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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Zuckerverbindungen, auch Glykostrukturen genannt, liegen in nahezu allen lebenden
Systemen vor. Mit Hilfe der Massenspektrometrie oder anderen analytischen Techni-
ken, wie der Time-of-Flight-Sekundarionenmassenspektrometrie (ToF-SIMS), ist die
Charakterisierung dieser Glykane maglich. Allerdings sind diese Techniken sehr auf-
wendig und umfassen eine sehr komplexe Analytik. Aus diesem Grund ist die Ent-
wicklung anderer, simplerer Methoden erforderlich. Dazu gehodrt die post-
translationale Modifizierung der Zuckerstrukturen mittels intramolekularer bioortho-
gonaler Click-Reaktion, die im Zuge der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde. Dabei
wurden peracetylierte unnaturliche Azidozucker (AcisGalNAz (peracetyliertes N-
Acetyl-azidogalaktosamin) und AcsManNAz (peracetyliertes N-Acetyl-azidoman-
nosamin)) als sogenannte Zuckervorlaufer sowohl in vitro als auch in vivo eingesetzt,
wobei eine Azid-Gruppe als bioorthogonale Gruppe fungierte. Nach 3-tagiger
Metabolisierung werden die Glykostrukturen in die Zelloberflache integriert. Um die
Gykostrukturen zu visualisieren, wurden sowohl Kupfer(Cu(l))-katalysierte als auch
Cu-freie Reagenzien als Fluorophore eingesetzt. Zur Markierung wurde die 1,3-
dipolare Cycloaddition (Click-Reaktion) mit Alkinen durchgefihrt. Dabei wurden neue
Reagenzien sowohl fur die etablierte Strain-Promoted Alkin-Azid 1,3-dipolare
Cycloaddition (SPAAC) als auch fur die Cu(l)-katalysierte Alkin-Azid 1,3-dipolare
Cycloaddition (CUAAC) synthetisiert und in Zellen und in vivo getestet. Dabei standen
besonders die Verbesserung der Reaktionskinetik und die Entwicklung bleichstabiler
Fluorophore im Vordergrund. Des Weiteren wurde ein unnaturlicher Azidozucker (N-
Acetyl-4-azido-4-desoxymannosamin, Acz-4-Azido-ManNAc) synthetisiert, der Sialin-
saure-Spezifitat zeigte. Dabei wurde die Azido-Gruppe vom C2- zum C4-Atom ver-
schoben. Acs-4-Azido-ManNAc wurde in 24 hpf (engl. hours post fertilization, Stun-
den nach der Befruchtung) Zebrafisch Embryonen mikroinjiziert, um so den Verlauf
der Verbreitung dieser Zucker wahrend der Embryogenese zu beobachten und mit-
tels Alexa Fluor® 488 DIBO zu visualisieren. Entlang des Zebrafisch-Riickgrats konn-
ten Glykostrukturen beobachtet werden. Aulderdem waren die Azidozucker im Neu-
ralrohr vorzufinden. In den anderen Organen, wie Leber, Herz, Niere oder Magen-
Darm-Trakt, konnten die Azidozucker mit Hilfe des Alexa Fluor® 488 DIBO nicht vi-
sualisiert werden. Neben der Cu-freien Methode wurde auch eine neuartige intramo-
lekulare Cu-katalysierte Click-Reaktion ausgetestet. Dazu wurde ein neuer
fluoreszenter, selbst-katalytisch clickender Cu(l)-Komplex (Butinyl-PyrPHOS-Cu(l)-
Komplex) entwickelt, der Uberwiegend als Emittermaterial in organischen Leuchtdio-
den verwendet wurde. Durch diese Cu-katalysierte intramolekulare bioorthogonale
Click-Reaktion konnte eine Verkapselung der Glykostrukturen tumorassoziierter Zel-
len beobachtet werden. Hinzu kommt noch, dass die Markierung der Glykostrukturen
in nur zwei Reaktionsschritten ablaufen und im Zebrafisch Embryo bereits durch das
simple ,Baden® in einer Losung bestehend aus Azidozucker und Butinyl-PyrPHOS-
Cu(l)-Komplex ausgetestet wurden. Eine Besonderheit war, dass in der Retina von
72-120 hpf Zebrafisch Embryonen eine starke Fluoreszenz auftauchte, die zuvor
noch nie beobachtet wurde. Dabei ist die Cu(l)-Toxizitat, die im Allgemeinen in Zellen
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2 Zusammenfassung

und einem Organismus sehr hoch ist, aufgrund der Abschirmung durch die
alkinylierten Seitenketten des Cu(l)-Komplexes sehr gering. Dieser Cu(l)-Komplex
kann demnach als selbst-clickendes Fluorophor zur Markierung der Glykokalyx in in
vivo Experimenten eingesetzt werden ohne dabei die Glykokalyx zu beschadigen.
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Einleitung 3

2 Einleitung

Kohlenhydrate spielen im lebenden Organismus eine sehr wichtige Rolle. Die Grund-
bausteine aller Kohlenhydrate sind Monosaccharide, sogenannte Einfachzucker, wie
Glukose, Galaktose oder Mannose. Sie sind wichtige Energielieferanten. AuRerdem
sind sie an Prozessen, wie Zell-Zell Erkennung, Zellschutz und Bildung von neuem
Gewebe, beteiligt. Kohlenhydrate sind auf3erdem ein wesentlicher Grundbaustein der
DNS (Desoxyribonukleinsaure). Besonders die individuelle Oberflachenbeschaffen-
heit von Zellen ist essentiell fur die Erkennung vieler lebenswichtiger Faktoren. Zu
diesen Faktoren gehdren ganze Zellen, Proteine, Wachstumsfaktoren, und Boten-
stoffe sowie Pathogene und Wirkstoffe. Die Erkennung solcher Faktoren ist hoch
spezifisch und individuell fur jeden Zelltyp und basiert haufig auf Interaktionen mit
entsprechenden Rezeptoren auf der extrazellularen Seite der Zellmembran. Neben
den klassischen Protein-Rezeptoren spielen Protein- und Lipid-gebundene
Glykostrukturen eine wichtige Rolle bei der Zellerkennung. Die groRRen Oligo-
saccharidbestandteile der Glykokonjugate bilden dabei eine Zuckerschicht auf der
extrazellularen Seite der Plasmamembran, die als Glykokalyx bezeichnet
wird.(Pavelka and Roth 2010) Die Glykokalyx ist fur jeden Zelltyp spezifisch und an-
dert sich haufig signifikant wahrend der Zelldifferenzierung in der Embryogenese und
Morphogenese oder bei pathogenen Prozessen wie z.B. der Tumorbildung. So besit-
zen beispielsweise kanzerogene Zellen eine andere Zuckerdekoration als gesunde
Zellen.(Rambourg and Leblond 1967) Die Kohlenhydratschicht von Zellmembranen
ist zum einen fur die Zell-Zell-Wechselwirkung und zum anderen fur die Interaktionen
zwischen Zellen und der Umgebung verantwortlich. AulRerdem beeinflusst eine Ver-
anderung der Kohlenhydratstruktur sowohl die Zelldifferenzierung, als auch die neo-
plastische Transformation (Umwandlung einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle
durch Aktivierung eines Onkogens). Organe und Gewebe unterscheiden sich dem-
nach im Aufbau der Kohlenhydratverbindung der Zelloberflache. Jede eukaryotische
Zelle besitzt Kohlenhydrate an der Zelloberflache.(Dabelsteen et al. 1991) Zudem
sind diese Bausteine individuell je nach Entwicklungsstadium einer Zelle oder auch in
bestimmten Zellverbanden, beispielsweise Geweben, exprimiert.(Espinosa-Marzal et
al. 2013) Es existiert demnach eine Vielzahl unterschiedlicher Glykostrukturen und
Glykane in Abhangigkeit der physiologischen Umgebung. Die Gesamtheit aller Koh-
lenhydratstrukturen in der Zelle oder im Organismus nennt man Glykom. Sowohl
Glykoproteine, Proteoglykane und Glykolipide bestehen in einfacher, als auch in kon-
jugierter Form aus Oligosacchariden (Glykanen). Da das Glykom nicht genetisch ko-
diert, sondern durch posttranslationale Modifizierungen von Proteinen und Lipiden
generiert wird, ist es trotz vieler Einzelstudien bisher nicht gelungen, seine Rolle bei
Zellerkennungsprozessen umfassend zu klaren.(Argtieso 2013)
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4 Einleitung

2.1 Die Glykokalyx

Die Glykokalyx leitet sich vom Griechischen, glykos = Zucker und kalyx = Mantel, ab.
Sie ist ein Multikomponentensystem bestehend aus Glykoproteinen (Espinosa-
Marzal et al. 2013), Glykolipiden, Proteoglykanen, Glykosaminoglykane (Dudas and
Semeniken 2012; Gasimli et al. 2012), Bindungsproteinen, Enzymen, Rezeptorstellen
und Antigenen. Unter anderem bildet sie auch die viskose Schleimhlle
eukaryotischer Zellen und ist zwischen 200 nm und mehrere Mikrometer dick
(Abbildung 2.1.1).

Abbildung 2.1.1] Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen einer Glykokalyx. Als
Glykokalyx wird das ZuckergerUst auf der extrazellularen Seite der Zelloberflache bezeichnet.(Voet
and Voet 2004)

In vielen Fallen ermdglicht die Glykokalyx sogar erst, dass sich einzelne Zellen zu
Zellverbanden zusammenschlielRen, indem sich gleichartig differenzierte Zellen an
ihrem Oberflachenzuckermuster erkennen. Wie bereits oben erwahnt werden zahl-
reiche Funktionen, wie Zell-Zell-Erkennungsprozesse, Rezeptoreigenschaften, Zell-
haftungsprozesse und Schutzfunktionen gegentber Pathogenen der Glykokalyx zu-
geschrieben. Membranverankerte Glykoproteine und Glykolipide der Glykokalyx bil-
den eine essentielle Barrierefunktion.(Mauris et al. 2013) Beispielsweise schutzen sie
die Zelle vor Pathogenen, indem sie das Anhaften dieser vermeiden und somit deren
Nahrboden eliminieren. AuRerdem verleiht die Glykokalyx den Zellen Antigen- und
Blutgerinnungseigenschaften, die fur das Immunsystem von aul3erordentlich groRer
Bedeutung sind.(Hudak et al. 2014) Schliellich kann gesagt werden, dass die
Glykoproteine der Glykokalyx Trager der zellularen Immunisierung sind, da koérperei-
gene Glykoproteine bereits eine starke Abwehr gegenltber korperfremden
Glykoproteinen zeigen. Die wichtigsten Funktionen der Glykokalyx sind in der Tabelle
2.1.1 dargestellt.(Saladin 2011)

Tabelle 2.1.1| Die wichtigsten Funktionen der Glykokalyx.(Saladin 2011)

Funktion der Glykokalyx

Schutzfunktion Bedecken die dulRere Zelloberflache und
dienen als Barriere- und Filterfunktion

Immunisierung Fremde Organismen werden von ihr er-
kannt und an das Immunsystem selektiv
weitergeleitet

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Einleitung 5

Schutz vor Tumorzellen Veranderungen der Glykokalyx durch
Tumorzellen werden sofort vom Immun-
system erkannt und zerstort

Gute Transplantationsfahigkeit Hauptverantwortlich fir die Vertraglich-
keit von Bluttransfusionen oder Organ-
transplantationen und fur die Gewebs-
bildung

Gewebsbildung Sorgt fur den Zusammenschluss ein-
zelner Zellen zu Zellverbanden

Befruchtung von Eizellen Ermdglicht Spermien an ein Ei zu binden

Embryonalentwicklung Embryonale Zellen werden an den Be-
stimmungsort im Organismus gefuhrt

Die wichtigsten Zucker der Glykokalyx sind Glukose, Galaktose, Fukose, N-
Acetylglukosamin, N-Acetylgalaktosamin und N-Acetylneuraminsaure. Dabei sind die
Zucker kovalent an Proteine und Lipide gebunden, die weit in den extrazellularen
Raum hinausragen, aber auch fest in der Zellmembran verankert sind (Abbildung
2.1.2).

G"J/ko

r S, i

x}«%/q ammOgjyka Glykokalyx
Qe

Glykolipide Glykoprot\eine
O

Zytosol (= Zucker

Abbildung 2.1.2|] Aufbau der Glykokalyx. Zur Glykokalyx gehdren Glykoproteine, Glykolipide,
Proteoglykane, sowie Glykosaminoglykane. Die Oligosaccharide (Glykane) der Glykoproteinen,
Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und Glykolipiden bilden den duf3eren Zellmantel.

Im Allgemeinen ummanteln die Kohlenhydratstrukturen die Zelle auf der extrazellula-
ren Seite der Zelloberflache (Abbildung 2.1.1).(Voet and Voet 2004) Durch die Neu-
bildung von Glyokoproteinen, Proteoglykanen, Glykolipiden, Glykosaminoglykanen
(GAG), und assoziierten Plasmaproteinen wird die Glykokalyx standig
regeneriert.(Trouillon and Ewing 2013) Dabei werden die Proteinstrukturen der
Glykoproteine im rauen endoplasmatischen Retikulum (RER) gebildet und in den
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