Rotation der Bindung zwischen C2 und C3 erfolgen. Da-

durch werden C2-Aminogruppe und C3-Hydroxylgruppe aus der für Mannosamin charak-

teristischen cis-Konfiguration in eine trans-Konfiguration überführt. Wird dann durch in-

tramolekulare Protonen-Reorganisation die Aldehydgruppe des ersten Kohlenstoffatoms

wiederhergestellt, erhält man D-Glucosamin (Abbildung 5.2 B).

Vergleicht man die beiden Epimere strukturell miteinander, so ist erkennbar, dass sich die

Aminogruppe beim Mannosamin in axialer Position befindet, während sie beim Glucosa-

min äquatorial ausgerichtet ist (Abbildung 5.3). Beim Mannosamin liegen Aminogruppe

und Acetalsauerstoff räumlich näher beieinander. Durch sterische Behinderung und die

elektrostatische Abstoßung zwischen den freien Elektronen von Stickstoff und Sauerstoff

ist das Mannosaminmolekül dadurch thermodynamisch etwas instabiler als Glucosamin.

Hier besteht durch die äquatoriale Lage eine große Distanz zwischen Stickstoff und Sau-

erstoff, sodass weniger Interaktionen zustande kommen.

Im sauren Mileu ist die Möglichkeit einer Isomerisierung von Mannosamin zu Glucosamin

gegeben. Unter den gegebenen sauren Reaktionsbedingungen ist also davon auszuge-

hen, dass es mit zunehmender Reaktionsdauer immer mehr zur dieser Epimerisierung

zum thermodynamisch stabileren Glucosamin kommen wird.
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Abbildung 5.2: Hypothetischer Reaktionsmeschanismus der Epimerisierung von ManN zu
GlcN unter sauren Bedingungen

Protonierung des offenkettigen Mannosamins im sauren Milieu. (A) Wiederherstellung der
Mannosaminkonfiguration durch intramolekulare Umlagerung. (B) Rotation zwischen C2
und C3 mit anschließender Protonenumlagerung und Ringschluss führt zur Bildung von
Glucosamin.
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Abbildung 5.3: Räumliche Konfiguration von ManN und GlcN
Deutlich erkennbar ist die räumliche Nähe zwischen axialem Aminosubstituenten und he-
miacetalbildendem Bindungssauerstoff im Mannosaminmolekül. Durch die äquatoriale Po-
sition im Glucosamin ist eine größere Distanz zwischen diesen beiden Elementen gegeben,
wodurch Glucosamin thermodynamisch stabiler ist.

Obwohl O-Ac4-ManNAc und O-Prop4-ManNProp mit wässriger Natronlauge erfolgreich

O-dealkyliert werden konnten, war die Spaltung von O-But4-ManNBut unter diesen Be-

dingungen nicht möglich. Hier gelang es nach Perbutylierung nicht, die Probe in der ein-

gesetzten Natronlauge zu solvatisieren. Folglich ist davon auszugehen, dass die entstan-

denen Derivate zu hydrophob sind, um mit hochpolarem NaOH zu interagieren. Ohne

diese Interaktion bleiben die Esterbindungen unverändert, was gaschromatographisch

auch zu beobachten war. Auch nach Behandlung mit Natronlauge und Essigsäureanhy-

drid war nach wie vor nur O-But4-ManNBut unverändert detektierbar. Damit ist wässrige

Natronlauge als Reagenz für die routinemäßige O-spezifische Dealkylierung der gewon-

nenen peracylierten N-Acyl-Mannosamin-Produkte ungeeignet.

5.1.4 O-Dealkylierung mit methanolischer Natronlauge

Unter Verwendung von Methanol als Lösungsmittel ließen sich alle peracylierten Manno-

saminderivate gleichermaßen gut in Lösung bringen. Die GC-MS-Analysen zeigen Frag-

mentierungsmuster mit distinkten m/z-Differenzen von 14 zwischen O-Ac4-ManNAc und

O-Ac4-ManNProp sowie zwischen O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut. Die Proben

unterscheiden sich also nur in einer Methylengruppe, wie es nach erfolgreicher Syn-

these zu erwarten wäre. Peracylierung, anschließende O-spezifische Dealkylierung und

anschließende O-Acetylierung sind somit als erfolgreich zu werten.

In der nach Reacetylierung durchgeführten GC-Analyse zeigen sich bei O-Ac4-ManNBut

allerdings ähnliche Shifts in den Retentionszeiten wie sie zuvor bei der O-Dealkylierung

mit wässriger Natronlauge bei O-Ac4-ManNAc und O-Ac4-ManNProp beobachtet wer-

den konnten. Die Retentionszeiten entsprechen dabei denjenigen von O-Ac4-GlcNBut.
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Weil die Peracylierung und Reacetylierung beide erfolgreich waren und ihre Reaktions-

bedingungen unverändert geblieben sind, kann der hierfür verantwortliche Schritt nur die

Hydrolyse mit methanolischer NaOH sein. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen

Bedingungen unter denen eine Epimerisierung von Mannosamin zu Glucosamin beob-

achtet werden konnte, wurde die alkalische Esterhydrolyse dieses Mal allerdings nicht

durch Säureaddition neutralisiert. Es ist beschrieben, dass eine Isomerisierung, wie sie

oben bereits erläutert worden ist, auch unter alkalischen Bedingungen auftreten kann

[Chethana and Mushrif, 2015]. Es liegt daher nahe, dass die Isomerisierung in stabileres

Glucosamin auch stattfinden kann, wenn das Ausgangssubstrat Mannosamin über einen

längeren Zeitraum sehr alkalischen Bedingungen exponiert ist. Bei struktureller Betrach-

tung ist es unter alkalischen Bedingungen ebenso möglich wie unter sauren, dass sich

zwischen C1 und C2 eine Doppelbindung ausbildet, wobei der C1-Aldehyd im protischen

Methanol in einen Alkohol überführt wird. So entsteht dasselbe Intermediat wie unter sau-

ren Reaktionsbedingungen (Abbildung 5.4).

Abbildung 5.4: Hypothetische Reaktion von ManN unter alkalischen Bedingungen
Unter Einwirkung der Natronlauge kann es zur Deprotonierung von Mannosamin an C2
kommen, wodurch sich eine planare Doppelbindung zwischen C1 und C2 bildet. Durch
Methanol als protisches Lösungsmittel reagiert der C1-Aldehyd nicht zum Alkoholation,
sondern zum Alkohol. So entsteht dasselbe reaktive Intermediat wie unter sauren Bedin-
gungen, welches sowohl zu Mannosamin als auch zu Glucosamin reagieren kann.

Nun kann sich abermals entweder das ursprüngliche Mannosamin durch intramolekula-

re Protonenumlagerung wiederherstellen (Abbilding 5.3 A). Alternativ kann auch hier zur

Rotation zwischen C2 und C3 kommen, wodurch C2-Aminogruppe und C3-Hydroxyl-grup-

pe in trans-Konfiguration zueinander überführt werden, sodass Glucosamin gebildet wird

(Abbilding 5.3 B). Weil Glucosamin wie zuvor beschrieben auch hier das thermodyna-

misch stabilere Isomer ist, wird mit zunehmender Reaktionsdauer mehr Epimerisierung

stattfinden.
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Die Reaktionslimitierung der O-Dealkylierung durch Frieren der Proben in flüssigem Stick-

stoff mit anschließender Lyophilisation ist offensichtlich hinreichend. Die erhaltenen GC-

Profile zeigen keine für die Epimerisierung charakteristischen RT-Shifts. Bei der Struk-

turverifikation zeigen sich im GC-MS die charakteristischen m/z-Differenzen zwischen

den einzelnen Derivaten sowie Fragmentationsmuster, die den Standards entsprechen.

Mittels ESI-MS-Untersuchungen lassen sich die Mutterionen mit den zu erwartenden

m/z-Werten nachweisen. In der Zusammenschau von GC, GC-MS, ESI-MS und extern

durchgeführter NMR-Analyse der synthetisierten Substanzen kann die Struktur von O-

Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut als verifiziert gewertet werden.

Als routinemäßig einsetzbares strukturanalytisches Verfahren zur Prozesskontrolle eig-

net sich vor allem die Gaschromatographie. Sie ist leicht und schnell durchzuführen und

gestattet bei nur geringem Substanzeinsatz und -verlust eine zuverlässige Aussage über

Reaktionserfolg, Reinheitsgrad, Epimerisierungs- und Umsetzungsrate der Gesamtsyn-

these.

Die nach dem neuen, dreischrittigen Protokoll synthetisierten Substanzen weisen einen

hohen Reinheitsgrad ohne detektierbare Nebenprodukte auf, sodass keine zusätzliche

Aufreinigung via HPLC notwendig ist. Bei quantitativer Umsetzung der Substrate im Rah-

men der Peracylierung und der Reacetylierung muss folglich davon ausgegangen wer-

den, dass das initial eingesetzte Mannosamin vollständig zu seinen korrespondierenden

1,3,4,6-O-Ac4-2-N-Acyl-ManN-Derivaten umgesetzt wird. Mit einer Reaktionsausbeute

von 100 % ist das neue Syntheseprotokoll für O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und

O-Ac4-ManNBut dem vorbeschriebenen eindeutig überlegen. Außerdem gestattet es die

Synthese von peracetylierten N-Acetyl-Mannosamin-Analoga, bei denen eine deutlich

höhere zelluläre Aufnahme in vitro zu erwarten ist.

Es ist allerdings anzumerken, dass die so beschriebene Synthese nur für kleine Sub-

stanzmengen von maximal 250 µg zuverlässig durchführbar ist. Beim Einsatz größerer

Mengen ergeben sich Lösungsprobleme und deutlich unreinere Gaschromatogramme.

Die Restriktion auf den Einsatz kleiner Substanzmengen stellt somit die größte Limitation

des hier beschriebenen Protokolls dar.

5.2 Biokompatibilität der synthetisierten peracetylierten

Mannosaminderivate

Im Rahmen des Glycoengineering kann es je nach chemischer Modifikation der artifi-

ziellen Vorläufermoleküle entweder durch die Substanzen selbst oder aber durch Ne-
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benprodukte, die bei ihrem Metabolismus entstehen, zu signifikanten Zellschäden kom-

men [Du et al., 2009]. Bei den untersuchten Konzentrationen von O-Ac4-ManNAc, O-

Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut zeigten sich im Zellüberstand keine signifikanten

Unterschiede in der LDH-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle. Da die Laktatdehydrogen-

ase ein cytosolisches Enzym ist, muss davon ausgegangen werden, dass die generelle

Membranpermeabilität der Zellen unter Substanzeinwirkung unverändert bleibt. Die Kom-

ponenten scheinen somit keinen nennenswerten Einfluss auf die zelluläre Homöostase

zu haben. Im Cytosol werden die peracetylierten Derivate zu den korrespondierenden

N-Acyl-Mannosamin-Molekülen sowie zu vier Acetatmolekülen umgesetzt. Es ist also

nicht nur davon auszugehen, dass das Aminoacylmannosamin keine schädliche Wirkung

auf die Zellen ausübt, sondern dass darüber hinaus das cytosolisch entstehende Acetat

ebenfalls nicht toxisch wirkt und wahrscheinlich tatsächlich über den Citratzyklus endoxi-

diert wird. Diese Erkenntnis ist insofern wichtig, als infolgedessen davon ausgegangen

werden kann, dass alle weiteren beobachteten Veränderungen in den Anschlussexperi-

menten nicht auf Stressreaktionen oder homöostatische Störungen in den Zellen zurück-

zuführen sind.

Es muss jedoch festgehalten werden, dass mit der hier verwendeten LDH-Methode nur

eine Aussage über die generelle Vitalität der Zellen getroffen wird. Inwiefern durch Be-

handlung der Zellen andere Eigenschaften beeinträchtigt werden, die für die zelltypischen

Funktionen notwendig sind, ohne aber für das Zellüberleben an sich essenziell zu sein,

kann durch diesen Assay nicht beurteilt werden.

Ebenso muss eingeräumt werden, dass der Verlust der Membranintegrität einer Zel-

le am Ende einer vielschichtigen Apoptosekaskade steht, die mit zahlreichen Signal-

und Stoffwechselwegen quervernetzt ist. Theoretisch könnte also durch die eingesetzten

Substanzen durchaus eine proapoptotische Tendenz in den untersuchten Zellen entste-

hen, die durch andere, LDH-unabhängige Methoden auch sensitiv beurteilt werden kön-

nen [Archana et al., 2013; Yin and Miao, 2015]. Diese hypothetischen proapoptotischen

Signale sind allerdings offensichtlich unzureichend, um eine Reorganisation auf höhe-

rer Strukturebene hervorzurufen. Die Relevanz solcher subzellulärer Phänomene für die

Zellfunktionalität dürfte daher als eher niedrig eingestuft werden, sollte in weiteren Unter-

suchungen allerdings berücksichtigt werden.

In anderen Studien wurde bereits festgestellt, dass die O-Acetylierung von ManN und sei-

nen Derivaten deren zelluläre Aufnahme um das 900-fache steigern kann [Hadfield et al.,

1983; Jones et al., 2004; Aich et al., 2008]. Peracetyliertes N-Acyl-Mannosamin ist somit
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ein geeignetes Substrat, um hohe cytosolische Konzentrationen artifizieller Sialinsäure-

vorläufer zu erreichen, ohne dabei cytotoxisch zu wirken. Bei längeren O-Acylierungen

kann zwar eine noch höhere Lipohilie und damit einhergehend eine noch effizientere

zelluläre Aufnahme erreicht werden, jedoch ist die Esterhydrolyse hier teilweise insuffi-

zient, sodass als cytosolische Effektormoleküle partiell O-acylierte Intermediate entste-

hen, die teilweise nicht vollständig im Rahmen der Neu5Ac-Biosynthese verstoffwech-

selt werden und infolgedessen sialinsäureunabhängige Wirkungen hervorrufen [Du et al.,

2009]. Ebenso können die hydrolytisch freigesetzten längeren SCFAs zum Teil nicht im

Citratzyklus endoxidiert werden und entfalten dadurch selbst Wirkungen auf die Zielzelle

[Sampathkumar et al., 2006a].

Die Ergebnisse waren für alle untersuchten Zelllinien identisch. Weil in anderen Publi-

kationen andere Zelllinien auf die Cytotoxizität derselben Substanzen untersucht worden

sind [Kim et al., 2004b], könnte man davon ausgehen, dass die N-Acyl-Mannosamin-

Abkömmlinge unabhängig vom Zelltypus generell ein niedriges Toxizitätspotenzial auf-

weisen. In einigen anderen Versuchsansätzen wurden zwar nur reines N-Acyl-ManN als

Substrat verwendet und nicht seine peracetylierten Formen wie hier, aber wie soeben be-

schrieben entsteht bei cytosolischer Esterhydrolyse zwangsläufig Acetat, das aber eben-

falls keinen Einfluss auf die Cytotoxizität in den untersuchten Zelllinien hat. Da es keinen

Hinweis gibt, dass Acetat in irgendeinem anderen Zelltypus anders verstoffwechselt wird

als in den untersuchten HUVECs und A549-Zellen, ist davon auszugehen, dass durch

Peracetylierung auch in anderen Zelllinien keine erhöhte Cytotoxizität entsteht.

5.3 Metabolismus und Inkorporation artifizieller Sialinsäuren in

Glykokonjugate

Die RP-HPLC-Analysen der DMB-konjugierten Proben zeigten sowohl bei den Zelllysa-

ten als auch bei den Proteinextrakten das Vorhandensein von zusätzlichen fluoreszenz-

markierten Komponenten mit höheren Retentionszeiten als die physiologische Sialinsäu-

re Neu5Ac. Weil die Konjugation mit DMB hochspezifisch für die C1-Carboxy-C2-Keto-

Konfiguration ist, welche eigentlich nur bei Sialinsäuren zu finden ist, kann es sich bei

diesen Substanzen nur um alterierte Sialinsäuren handeln. Die hohe Retentionszeit weist

hierbei auf eine verstärkte hydrophobe Interaktion zwischen Analysaten und C-18-Säule

hin, wie sie zum Beispiel durch elongierte Acylmodifikationen entstehen kann. Die prä-

sentierten chromatographischen Profile entsprechen dabei denjenigen, die von anderen

Arbeitsgruppen gewonnen werden konnten [Hara et al., 1987; Galuska et al., 2010].
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In den anschließend durchgeführten ESI-MS- und ESI-MS/MS-Untersuchungen konnten

bei diesen neuen Signalen, die nach Behandlung der Zellen mit O-Ac4-ManNProp und

O-Ac4-ManNBut detektiert werden konnten, eindeutig die Strukturen von Neu5Prop und

Neu5But nachgewiesen werden, wie es zuvor in anderen Untersuchungen bereits de-

monstriert worden ist [Klein et al., 1997; Galuska et al., 2010]. Die dabei gewonnenen

extrahierten Ionenchromatogramme zeigten, dass es sich um Reinsubstanzen ohne ko-

eluierende Verunreinigungen handelt.

Damit konnte durch die Untersuchungen eindeutig nachgewiesen werden, dass HUVECs

die peracetylierten N-Acetyl-Mannosamin-Analoga aufnehmen und im Rahmen der Sia-

linsäurebiosynthese zu den korrespondierenden O-Acyl-Neuraminsäuren umsetzen kön-

nen. Diese Beobachtung bestätigt die schon von Gross et al. aufgestellte Vermutung,

dass die an der Sialinsäurebiosynthese beteiligte Enzymmaschinerie, die sich an die Re-

aktion der UDP-N-Acetyl-Glucosamin-2-Epimerase (GNE) anschließt, permissiv für ein-

gefügte Acyl-Modifikationen der Aminogruppe ist [Gross and Brossmer, 1988]. Im Ge-

gensatz dazu weist die GNE für ausschließlich N-acetyliertes Glucosamin eine sehr ho-

he Spezifität auf [Du et al., 2009]. Glucosaminderivate mit elongierten Aminoacylresten

werden hier nicht umgesetzt. Damit sind die synthetisierten und applizierten O-Ac4-N-

Acyl-Mannosamine tatsächlich gut geeignete Moleküle, um im Zellkulturmodell artifizielle

Sialinsäuren zu generieren.

Die Analysen der Proteinextrakte zeigen weiterhin, dass die cytosolisch generierten arti-

fiziellen Sialinsäuren auch in neu synthetisierte Glykoproteine inkorporiert werden. Das

wiederum bedeutet, dass freie N-Acyl-Neuraminsäuren auch innerhalb der Zelle trans-

portiert und nucleär aktiviert werden können sowie auch von den Sialyltransferasen im

endoplasmatischen Retikulum als Substrate akzeptiert werden. Die an diesen Prozessen

beteiligten Enzyme weisen somit zumindest teilweise auch eine hohe Durchlässigkeit für

Substrate mit verlängerten Aminoacylseitenketten auf. Einschränkend muss allerdings

der globale Charakter der durchgeführten Analysen hingewiesen werden. Es lässt sich

nämlich keine Aussage darüber treffen, ob alle Protein-Sialyltransferasen ein entspre-

chend promiskes Substratspektrum aufweisen, oder ob es nur spezifische Proteinsub-

fraktionen sind, die unter den beschriebenen Bedingungen eine alterierte Sialylierung er-

fahren. Hierzu wäre in einem nächsten Schritt sinnvoll repräsentative Sialoproteine nach

Inkubation mit O-Ac4-N-Acyl-ManNR einzeln einer detailierten Sialinsäureanalytik zu un-

terziehen.

Dennoch sind O-Ac4-N-Acyl-Mannosamine folglich geeignete Strukturen, um in vitro die
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Oberflächensialylierung von HUVECs zu verändern. Im Rahmen des sogenannten Gly-

coengineering lassen sich mit diesen Komponenten also zuverlässig artifizielle Sialinsäu-

ren in Oberflächenproteine integrieren, die sich ausschließlich in ihrer Aminomodifikation

von den physiologischen Monosachariden unterscheiden. Unter diesen Umständen kann

folglich untersucht werden, welche Interaktionen und Funktionen der Sialinsäuren durch

die chemischen Eigenschaften des Aminoacetylrests vermittelt werden.

Dabei muss allerdings einschränkend erwähnt werden, dass im Rahmen dieser Arbeit

nur die Proteinphase von HUVEC-Zelllysaten auf ihre veränderte Sialylierung hin un-

tersucht worden ist. Weitere wichtige Sialomoleküle auf der Zelle sind die Glykolipide

und dabei vor allem die Glykosphingolipide. Ganglioside als wichtige Verteter spielen

eine große Rolle bei der Zellerkennung, Zell-Zell-Interaktionen oder als Rezeptoren für

endo- oder exogene Signalmoleküle. Zum Teil werden sie auch in die extrazelluläre Ma-

trix abgegeben. Inwiefern auch die Sialylierung entsprechender Lipidstrukturen durch

O-Ac4-ManNR-Applikation beeinflusst wird kann an dieser Stelle nicht definitiv beurteilt

werden. Eine großer Teil der Säugetier-Sialyltransferasen erkennen und sialylieren Oli-

gosaccharidmotive, die nicht spezifisch für Glykoproteine sind [Tiralongo and Martinez-

Duncker, 2013]. ST3Gal und ST6Gal sind Vertreter von β-Galactosid-Sialyltransferasen,

die Neu5Ac auf häufig vorkommende terminale Galactoseresiduen übertragen, die so-

wohl auf Glykoproteinen als auch auf Glykolipiden zu finden sind [Kitagawa and Paulson,

1994; Dall’Olio, 2000]. Bei nachgewiesen veränderter Sialylierung der Proteinfraktion be-

steht daher zumindest grundsätzlich die Möglichkeit, dass die artifiziellen Sialinsäuren

auch in entsprechende Glykomotive von Lipiden inkorporiert wurden. Eine Aussage hier-

über ließe sich zum Beispiel treffen, wenn man die Produkte entsprechender Sialyltrans-

ferasen auf ihre Sialylierung hin untersuchen würde. Ließen sich alterierte Sialinsäuren in

Glykoproteinen nachweisen, die ihre Oligosaccharidmotive mit Glykolipiden teilen, müss-

te auch von einer veränderten Sialylierung in den korrespondierenden Glykolipidmotiven

auszugehen sein.

Es ist ergänzend festzuhalten, dass im Rahmen dieser Untersuchungen keine vollständi-

ge Quantifizierung der physiologischen und artifiziellen Sialinsäuren erfolgen konnte. Al-

lerdings ist vorbeschrieben, dass die Behandlung von PC-12-Zellen mit ManNAc zu einer

verstärkten Neu5-Ac-Synthese und infolgedessen zu einer gesteigerten CMP-Neu5Ac-

Generierung führt, weil dieses Substrat die Feedbackinhibition der UDP-GlcNAc-2-Epi-

merase umgeht [Galuska et al., 2010]. Im Gegensatz dazu bleibt die Gesamtkonzen-

tration der Sialinsäuren (Neu5Ac + Neu5Prop) bei Applikation von ManNProp identisch.
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ManNProp konkurriert aufgrund seiner Strukturhomologie mit dem physiologischen Sub-

strat ManNAc um die Enzymbindung [Grünholz et al., 1981]. Die physiologische N-Acetyl-

Neuraminsäure wird also durch ihr artifizielles N-Propanoyl-Analogon ersetzt, ohne dass

die Sialylierung zu- oder abnimmt [Galuska et al., 2010].

Diese Untersuchungen haben als Ausgangssubstrat nicht-peracetylierte Mannosaminde-

rivate gewählt, sondern einfaches N-Acyl-Mannosamin. O-Ac4-N-Acyl-Mannosamin wird

wie beschrieben cytosolisch ebenfalls zu N-Acyl-Mannosamin hydrolysiert. Die intrazel-

lulären Effektorsubstanzen sind damit identisch. Aufgrund der peracetylierungsbedingt

höheren Lipophilie der Substanzen ist nur mit höheren intrazellulären Spiegeln zu rech-

nen. Somit wäre bei Inkubation mit O-Ac4-ManNAc eine noch stärkere Stimulation der

Neu5Ac- und CMP-β-Neu5Ac-Synthese zu erwarten, während bei Inkubation mit O-

Ac4-ManNProp mit einer weiteren Verschiebung des Neu5Prop/Neu5Ac-Quotienten zu

Neu5Prop zu rechnen wäre. Auch wenn eine eindeutige statistisch-quantitative Analyse

der Ergebnisse nicht erfolgte, so konnten diese vorbeschriebenen Zusammenhänge in

Einzelexperimenten ebenfalls beobachtet werden.

Ähnliche Ergebnisse ließen sich wie beschrieben auch nach der Behandlung von A549-

Lungenepithelzellen und Caco-2-Zellen beobachten. Auch hier wurden die alterierten

Vorläufermoleküle von den Zellen aufgenommen und in Oberflächenglykoproteine inkor-

poriert, wobei grundsätzlich natürlich dieselben Limitationen bestehen wie bei den HU-

VECs. Durch Applikation von O-Ac4-ManNAc und dessen N-Acyl-Analoga lässt sich also

auch in diesen Zelllinien die Oberflächensialylierung gezielt modifizieren.

Zahlreiche pathogene Viren, allen voran die Influenzaviren, aber auch Polyoma- und Pa-

ramyxoviren, sind für eine suffiziente Adhäsion und Infektion der Zielzellen auf terminal

sialylierte Virusrezeptoren angewiesen. Auch wenn bisher bei vielen noch unklar ist, wel-

che Proteine definitiv als Rezeptoren fungieren, so ist für die Bindung in diesen Fällen

jeweils das Vorhandensein von terminalen Sialinsäureresiduen essenziell. Für Polyoma-

und Paramyxoviren konnte bereits in vitro nachgewiesen werden, dass die Behandlung

der Zielzellen mit artifiziellen Sialinsäurevorläufern, die elongierte Aminoacylmodifikatio-

nen aufweisen, die Infektionsrate deutlich modulieren kann [Keppler et al., 1995; Villar

and Barroso, 2006]. Die zusätzlichen Methylengruppen in den Aminomodifikationen füh-

ren zur sterischen Behinderung der Interaktion zwischen Rezeptorsialinsäure und Viru-

soberflächenproteinen [Herrmann et al., 1997]. Es ist also durchaus zu vermuten, dass

auch die Interaktion zwischen dem Influenza-Hämagglutinin und der als Rezeptor die-
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nenden Sialinsäure auf eine ähnliche Art und Weise von den chemischen Eigenschaften

des N-Acylrests abhängt. Die Integration artifizieller Sialinsäuren in die Glykokalix von

Lungenepithelzellen, wie es im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt worden ist, kann also

ebenfalls durch sterische Hinderung die Infektionsrate von Influenza-Viren senken, ohne

dabei toxisch auf die Wirtszelle zu wirken [Keppler et al., 1998].

Ebenso wie im Respirationstrakt sind einige gastrointestinale Pathogene wie Rotaviren

[Haselhorst et al., 2009] und Helicobacter pylori [Aspholm et al., 2006] als relevanteste

Beispiele im Rahmen der Infektion auf eine Interaktion mit spezifischen Sialokonjuga-

ten angewiesen. Auch bakterielle Toxine wie das Choleratoxin von Vibrio cholerae [Varki,

2008] sowie die E. coli-Enterotoxine LT-I und LT-IIb müssen zunächst an spezifische sialy-

lierte Ganglioside binden, bevor sie ihre zelluläre Wirkung entfalten können [Fukuta et al.,

1988; Connell, 2007]. Die Behandlung von intestinalen Zellen, wie den hier untersuch-

ten Caco-2-Zellen, könnte also genutzt werden, um im Zellkulturmodell zu determinieren,

inwiefern die genannten Interaktionen mit zellulären Sialinsäuren ebenfalls von der che-

mischen Konfiguration des Aminoacylrests abhängen.

Interessanterweise ließ sich nach Inkubation der Caco-2-Zellen mit den jeweiligen O-Ac4-

ManN-Derivaten ein reproduzierbarer Unterschied im Konfluenzgrad der Kulturen fest-

stellen. Waren die unbehandelten Kulturen schon zu 90 % konfluent, zeigten sich die mit

O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut behandelten Kulturen deutlich

weniger zelldicht. Es wird diskutiert, dass intrazelluläre nucleotid-aktivierte Sialinsäuren

Einfluss auf Genexpression, Zellproliferation und die Signaltransduktion über extrazellu-

lär regulierte Kinasen (ERKs) haben können [Wang et al., 2006; Weidemann et al., 2010].

Ein veränderter Neu5Ac-Spiegel führt zu einer veränderten CMP-Neu5Ac-Konzentration,

die den beobachteten Veränderungen zugrunde liegen könnte. Bemerkenswerterweise

wurden diese Konfluenzunterschiede bei den anderen untersuchten Zelllinien nicht be-

obachtet, was wiederum ein Hinweis darauf sein könnte, dass die Sensitivität gegenüber

CMP-Neu5Ac von der spezifischen Zelldifferenzierung abhängig ist.

Des Weiteren spielen bei der Differenzierung und Proliferation von Caco-2-Zellen ins-

besondere Ganglioside eine zentrale Rolle [Schnabl et al., 2009]. Eine Veränderung in

diesen beiden Aspekten nach Behandlung mit O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut

könnte somit ein Hinweis auf eine gewisse Permissivität der gangliosidspezifischen Sia-

lyltransferasen für Substrate mit elongierten Aminoacylresten sein.
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5.4 Einfluss artifizieller N-Acylneuraminsäurevorläufer auf die

Angiogenese in vitro

Schon vor einigen Jahren konnte beobachtet werden, dass sich im Rahmen angioge-

netischer Prozesse das Sialylierungsmuster von Endothelzellen ändert [Willhauck et al.,

2010]. Eine Inhibition der Oberflächensialylierung führt dabei zu einer stark reduzier-

ten angioproliferativen Antwort [Chen et al., 2011]. Eine wichtige Rolle bei der Bildung

von neuen Kapillaren spielt dabei die negative Ladung, die Sialinsäuren an ihrer C1-

Carboxylgruppe unter physiologischen Bedingungen tragen. Durch eine negativ gelade-

ne Oberfläche kann es durch elektrostatische Abstoßungsprozesse zur Separation von

Epithelien kommen, was essenziell für die Lumenformation im Rahmen der Angiogenese

ist [Strilić et al., 2010]. Bei Behandlung von Zellen mit N-Acyl-Mannosamin konkurrie-

ren artifizielle und physiologische Vorläufermoleküle um die Bindung mit den Enzymen

der Sialinsäurebiosynthese. Entsprechend bleibt die Gesamtsialylierung der Zellen un-

verändert. Die neu synthetisierten N-Acyl-Neuraminsäuren ersetzen Neu5Ac stattdessen

zu einem gewissen Teil. Nun unterscheiden sich die artifiziellen Sialinsäuren allerdings

ausschließlich in der Länge ihrer Aminoacylreste von ihrem physiologischen Analogon.

An der für die Molekülladung relevanten C1-Carboxylgruppe ändert sich nichts, sodass

bei insgesamt konstantem Sialylierungsgrad auch davon auszugehen ist, dass sich an

der Oberflächenladung nichts ändert, wenn HUVECs mit O-Ac4-ManNProp oder O-Ac4-

ManNBut behandelt werden. Dadurch lassen sich die beobachteten unterschiedlichen

Effekte auf die Angiogenese folglich nicht erklären.

Die Stimulation der gebildeten Sphäroide erfolgte mit basic Fibroblast Growth Factor

(bFGF, FGF-2), der seine zelluläre Wirkung entfaltet, indem er an einen Komplex aus

dem Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) und Heparansulfat bindet [Delehedde

et al., 2000; Eswarakumar et al., 2005]. Es ist aber beschrieben, dass die intensive N-

Glykosylierung des FGF-Rezeptors zu einer reduzierten Interaktion der einzelnen Re-

zeptorkomponenten untereinander führt, was wiederum eine reduzierte zelluläre FGF-

2-Wirkung zur Konsequenz hat [Duchesne et al., 2006]. Erhöhte cytosolische ManNAc-

Konzentrationen durch Applikation von O-Ac4-ManNAc führen zwar zu erhöhten intrazel-

lulären Neu5Ac- unc CMP-Neu5Ac-Spiegeln, ändern allerdings nichts an der Gesamtsia-

lylierung der Zellen [Galuska et al., 2010]. Die Erklärung dafür liegt darin, dass bereits

die physiologischen Neu5Ac-Konzentrationen weit über dem KM-Wert der Sialyltransfera-

sen im Golgi-Apparat liegen [Monica et al., 1997]. Dadurch erreichen höhere CMP-Sia-

Konzentrationen kaum eine Steigerung der Oberflächensialylierung. Allerdings kann es
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trotz unveränderter Gesamtsialylierung durchaus zu einer veränderten Sialylierung von

einzelnen Sialoglykanen kommen [Weinhold et al., 2012]. Vor diesem Hintergrund wäre

es daher durchaus denkbar, dass die Behandlung mit O-Ac4-ManNAc eine Steigerung

der FGFR-Sialylierung bewirkt. Eine Aussage könnte hier aber nur getroffen werden,

wenn man den FGF-Rezeptor isoliert auf seine Glykosylierung vor und nach Inkubation

mit O-Ac4-ManNAc untersucht.

ManNProp und ManNBut als artifizielle Sialinsäurevorläufer werden zwar inkorporiert,

führen allerdings ebenfalls nicht zu einer veränderten Gesamtsialylierung der Zielzellen

[Galuska et al., 2010]. Eine herabgesetzte N-Glykosylierung des FGF-Rezeptors ist da-

mit unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht zu erwarten. Es wäre allerdings

durchaus denkbar, dass hier die elongierten Aminoacylketten in den N-Glykanen der

elektrostatischen Abstoßung, die zwischen den negativ geladenen Sialinsäure-Residuen

besteht, durch hydrophobe Interaktionen entgegenwirken. Darüber hinaus muss erwähnt

werden, dass die Bindung von angioproliferativen Signalmolekülen nicht nur durch die

Glykosylierung des Rezeptorkomplexes moduliert wird. Auch die Bindung von anderen

Membranproteinen wie Neuropilin-1 und Neuropilin-2 an VEGF [Soker et al., 1998; Ji

et al., 2015] oder bFGF [West et al., 2005] führt zu einer gesteigerten zellulären Antwort

und damit zu einer stärkeren Angiogenese. Eine veränderte Sialylierung mit hydropho-

ben Aminoacylresten könnte also die Bindungseigenschaften dieser Zielproteine entspre-

chend modifizieren und damit die Wirkung von bFGF auf HUVECs modulieren. Gerade

Neuropilin 2 ist hier ein attraktiver Kandidat, weil dieses Protein wie oben beschrieben

durch Polysialylierung in seinen Bindungseigenschaften massiv verändert werden kann.

Die Polysialylierung wird dabei vor allem durch ST8SiaIV herbeigeführt [Rollenhagen

et al., 2013], der dominanten Polysialyltransferase in HUVECs. Um hier weiter zu for-

schen, ist es im nächsten Schritt indiziert, HUVECs in vitro, wie es hier beschrieben

ist, mit den artifiziellen O-peracetylierten Sialinsäurevorläufern zu inkubieren und sie an-

schließend auf ihre Affinität, bFGF zu binden, zu untersuchen.

Interessanterweise konnte in unserem Labor von Sebastian Strubl (cand. med., AG Ga-

luska, Daten noch nicht publiziert) in Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden, dass

HUVECs eine Polysialinsäure-positive Zellpopulation sind. RT-PCR-Untersuchungen zeig-

ten, dass vornehmlich die Polysialyltransferase ST8SiaIV exprimiert wird und für die de-

tektierte Polysialylierung verantwortlich ist (Daten bisher nicht publiziert). Wie von an-

deren Arbeitsgruppen bereits festgestellt, exprimieren HUVECs sowohl Neuropilin-2 [Ji

et al., 2015] als auch NCAM, dessen Synthese durch Estradiol moduliert werden kann
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[Park et al., 2010]. Damit tragen HUVECs zwei Substrate der Polysialyltransferase auf ih-

rer Oberfläche, deren Glykosylierung durch Applikation der N-Acyl-Mannosamin-Derivate

verändert wird. Tatsächlich wurden die Einflüsse unterschiedlicher N-Acyl-Mannosamine

auf die Polysialylierung bereits untersucht [Mahal et al., 2001]. Dabei wurde festge-

stellt, dass ManNBut als ein relativ spezifischer Inhibitor der Polysialylierung wirkt, wobei

ST8SiaII stärker gehemmt wird als ST8SiaIV. CMP-Neu5But als Substrat wird nur mit

einer deutlich reduzierten Effizienz umgesetzt und kann sogar die Kettenverlängerung

terminieren. ManNProp hingegen wird zwar in die neu synthetisierten PolySia-Stränge in-

korporiert, nimmt allerdings keinen Einfluss auf die Gesamtlänge der PolySia-Residuen.

Höhere Konzentrationen von ManNAc als physiologischem Substrat können die Poly-

sialylierung entsprechender Zielproteine wiederum steigern, was zusätzlich in unserer

Arbeitsgruppe von Christina Ulm (Dr. hum. biol., AG Geyer) für NCAM bestätigt werden

konnte [Horstkorte et al., 2004; Bork et al., 2005]. Übertragen auf die durchgeführten

Angiogenese-Assays lässt sich ein ähnliches Muster erkennen. ManNBut stimuliert die

Angiogenese, während ManNAc gegensätzlich wirkt und ManNProp keine signifikante

Wirkung auf die Kapillarneubildung hat. Vor diesem Hintergrund wäre also zu vermuten,

dass ManNBut beziehungsweise die korrespondierende Sialinsäure Neu5But die Poly-

sialylierung der HUVECs reduziert, was zu einer gesteigerten Angiogenese führt. Diese

Vermutung wird gestützt von Ergebnissen, die durch die Arbeit von Sebastian Strubl pro-

duziert werden konnten. Eine reduzierte Polysialylierung führt demnach in vitro zu einer

gesteigerten Migrationskapazität von HUVECs. ManNAc hingegen stimuliert die Polysia-

lylierung und bewirkt dadurch eine effiziente Inhibition, während Behandlung mit ManN-

Prop keine Änderung des PolySia-Spiegels oder der Angiogenese zur Folge hat. Eine

Erklärung kann darin liegen, dass durch eine reduzierte Polysialylierung NCAM vermehrt

mit den Proteoglykanen der extrazellulären Matrix - also der Fibrinmatrix - interagieren

kann, was im Rahmen der Zellmigration selbstverständlich unerlässlich ist [Guan et al.,

2015]. Zudem moduliert NCAM über heterophile Interaktion mit dem FGF-Rezeptor des-

sen Aktivität [Francavilla et al., 2009]. Eine gesteigerte Polysialylierung verhindert die

Assoziation von NCAM und FGFR und führt zu einer Inhibition des Signalwegs, wäh-

rend der Verlust von Polysialinsäure zu einer gesteigerten FGFR-abhängigen Stimulation

des ERK1/2-Signalwegs führt [Eggers et al., 2011]. Darüber hinaus wurde beobachtet,

dass PolySia-NCAM ähnlich wie Heparansulfat bFGF in der extrazellulären Matrix binden

kann [Ono et al., 2012]. Somit könnte eine Veränderung in der Polysialylierung auch eine

veränderte bFGF-Bindung zur Konsequenz haben. Auf diese Art und Weise könnte eine
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durch ManNBut reduzierte NCAM-Polysialylierung, wie soeben diskutiert, eine gestei-

gerte Angiogenese bewirken. Um allerdings eine definitive Aussage treffen zu können,

wäre es hier notwendig nach Inkubation und Auswertung der Sphäroide eine zusätzliche

Kettenlängenbestimmung der Polysialinsäuren anzuschließen. Mehrere Versuche nach

durchgeführtem Sphäroidassay noch eine Sialinsäureanalytik durchzuführen sind in un-

serer Arbeitsgruppe allerdings aus technischen Gründen gescheitert. Die Auflösung der

soliden und mit PFA denaturierten Fibrinmatrix ist mit enzymatischen Methoden nicht

mehr möglich und bei rein mechanischen Homogenisierungsverfahren ist der Verlust der

Proben zu groß, um zuverlässige Ergebnisse zu erhalten.

Als mono- beziehungsweise oligosialylierte Zielproteine kommen die sialylierten Lewis-

Antigene sLex und sLea sowie Integrin-β1 in Frage, deren Glykananteil determinierend

für ihre biologische Funktion ist [Isaji et al., 2009; Sato et al., 2009]. Diese Glykoproteine

vermitteln über Selektine nicht nur die Rekrutierung von Leukozyten in das extravasale

Gewebe, sondern auch angioproliferative Prozesse [Tei et al., 2002]. Hier ist jedoch ei-

ne positive Korrelation zwischen Sialylierungsgrad und Angiogenese beobachtet worden

und eine Hemmung der Sialyltransferasen führte auch zu einer Abnahme in der Kapil-

larbildung. Die Inkubation mit ManNAc wird aber eher eine gesteigerte Sialylierung von

Glykoproteinen zur Folge haben und müsste damit auch eher einen drosselnden Effekt

ausüben. Neu5Prop und Neu5But hingegen werden zwar in Glykokonjugate inkorporiert,

ändern an der Gesamtsialylierung allerdings nichts, sodass hier keine Veränderung zu er-

warten wäre. Um zunächst aber eine zuverlässige Aussage über das Sialylierungsmuster

der Lewis-Antigene und der Integrine unter den gegebenen Bedingungen zu treffen, wäre

es hier in einem weiteren Schritt denkbar, aus dem Gesamtzelllysat mittels immunadsor-

tiven Methoden diese Kandidatenglykoproteine zu isolieren und in einem zweiten Schritt

spezifisch auf ihr Sialylierungsmuster hin zu untersuchen.

Eine Vielzahl endothelialer Funktionen wird neben sialylierten Glykoproteinen durch sialy-

lierte Glykolipide vermittelt. So scheinen Ganglioside beispielsweise eine Rolle bei angio-

proliferativen Prozessen unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen

zu spielen [Ziche et al., 1992; Alessandri et al., 1997; Manfredi et al., 1999]. Für die

Synthese bestimmter Ganglioside ist eine zelluläre α-2,8-Sialyltransferase-Aktivität not-

wendig. Artifizielle Mannosamin-Derivate können wie beschrieben einen inhibitorischen

Einfluss auf diese Klasse von Enzymen haben, weil ihre nucleotid-aktivierten Formen als

Substrat deutlich schwächer gebunden werden können als CMP-Sia [Horstkorte et al.,

2004]. Folglich ist zu vermuten, dass es auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchge-
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führten Experimenten zu einer veränderten Sialylierung von Glykolipiden und damit zur

veränderten Expression von Gangliosiden gekommen ist. Eine Veränderung der physiko-

chemischen Eigenschaften der Glykolipide könnte eine Alteration in ihren Funktionen zur

Folge haben. So wird beispielsweise die Bindung von bFGF an Endothelzellen und damit

seine zelluläre Wirkung auch durch einfache Ganglioside wie GM3 moduliert [Manfredi

et al., 1999]. Jeder Einfluss auf die bFGF-Bindungsaffinität wäre somit ein Kombinations-

effekt aus der artifiziellen Sialylierung von Glykoproteinen und Glykolipiden. Des weite-

ren kolokalisieren manche Sialolipide wie GD3 oder GD1a mit β1-Integrin und modulie-

ren dessen Funktion [Giussani et al., 2014]. Dadurch kann auf intrazellulärer Ebene die

konvergierende Signaltransduktion von Wachstumsfaktorrezeptoren beeinflusst werden

[Tringali et al., 2012]. In welchem Maße sich die quantitative Verteilung der Ganglioside

unter den beschriebenen Bedingungen verändert hat, lässt sich anhand der Ergebnisse

nicht beurteilen und ist bisher nicht untersucht worden. Untersucht wurde in den durch-

geführten Experimenten die Sialylierung in der Proteinphase, die Lipidphase wurde bei

den Analysen nicht berücksichtigt. Die an der Synthese der Ganglioside beteiligten Sia-

lyltransferasen weisen allerdings zum größten Teil eine ausgeprägte Spezifität für glyko-

sylierte Ceramide auf und sind daher nicht an der posttranslationalen Modifikation von

Proteinen beteiligt [Rimoldi et al., 2007]. Die Permissivität dieses Stoffwechselweges für

artifizielle Sialinsäuren bleibt damit vorerst unklar.

Das Gangliosid GD3 ist ein potenter Stimulus der Apoptose in unterschiedlichen Zelllinien

[Malisan and Testi, 2002]. In den durchgeführten Biokompatibilitätsassays konnte jedoch

kein veränderter Zelluntergang detektiert werden. Entsprechend ist zumindest eine mas-

sive Änderung in der Konzentration oder Wirkung dieses Gangliosids nicht anzunehmen.

Um sich hier weiter Klarheit zu verschaffen, wäre es sinnvoll, in einem nächsten Schritt

die Versuche unter den gleichen Bedingungen zu wiederholen, aus dem Zelllysat die Li-

pide zu isolieren und diese wiederum einer Sialinsäureanalytik zu unterziehen.

Die Expression von Sialyltransferasen, die an der Biosynthese der Ganglioside GD3 und

GM3 beteiligt sind, unterliegen zudem einer Regulation durch nucleäre UDP-GlcNAc-2-

Epimerase (GNE) [Wang et al., 2006] ebenso wie andere für die Angiogenese essenzi-

elle Gene [Xia and McEver, 2006]. Diese Wirkungen von GNE und Sia, die auf Ebene

der Transkription eingreifen, sind erst vor kurzer Zeit erstmalig identifiziert worden [Kon-

tou et al., 2008b] und zu einem großen Teil noch unverstanden. Zum einen erfüllt die

Epimerase durch direkte Interaktion mit anderen zellulären Proteinen Funktionen, die un-

abhängig von der endogenen Sialinsäurebiosynthese sind [Weidemann et al., 2006; Am-
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sili et al., 2008]. Zum anderen scheinen auch freie Sialinsäuren und Sialinsäurevorläufer

im Sinne von N-Acyl-Mannosaminen Transkription und Signaltransduktion beeinflussen

zu können [Weidemann et al., 2010]. Diese direkten Wirkungen sind für N-Acetyl- und

N-Propanoyl-Mannosamin beschrieben und sind am ehesten auf die negative Ladung

von CMP-Neu5R im Nucleus zurückzuführen [Kontou et al., 2009]. Die Ladung ist aller-

dings auch bei CMP-Neu5But identisch, sodass hier ähnliche Effekte zu erwarten wären.

Des weiteren führen sowohl ManNAc als auch ManNProp im Zellkulturmodell zu einer

verstärkten Expression von GNE, was wie soeben beschrieben widerum akzessorische

Wirkungen hat [Kontou et al., 2008a], sowie zu einer Aktivierung des MAPK-Signalweges

[Weidemann et al., 2010]. ManNBut wurde bei den durchgeführten Untersuchungen al-

lerdings nicht breücksichtigt. Wegen seiner großen strukturellen Homologie dürften aller-

dings auch hier ähnliche Effekte erwartet werden. Diese Hypothese sollte allerdings im

Zellllkulturmodell zunächst noch verifiziert werden.

Nach Inkubation mit ManNProp zeigt sich im Vergleich allerdings keine signifikante Än-

derung im „capillary sprouting“ der Sphäroide, was letzten Endes nur zwei Rückschlüsse

zulässt. Entweder spielen die hierüber regulierten Prozesse in der Angiogenese eine un-

tergeordnete Rolle oder der hier erzielte Effekt wird von anderen zellulären Wirkungen

überlagert. Auf die eine oder andere Art und Weise können die durch ManNProp hervor-

gerufenen zellulären Veränderungen, die zwischen ManNBut und ManNAc beobachteten

Differenzen nicht erklären.

Zuletzt muss erwähnt werden, dass cytosolisches ManNAc beziehungsweise ManNProp

oder ManNBut nicht vollständig in die Sialinsäurebiosynthese eingeschleust wird. Das

Schrittmacherenzym UDP-GlcNAc 2-Epimerase weist eine deutliche Reaktionsspezifität

von GlcNAc zu ManNAc auf. Hier erfolgt unter physiologischen Bedingungen kein Rück-

fluss in den Hexosaminweg. Neben diesem Enzym wird allerdings auch die GlcNAc-2-

Epimerase exprimiert, die mit freiem ManNAc oder GlcNAc als Substrat reagiert. Das

Gleichgewicht dieser enzymkatalysierten Reaktion liegt nicht eindeutig auf Seiten des

ManNAc [Luchansky et al., 2003]. Eine hohe cytosolische Konzentration an N-Acyl-ManN-

Derivaten kann damit das Gleichgewicht der Reaktion verschieben und einen Fluss von

N-Acyl-ManN zu N-Acyl-GlcN bewirken, das wiederum als artifizieller Baustein in Gly-

kane inkorporiert werden kann. Außerdem scheinen N-Acyl-Mannosamine in vitro auch

direkt mit der O-spezifischen Übertragung von GlcNAc auf Zielsubstrate zu interferieren

[Bork et al., 2008]. Somit wäre unter den gegebenen Versuchsbedingungen auch eine

Modifikation der Glucosaminresiduen in Glykoproteinen und -lipiden möglich, was wide-
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rum Konsequenzen für die Signaltransduktion von Zellen hat [Zachara and Hart, 2006].

Die Untersuchung dieser Glucosaminreste ist allerdings schwierig, da Glucosamin sich

strukturell von anderen Monosacchariden nicht in demselben Maß unterscheidet wie von

Sialinsäuren. Um folglich beurteilen und quantifizieren zu können, wieviel N-Acyl-GlcN

unter den hier beschriebenen Versuchsbedingungen entsteht, wäre eine weiterführende

differenzierte Kohlenhydratanalytik notwendig.

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass eine Vielzahl zellulärer und interzellulä-

rer Prozesse durch die veränderte Sialylierung unter ManNAc- und ManNBut-Behandlung

von HUVECs beeinflusst werden. Einige dieser Veränderungen wären erwartungsge-

mäß angioproliferativ, während bei anderen ein hemmender Effekt zu erwarten wäre.

Daher muss auch von zahlreichen Superpositionsphänomenen ausgegangen werden,

wobei durch die gesteigerte Sialylierung unter ManNAc die inhibitorische Komponente

überwiegt, während die Inkorporation von Neu5But in Glykokonjugate zu einer deutli-

chen Stimulation der Angiogenese führt. Alle Betrachtungen, die in diesem Feld bisher

angestellt wurden, waren rein phänomenologischer Natur. Der Sialylierungsgrad einzel-

ner Proteine oder Lipide wurde quantifiziert, die dabei beobachtete Angiogenese wurde

beurteilt. Welche strukturchemischen Eigenschaften der Sialinsäuren - abgesehen von

ihrer negativen Ladung - essenziell für diese Prozesse sind, kann dabei nicht eindeu-

tig determiniert werden. Die artifizielle Neu5But unterscheidet sich strukturell von der

physiologischen Neu5Ac nur in ihrer Aminomodifikation. N-Acyl-Mannosamine nehmen -

abgesehen von den Polysialinsäuren - keinen nennenswerten Einfluss auf die Gesamt-

sialylierung einer Zelle, sodass unsere Beobachtungen nahelegen, dass eine Vielzahl

der sialinsäureabhängigen Prozesse im Rahmen der Angiogenese durch eine spezifi-

sche Erkennung oder Interaktion mit der Neu5R-Aminogruppe vermittelt werden. Ge-

rade die N-Butyl-Modifikation hat charakteristische Eigenschaften, die entsprechende

Bindungsphänomene beeinflussen kann. N-Propionyl-Ketten sind oft zu kurz, um eine

Änderung der Bindungsaffinität zu bewirken. Der N-Butyl-Rest ist mit einer zusätzlichen

Methylengruppe räumlich voluminöser und darüber hinaus in seiner Struktur sehr rigi-

de. Längere Acyl-Modifikationen wie N-pentyl-Reste sind flexibler und können sich durch

Rotationsphänomene an sterische Gegebenheiten besser anpassen [Horstkorte et al.,

2004]. In Abbildung 5.5 und Abbildung 5.6 sind die möglichen Wirkungen von ManNAc

und ManNBut auf HUVECs und ihre angioproliferativen Eigenschaften zusammenfas-

send dargestellt. ManNProp wurde dabei nicht brücksichtigt, weil hier wie zuvor diskutiert
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in den durchgeführten Sphäroid-Assays keine Veränderungen im „capillary sprouting“

festgestellt werden konnten.
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Abbildung 5.5: Potenzielle Wirkungen von O-Ac4-ManNAc auf HUVECs
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Abbildung 5.6: Potenzielle Wirkungen von O-Ac4-ManNBut auf HUVECs
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Zusammenfassung

Die Sialinsäurebiosynthese weist eine hohe Substratpermissivität auf, sodass die Sialy-

lierung leicht durch Einbringung von chemisch modifizierten Vorläufermolekülen verän-

dert werden kann. N-Acetyl-Mannosamin-Derivate sind gut charakterisiert und die am

häufigsten eingesetzten Substanzen, um die Zellsialylierung zu modulieren. Das bisher

eingesetzte Protokoll für die Synthese von N-Acyl-Mannosamin-Derivaten zeigt eine ge-

ringe Reaktionsausbeute und erfordert eine HPLC-Reinigung der Produkte. ManNAc und

seine artifiziellen Analoga werden zudem nur in geringem Ausmaß von Zellen aufgenom-

men und umgesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues, dreischrittiges Proto-

koll für die Synthese von O-Ac4-ManNAc, O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut eta-

bliert, das bei einer Ausbeute von 100 % und reinen Produkten, die keiner Reinigung

bedürfen, zusätzlich die Synthese von peracetylierten Komponenten gestattet, die zel-

luläre Membranen leichter permeieren können. Dabei konnte festgestellt werden, dass

Mannosamin im sauren und alkalischen Milieu eine Tendenz hat, zum thermodynamisch

stabileren Glucosamin zu epimerisieren. Im nächsten Schritt wurden humane umbilicale

Endothelzellen, A549-Lungenepithel- und Caco-2-Darmepithelzellen mit den Substan-

zen behandelt. Die Biokompatibilitätsprüfung zeigte dabei keine nennenswerte Cytotoxi-

zität. Durch Flüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie konnte gezeigt wer-

den, dass O-Ac4-ManNProp und O-Ac4-ManNBut zu den korrespondierenden N-Acyl-

Neuraminsäuren umgesetzt und in zelluläre Glykoproteine inkorporiert wurden. HUVECs

wurden nach Substanzinkubation mikroskopischen Analysen unterzogen, um Verände-

rungen in ihrem angioproliferativen Potenzial zu detektieren. Dabei zeigte sich, dass die

Behandlung mit dem physiologischen Vorläufer ManNAc zu einer deutlich reduzierten

Angiogenese führt, während die Behandlung mit O-Ac4-ManNBut eine gesteigerte Kapil-

larbildung zur Konsequenz hat. Ausgehend von den gewonnenen Daten kann also pos-

tuliert werden, dass zentrale Prozesse der Angiogenese durch die physikochemischen

Eigenschaften der Aminogruppe von Sialinsäuren vermittelt werden, die folglich durch

Behandlung mit N-Acyl-Mannosamin moduliert werden können.
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Summary

The sialic acid biosynthetical pathway exhibits a wide substrate permissivity. Thus, sia-

lylation can easily be modified through application of chemically altered precursor mole-

cules. In this regard, N-acetyl-mannosamine-derivatives are characterized quite well and

preferred as substrates to alter cell sialylation. The preexisting protocol for the synthesis

of N-acyl-ManN exhibits a low yield and the products need to be purified via LC. Man-

NAc and its artificial derivatives are only able to penetrate cellular membranes to a small

extent. Hence, only a small fraction of the applied substances is actually transformed in-

to their corresponding artificial sialic acids. Whithin this doctoral thesis it was possible to

establish a new and standardized three-step protocol for the synthesis of O-Ac4-ManNAc,

O-Ac4-ManNProp and O-Ac4-ManNBut. The yield was approximately 100 % and the fi-

nal substances showed no byproducts, making additional purification steps unnecessary.

Additionaly it allows the synthesis of peracetylated products with increased cellular upta-

ke. During the process it could be determined that mannosamine exhibits a tendency to

transform into its thermodynamically more stable epimer glucosamine under acidic and

alkaline conditions. The substances were subsequently applied to different cell lines -

human umbilical endothelial cells, A549 pulmonal epithelial cells and Caco-2 intestinal

epithelial cells. As shown before, they proved to be fully biocompatible, showing no in-

crease in cytotoxicity. Furthermore, as affirmed by means of liquid chromatography and

mass spectrometry, O-Ac4-ManNProp and O-Ac4-ManNBut were successfully metaboli-

zed to the corresponding artificial sialic acids, which were subsequently incorporated into

cellular glycoproteins. HUVECs were analyzed microscopically to determine any change

in their angioproliferative capacity after incubation with the respective ManNAc-analogue.

HUVEC-spheroids showed a decrease in capillary sprouting when cells were treated with

the physiological precursor ManNAc. Incubation with O-Ac4-ManNBut, however, lead to

increased angiogenesis. The obtained data suggest that certain critical steps in angioge-

nesis are mediated by the physicochemical properties of the amino-residue in sialic acids.

These can in consequence be modulated through application of N-acyl-mannosamine.
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SLC35A1 Solute Carrier Family 35 Member A1 (CMP-Sialic Acid

Transporter)

sLea Sialyl-Lewis a

sLex Sialyl-Lewis x

ST3Gal β-Galactosid-α-2,3-Sialyltransferase

ST3Gal1 β-Galactosid-α-2,3-Sialyltransferase 1

ST6Gal β-Galactosid-α-2,6-Sialyltransferase

ST8SiaII α-N-Acetylneuraminid-α-2,8-Sialyltransferase 2

ST8SiaIV α-N-Acetylneuraminid-α-2,8-Sialyltransferase 4

85



Kapitel 9 Abkürzungsverzeichnis

SynCAM Synaptic Cell Adhesion Molecule

TFA Trifluoroacetic Acid

UDP Uridindiphosphat

UDP-GlcNAc Uridindiphosphat-N-Acetyl-Glucosamin

UTP Uridintriphosphat

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
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