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Zusammenfassung

Das Serumglykoprotein Alpha 1-Antitrypsin (A1AT) hat durch seine inhibitorische Aktivitat
gegeniiber der Neutrophilen Elastase eine besondere physiologische Bedeutung in der Lunge.
Bei der A1AT-Mangel-Erkrankung kommt es bei Patienten zu einer gesundheitsgefahrdenden
niedrigen Konzentration des Serinprotease-Inhibitors und einer erhéhten Gefahr, an einem
Lungenemphysem zu erkranken. Zurzeit werden Patienten mit A1AT behandelt, welches aus
humanem Plasma isoliert wird. So besteht stets die Gefahr einer Infektion. Patienten miissen
aufgrund der schnellen Degradation von A1AT wdchentlich zur Behandlung erscheinen, um
ein schiitzendes Level an A1AT im Serum aufrecht zu erhalten [1].

Eine bedeutende postranslationale Modifikation fiir die Serumhalblebenszeit wird in der
Glykosylierung von Serumglykoproteinen gesehen, da Asialoglykoproteine vom Asialoglyko-
proteinrezeptor in der Leber erkannt und aus der Zirkulation entfernt werden [2]. Deshalb ist
die Sialylierung vieler Glykokonjugate essenziell fiir deren Stabilitdt im Serum [3].

In dieser Arbeit wurden zusatzliche N-Glykosylierungsstellen mittels gerichteter
Mutagenese-PCR in die A1AT-CDS eingefiigt, um eine erh6hte molekulare Masse und eine
gesteigerte negative Ladung, vermittelt durch terminale Sialinsduren, zu erreichen. Die
zusatzlichen N-Glykane liefern zudem ein gegen proteolytische Enzyme besser abgeschirmtes
A1AT-Glykoprotein. Die eingefligten N-Glykosylierungsstellen wurden fir die Anheftung von
N-Glykanen genutzt, wobei die inhibitorische Aktivitiat der A1AT-Varianten erhalten werden
konnte. A1AT-Expressionen aus verschiedenen Zelllinien (HEK293, HEK293-SialT/GalT,
AGE1.HN, CHO) wurden anhand ihrer N-Glykane mittels MALDI-TOF-MS, HPLC- und CE-LIF
untersucht. Der Vergleich verschiedener Expressionssysteme zeigt eine zelllinienspezifische,
jedoch proteinbestimmte N-Glykanausstattung von A1AT. Die Expression der
A1AT-Varianten in AGE1.HN-Zellen war méglich und fiihrte, neuronalen Zellen entsprechend,
zur Verkniipfung komplexer N-Glykane mit einem erhdhten Fucosylierungsgrad.

Als besondere Glykanstrukturen wurden in Expressionen aus HEK293-Zellen terminale
GalNAc-Reste, B (1-4)/B (1-3) Galactose-Tetraisomere und eine C-Mannosylierungsstelle fiir
A1AT nachgewiesen. Nach Einfiigen zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive konnte eine
Ausstattung mit hoher antennaren Strukturen beobachtet werden.

Erste praklinische Daten wurden anhand der pharmakokinetischen Eigenschaften in der
CD-1-Maus ermittelt. Der Einfluss von A1AT auf die Invasivitit einer Lungentumorzelllinie
(A549) und Neutrophile wurde mittels in vitro-Tests gewonnen. Die Halbwertzeiten der
A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen in der CD-1-Maus konnten erhoht werden. Fiir die
A1AT-Variante N123 zeigte sich eine Steigerung um 29 min (von 47 min auf 76 min). Die
rekombinanten A1AT-Varianten hatten keinen Einfluss auf die Aktivitit von Neutrophilen
und auf das invasive Potenzial von humanen Lungentumorzellen.

Die gezielte Modifikation der N-Glykane mit nicht natiirlichen Monosacchariden (2dGal und

ManNProp) sollte auf den Einfluss auf die Sialidaseresistenz untersucht werden. Die
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Ergebnisse zur Serumhalblebenszeit aus der CD-1-Maus und aus dem Neuraminidase-Assay
sprechen fiir einen geringfligigen Einfluss der Analoga auf die Sialidaseresistenz.

Durch die Uberexpression von B (1-4) Galactosyltransferase und o (2-6) Sialyltransferase in
HEK293-Zellen konnte in dieser Arbeit eine vollstandigere Sialylierung und Galactosylierung
erreicht werden. Zudem zeigen die Ergebnisse zur Serumhalblebenszeit eine weitere
Senkung der Clearance-Rate.

Die verwendeten Techniken stellten sich als ein geeignetes Werkzeug zur Verbesserung der
Serumhalblebenszeit von A1AT dar. Weiterfiilhrende Arbeiten sind in Hinblick auf eine
Aufklarung der biologischen Bedeutung der GalNAc-Struktur und der f (1-3) Galactose-
Tetraisomere in N-Glykanen aus A1AT sowie der (-Mannosylierung geplant. Eine
Untersuchung von A1ATwt und ausgewahlten A1AT-Varianten in einem A1AT-defizienten
Mausmodell wiirde aufkldren, ob die in vivo-Aktivitit beeinflusst ist. Zudem soll ein
Langzeitversuch zeigen, inwiefern das rekombinante A1AT immunogenen Einfluss besitzt,
wenn es mehrfach appliziert wird. In diesem Zusammenhang sollen ebenfalls deutlich héhere
Dosen von A1AT eingesetzt werden, um einen unerwinschten Nebeneffekt der

Neoglykoproteine auszuschlief3en.

Summary

Alpha 1-Antitrypsin (A1AT) is a human serum glycoprotein with the main biological function
as inhibitor of neutrophil elastase in the lung. A1AT-deficiency leads to lower levels of the
serine protease inhibitor which increases the risk of developing emphysema in lungs.
Currently, patients undergo augmentation therapy with A1AT derived from human serum.
This presents several disadvantages like the risk of infections. In addition, weekly treatment
intervals are needed to keep a protective level of A1AT in serum [1].

Glycosylation is an important post-translational modification of proteins regarding serum
half-life. Sialylation is essential to ensure the stability of glycoconjugates in serum [3] as
asialoglycoproteins are recognized by the asialoglycoprotein receptor to be removed from
circulation [2].

Using site directed mutagenesis PCR, additional N-glycosylation sites were introduced into
the coding sequence of A1AT in order to increase molecular mass and to raise the degree of
sialylation. The additional N-glycans are expected to enhance the protection of proteins
against proteolytic enzymes. The additional N-glycosylation sites were used and the
inhibitory activity of A1AT variants remained the same. A1AT was expressed using different
cell lines, namely HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN and CHO, N-glycans were released
and investigated using MALDI-TOF-MS, HPLC and CE-LIF. Comparison of the N-glycan
expression systems reveals cell line-specific and also protein-specific features. The
expression of A1AT-variants in AGE1.HN cells led to the linkage of complex N-glycans with

neuronal characteristics. In particular, A1ATwt and variants expressed in HEK293 cells
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exhibited N-glycans with terminal GalNAc residues and with B (1-4)/p (1-3) linked
galactose. The presence of C-mannosylation was established in A1ATwt expressed in
HEK293 cells. Introduction of additional N-glycosylation sites led to a higher degree of
antennarity.

Pharmakokinetical tests were carried out in CD-1-mice and the influence of A1AT on
invasiveness and neutrophils was examined via in vitro testing. Serum half-life could be
increased for A1AT variants in CD-1-mice; the N123 A1AT variant exhibited a 29-min
increase (from 47 to 76 min). We also demonstrated that recombinant A1ATwt does neither
affect neutrophils nor the invasiveness of the human lung tumor cell line (A549).

The modification of N-glycans by artificial precursors (2dGal and ManNProp) was
investigated for its resistance towards sialidase. The serum half-life in CD-1-mice and the
results of the neuraminidase assay show a minor influence of analogues on sialidase
resistance.

Overexpression of (3 (1-4) galactosyltransferase and a (2-6) sialyltransferase resulted in a
complete galactosylation and sialylation of N-glycans. Additionally, the clearance rate could
be further reduced.

To summarize, the techniques presented in this work are potent tools to improve the serum
half-life of A1AT. Further experiments could focus on the biological function of terminal
GalNAc residues, of B (1-3) linked galactose and of C-mannosylation in A1AT. The analysis of
A1ATwt and selected A1AT variants using an A1AT-deficient mouse model would clarify the
impact of additional N-glycosylation sites on in vivo activity. In addition, a long term study
could evaluate the tolerance of the recombinant antiprotease A1AT after repeated

applications using various concentrations.



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Glykobiologie

In den letzten Jahrzehnten haben sich Forscher umfassend mit der Identifikation von
Proteinen, die an bestimmten zelluldren Prozessen beteiligt sind, beschaftigt. Dabei wurde
deutlich, dass Proteine vielfaltige Funktionen haben. Sie gehdéren zu den Grundbausteinen der
Zelle, katalysieren als Enzyme eine Vielzahl von Prozessen und bilden die molekulare
Maschinerie fiir Transport und Signaliibertragung. Betrachtet man die Gesamtheit aller
Proteine in einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment unter
exakt definierten Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt, spricht man vom
Proteom. Neben der Identifikation der Proteine, die an zelluldren Prozessen beteiligt sind,
wird auch die Veranderung des Expressionslevels eines Proteins untersucht. In diesem
Zusammenhang wurden in der Vergangenheit Proteinmodifikationen, die hiufig mit einer
veranderten Proteinexpression einhergehen, vernachlassigt [4].

Die Bedeutung der Proteinmodifikationen konnte vielfach gezeigt werden, so dass der Fokus
der Aufmerksamkeit mehr und mehr auf posttranslationale Modifikationen (z.B.
Acetylierung, Methylierung und Alkylierung, Biotinylierung, Glykierung, Phosphorylierung,
Sulfatierung und Glykosylierung) gerichtet wird. Die Glykosylierung, die die Verkniipfung von
Proteinen mit Glykanen beschreibt, ist eine weitverbreitete und sehr komplexe Form der
posttranslationalen Modifikation. In Forschung und pharmazeutischer Anwendung gewinnt
sie immer mehr an Bedeutung [5, 6]. Die Glykomik setzt sich mit der vollstindigen
Charakterisierung der Glykanstrukturen in lebenden Organismen auseinander. So genannte
Glykoproteine bestehen aus einem Proteinanteil und einer variablen Zahl an Glykanen, wobei
die Glykane die Funktion und Eigenschaften des Proteins auf vielfdltige Weise modulieren
kénnen [7].

Die Proteoglykane stellen als Bestandteil des Bindegewebes und der extrazelluldren Matrix
eine wichtige Klasse dar. Sie umfassen die Glykosaminoglykane, die einen hohen
Kohlenhydratanteil von etwa 95 % aufweisen. Dabei sind Polymere aus sich wiederholenden
Disaccharideinheiten an ein Protein gebunden. Glykolipide sind beispielsweise als
Zellmembranbestandteil zu finden, hier sind ein oder mehrere Mono- oder Oligosaccharide
glykosidisch an ein Lipidmolekiill gebunden. Die individuelle Zusammensetzung der
Glykolipide bestimmt beispielsweise die Blutgruppe. Bei den Glykophospholipiden ist der
variable Kohlenhydratanteil mit einem Ceramid verkniipft, welches in der Zellmembran
verankert ist. Ein weiterer Vertreter sind die Glykosylphosphatidylinositole (GPI-Anker), die

der Verankerung von Proteinen in Membranen dienen.



EINLEITUNG

1.2 Glykosylierung

Glykanstrukturen an Proteinen kommt in vielerlei Hinsicht Bedeutung zu. Die Glykosylierung
hat eine zentrale Funktion bei Zell-Zell-Erkennungsprozessen (Rezeptor-Ligandbindung,
Wirt-Pathogenerkennung, Zelldifferenzierung und -entwicklung, Tumorwachstum und
Metastasen sowie der Immunantwort), bei der Zielstrukturfindung (Targeting), Sekretion,
Proteinfaltung, und der Regulation der Serumhalblebenszeit [8, 9]. Im Gegensatz zu DNA,
RNA und Proteinen kénnen Glykane komplex verzweigte Strukturen formen. Aus diesem
Grund wird der lberschaubare Satz an Monosaccharidbausteinen schnell zu einer enormen
Zahl an moglichen Verknilipfungsvarianten. Die Glykane konnen vom einzelnen Monomer bis

hin zum Polymer mit mehr als 100 Monosaccharideinheiten aufgebaut sein [10, 11].

N-Acetylglucosamin (GIcNAc) O N-Acetylgalactosamin (GalNAc)

Mannose (Man) ® Glucose (Glc)
Galactose (Gal)

Fucose (Fuc)

¢ Sialinsaure (Sia)

A O 0 H

Abbildung 1: Monosaccharidbausteine in N-Glykanen. Gezeigt werden die fiir die Arbeit relevanten
Oligosacchharide. Verwendete Abkiirzungen stehen in Klammern.

Im humanen System sind die Monosaccharide GlcNAc, GalNAc, Man, Gal, Sia und Fuc am
verbreitetsten [12]. Die Monosaccharide kdnnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden, die
geladenen und ungeladenen. Die ungeladenen Monosaccharide GlcNAc, GalNAc, Man, Gal und
Fuc bilden die Basis fiir ein vollstindiges Glykan. Zu den geladenen Monosacchariden zdhlen
die terminalen Sialinsduren. Proteine koénnen an verschiedenen Aminosduren ihrer
Seitenketten modifiziert sein. Die hauptsichlich vorkommenden Zuckerketten werden
entsprechend der Glykosylierungsform in O- und N-verkniipfte Glykane klassifiziert. Die
O-verkniipften Glykane enthalten einen N-Acetylgalactosamin-Rest am reduzierenden Ende,
der an die Hydroxylgruppe eines Serin- oder Threonin-Restes (Ser/Thr) der Polypeptidkette
gebunden ist. Die N-verkniipften Glykane sind iiber einen N-Acetylglucosamin-Rest an ihrem
reduzierenden Ende an die Amidgruppe eines Asparagin-Restes (Asn) der Polypeptidkette
gebunden. Neben den  genannten  Glykosylierungsformen  wurden  weitere
Glykosylierungstypen beschrieben. So ist eine weniger bekannte Form der Glykosylierung die
C-Glykosylierung, identifiziert worden, bei der eine einzelne Mannose iiber eine C-C-Bindung
mit dem ersten Tryptophan-Rest (Trp) des Motivs Trp Xxx Xxx Trp (Xxx: beliebige

Aminosdure) verknlipft wird.

1.2.1 N-Glykane

Als Konsensusmotiv fiir die N-Glykosylierung wurde das Motiv Asn Xxx Ser/Thr identifiziert

(Xxx: beliebige Aminosaure aufier Prolin) [13]. Es gibt auch Hinweise darauf, dass sich ein
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Prolin C-terminal vom N-Glykosylierungsmotiv hemmend auf die Glykosylierungseffizienz
auswirkt [14]. Vereinzelt wurden auch Glykosylierungen an abweichenden
Konsensusmotiven Asn Xxx Cys und Asn Gly Gly Thr beobachtet [15, 16]. In tierischen Zellen
erfolgt die Verknilipfung in B-Konformation stets zwischen dem Asparagin und dem GlcNAc
des reduzierenden Endes. N-Glykane weisen eine Gemeinsamkeit beziiglich ihrer
Basisstruktur auf. Dieses auch als core bezeichnete Pentasaccharid setzt sich aus zwei
N-Acetylglucosamin- und drei Mannose-Resten zusammen. Da die Verkniipfung der
Monosaccharideinheiten bestimmten Regeln folgt, lassen sich drei Grundtypen der N-Glykane

unterscheiden, denen die Basisstruktur gemein ist (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Grundtypen der N-Glykane. Alle N-Glykane weisen eine gemeinsame Basisstruktur aus

zwei N-Acetylglucosamin- und drei Mannose-Resten auf.
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Die Basisstruktur kann am ersten GlcNAc mit einer Fucose 1,6-glykosydisch verknlipft sein.
Beim High-Mannose-Typ ist die Basisstruktur ausschlief3lich mit Mannosen erweitert. Der
Komplextyp wird vornehmlich von Saugerzellen gebildet und weist aufier den drei Mannosen
der Basisstruktur keine weiteren Mannose-Reste auf. Die N-Acetylglucosamin-Reste sind an
ihrem reduzierenden Ende mit den zwei a-Mannosyl-Resten verbunden. Der Hybrid-Typ
zeigt charakteristische Merkmale aus High-Mannose- und Komplex-Typ. Eine weitere
Unterteilung der N-Glykane erfolgt anhand der Anzahl der Antennen. Haufig kénnen bi-, tri-
und tetraantennidre Glykane nachgewiesen werden. In der Natur kommen aber auch

vereinzelt mono- und pentaantennare Strukturen vor [17, 18].
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1.2.1.1 Biosynthese der N-Glykane

Die Biosynthese der N-Glykane ist ein komplexer Prozess, der tiber mehrere Schritte verlauft
[19, 20]. Das Oligosaccharid entsteht zundchst an einem Dolicholphosphat-Molekiil (Dol-P),
das als lipidverankerter Carrier dient (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Biosynthesel des N-Glykan-Vorlidufers. Der N-Glykan-Vorlaufer wird an einem
lipidverankerten Carrier im Cytosol gebildet (Dol-P). Dieser wird in das ER-Lumen transloziert und das
Glykan wird mittels Oligosaccharyltransferase (OST) auf das entstehende Polypeptid iibertragen
(vergrofierter Ausschnitt). Wahrend der Proteinreifung werden Monosaccharide des Glykans
abgespalten und andere hinzugefiigt. Das Protein ist gereift und gefaltet (rotes Oval) bevor die
Synthese im Golgi fortgesetzt wird. In Anlehnung an Helenius et al. [21].

Auf der cytoplasmatischen Seite des rauen endoplasmatischen Retikulums (ER) werden
zunichst zwei GlcNAc mit Dol-P verbunden. Nach Anfiigen von fiinf Mannose-Resten wird die
Struktur durch eine noch unbekannte Flippase auf die andere Seite der Membran in das

ER-Lumen transloziert [22, 23]. Hier werden vier weitere Mannose-Reste angefiigt. Mit der
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Verkniipfung von drei Glucose-Resten ist die Vorlduferstruktur GlcsMangGlcNAc?
fertiggestellt. Der Prozess der Glykosylierung beginnt wahrend der Translation der
messenger RNA (mRNA) zum Protein. Das Ribosom ist am endoplasmatischen Retikulum (ER)
lokalisiert, wo das entstehende Protein mit fortschreitender Translation in das Lumen des ER
wachst. Die Vorlauferstruktur GlcsMangGlcNAc wird cotranslational auf den Asparagin-Rest
der Konsensussequenz Asn Xxx Ser/Thr des Proteins tlibertragen. Dieser Schritt wird durch
den membrangebundenen Enzymkomplex Oligosaccharyltransferase (OST) vermittelt [24-
26]. Wahrend der folgenden Reifung werden Monosaccharide vom transferierten
Oligosaccharid abgespalten (trimming) und hinzugefligt (processing) [27, 28]. Nach
Abspaltung des endstdndigen Glucose-Restes (durch Glucosidasel) und des folgenden
Glucose-Restes (durch Glucosidase II) liegt das monoglucosylierte Oligosaccharid vor. Die
Chaperone Calnexin und Calreticulin konnen dieses binden und die Proteinfaltung im ER
unterstiitzen [21, 29]. Kommt es zur Abspaltung des letzten Glucose-Restes, obwohl das
Protein nicht vollstdndig gefaltet ist, dissoziiert der Komplex und das Oligosaccharid wird
durch die a-Glucosyltransferase erneut glucosyliert, so dass der Calnexin-Calreticulin-Zyklus
von Neuem beginnen kann. Bei korrekter Faltung des Glykoproteins wird ein Mannose-Rest
durch a-Mannosidase I entfernt und das Protein gelangt in den Golgikomplex, in dem die

weitere Prozessierung des N-Glykans erfolgt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Biosynthese II der N-Glykane im Golgi. Das Glykoprotein tritt aus dem ER in den
Golgikomplex iiber, in dem es eine Reihe weiterer Modifikationsschritte durchlauft. Die Synthese endet

mit Verlangerung durch Galactose und Sialinsduren. In Anlehnung an Helenius et al. [21].

Nach Abspaltung der terminalen o (1-2)-gebundenen Mannose-Reste wird mittels
N-Acetylglucosaminyltransferase I ein GlcNAc-Rest iibertragen. In der Folge kommt es zu
einer sterischen Umordnung, die die Entfernung der beiden weiteren Mannose-Reste durch
a-Mannosidase II ermoglicht. Im Anschluss liegt die Basisstruktur mit einem GlcNAc-Rest vor.
Aus dem monoantenniaren Glykan koénnen durch spezifische GlcNAc-Transferasen
multiantenndre oder Bisecting-Glykane gebildet werden. Die Antennen dieser N-Glykane

konnen mittels spezifischer Glykosyltransferasen mit Galactose und Sialinsduren, wie der
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N-Acetylneuraminsaure, verlangert werden. Weiterhin kann das N-Glykan an GlcNAc-Resten
der Antenne (sialyl-LewisX) und der Basisstruktur fucosyliert werden. Die endgiiltige
Prozessierung ist abhdngig von den vorhandenen Glykosyltransferasen, dem Typ und der
Konzentration aktivierter Monosaccharide [30, 31] sowie der Position des
N-Glykosylierungsmotivs innerhalb der Proteinstruktur und der damit verbundenen
Zuganglichkeit fiir Glykosyltransferasen [32, 33]. Bei der Glykosylierung werden die

Monosaccharide stets enzymatisch verkniipft.

1.2.2 Sialinsduren

0- und N-Glykane weisen endstiandig meist Sialinsduren auf. Bei diesen sauren Aminozuckern
handelt es sich um C 9-Zucker, die eine Carboxy-Gruppe am C 2-Atom tragen. Durch die
Verbindung mit verschiedenen Substituenten lassen sich etwa 50 Derivate unterscheiden. Am
haufigsten ist die N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), die gleichzeitig einen Vorlaufer fir
andere Sialinsduren darstellt [34-36]. Durch Hydroxylierung der N-Acetylgruppe entsteht
N-Glycolylneuraminsdure (Neu5Gc), welche in tierischen Organismen, jedoch nicht im
Menschen vorkommt [37, 38]. Die meisten Sialinsduren entstehen durch den Austausch von
einer oder mehreren Hydroxylgruppen der Neu5Ac, durch Acetyl-, Methyl-, Lactyl-, Phosphat-
oder Sulfatgruppen. Hingegen konnte die unsubstituierte Form der Sialinsdaure nur selten
nachgewiesen werden [39-42] (Abbildung 5).

O/ Rs

R2 H bei freier Sialinsaure, a-Verkntpfung zu Gal (3,4,6), GalNAc (6), GIcNAc (4,6), Sialinsdure (8,9)
R4 H, O-Acetyl

R5 Amino, N-Acetyl, N-Glycolyl, Hydroxyl

R7 H, O-Acetyl

RB H, O-Acetyl, O-Methyl, O-Sulfat oder Sialinsaure

R9 Hydroxyl, O-Acetyl, O-Lactyl, O-Phosphat, O-Sulfat oder Sialinsaure

Abbildung 5: Struktur der Sialinsdauren. Die Sialinsduren zeigen eine einheitliche Grundstruktur mit
neun Kohlenstoffatomen. Die natiirlichen Substituenten (Rz, R4, Rs, R7, Rg, R9) sind gekennzeichnet und
in der Legende erklart.

Sialinsduren konnen als Monomer vorliegen oder durch Verkniipfung Polymere ausbilden
[43, 44]. Die Biosynthese der Sialinsduren ldsst sich in zwei Hauptschritte gliedern, die
Bereitstellung von UDP-GIcNAc und die Aktivierung von Neub5Ac durch die
CMP-Neu5Ac-Synthase (Abbildung 6).
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UDP-GIcNAc ist Voraussetzung fiir die irreversible Synthese von CMP-Neu5Ac. Ausgehend
von Fructose-6-Phosphat erfolgt eine Aminierung (Glutamin-Fructose-6-Phosphat-Amino-
transferase), im weiteren Verlauf entsteht UDP-GIcNAc. Dieses wird durch die bifunktionelle
UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE) zu ManNAc epimerisiert und anschlief3end
am C6-Atom phosphoryliert [45, 46]. Nach Bildung und Dephosphorylierung von
Neu5Ac-9-Phosphat wird die freie Sialinsdure durch die CMP-Neu5Ac-Synthase zu
CMP-Neu5Ac aktiviert. Der Schritt der Aktivierung erfolgt im Nukleus [47]. Nach dem sich
anschlieffenden Transport in das Golgi Lumen [48] wird die Sialinsdure unter
CMP-Abspaltung durch spezifische Sialyltransferasen auf das neu synthetisierte
Glykokonjugat Ubertragen [49]. Im Folgenden kann eine Substitution durch verschiedene
Transferasen erfolgen [35]. Durch vesikuldren Transport gelangen die resultierenden
Glykokonjugate an ihre Bestimmungsorte.

Die Aktivitit des Enzyms GNE wird durch einen Feedback-Mechanismus reguliert. Hohe

Konzentrationen an CMP-Neu5Ac wirken inhibierend auf das Enzym [45, 46, 50].

1.2.3 Mikro-, Makroheterogenitit und Glykosylierungseffizienz

Neben den vielféiltigen Verkniipfungsvarianten zwischen den einzelnen Monosacchariden
besteht die Moglichkeit, dass die Glykosylierungsstelle innerhalb eines Glykoproteins mit
unterschiedlichen Glykanresten modifiziert ist. Dieses Phdnomen wird auch als
Mikroheterogenitat bezeichnet. In diesem nicht seltenen Fall zeigen sich Variationen

innerhalb der Glykanstruktur, die hauptsdchlich auf die Konzentration der
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Glykosyltransferasen im Golgi zuriickzufiihren sind [51]. Die Glykosylierung muss nicht an
jeder Glykosylierungsstelle innerhalb eines Proteins gleich effektiv stattfinden. Dieser
Zustand der ungleichmafdig genutzten Glykosylierungsmotive wird Makroheterogenitit
genannt. Statistische Analysen von Glykoproteinen zeigen, dass nur ca. 65% der
N-Glykosylierungsmotive glykosyliert werden. Die Glykosylierungseffizienz ist durch die
Zuganglichkeit von Glykosylierungsmotiven, die Enzymaffinitit und das Substratangebot im
ER bedingt [32, 33, 52]. Zudem werden die moéglichen Glykosylierungsmotive Asn Xxx Ser
und Asn Xxx Thr nicht gleich effektiv genutzt. Untersuchungen konnten zeigen, dass das
N-Glykosylierungsmotiv Asn Xxx Thr im Vergleich bis zu dreimal effektiver glykosyliert wird
[53, 54]. Eine nahe dem C-Terminus lokalisierte N-Glykosylierungsstelle wird zudem
statistisch gesehen seltener glykosyliert [13, 55].

Im Hinblick auf die Produktion therapeutisch relevanter Glykoproteine ist die Heterogenitat
von Glykanen problematisch und macht eine umfangreiche Analytik zur detaillierten
Charakterisierung der Glykoproteine unverzichtbar. In Zellkultursystemen kann die
N-Glykansynthese durch metabolische Faktoren, wie Glucose- und Ammoniumkonzentration,
pH-Wert und Temperatur beeinflusst werden, was die Mikroheterogenitit verstiarken kann
[56, 57].

1.2.4 Biologische Bedeutung von N-Glykanen und Sialinsduren

Anders als bei der Proteinsynthese gibt es fiir die Synthese der Glykane keine direkte
Codierung. Dennoch ist der enzymvermittelte Prozess eine weitverbreitete Form der
posttranslationalen Modifikation. Etwa 50 % der eukaryotischen Proteine [52] und etwa ein
Drittel der zugelassenen Biopharmazeutika sind glykosyliert [58]. Betrachtet man die
Proteine im Serum, sind mit Ausnahme von Albumin die meisten Proteine glykosyliert. Die
Verknilipfung eines Proteins mit Glykanen hat Einfluss auf die physiologischen und
biochemischen Eigenschaften des Glykoproteins. Dazu zdhlen eine verdnderte molekulare
Masse, der Einfluss auf die Proteinfaltung, die Viskositat, die Stabilitat, die Loslichkeit, die
biologische Aktivitit, die Antigenitit sowie die in vivo Clearance-Rate. Aufierdem vermitteln
Glykane Schutz vor proteolytischem Abbau der Polypeptidketten und ihnen wird eine
Bedeutung fiir die Sekretion, die Erkennung und Interaktion mit anderen Proteinen oder
anderen Zellkomponenten zugeschrieben. Die Hauptformen der Glykane in humanen
Glykoproteinen sind N- und O-verkniipfte Glykanseitenketten. Glykane sind fiir eine Reihe
biologischer Phanomene von Bedeutung. Glykosylierungen sind an der Aufrechterhaltung der
dreidimensionalen Struktur des Proteins beteiligt [59], was wiederum eng in Zusammenhang
mit der Stabilitat, der biologischen Aktivitat und der Effektivitit eines Therapeutikums steht
[60]. Die enorme Variabilitit der Glykanstrukturen spielt eine wichtige Rolle bei
Liganderkennung und Ligandbindung, daher sind Glykane auch bei der Vermittlung von

Zellkontakten bedeutend [61]. Glykanstrukturen sind ebenfalls an Prozessen des
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Immunsystems zur Identifizierung endogener und exogener Faktoren beteiligt [62]. Die weite
Verbreitung und das Vorkommen von Glykanstrukturen auf Viren, Bakterien, Pflanzen,
eukaryotischen Einzellern und Vertebraten in reichen Variationen deutet auf eine Beteiligung
an evolutiondren Entwicklungen hin [63-68].

Die Aufkliarung der Glykanstrukturen von Glykoproteinen ist grundlegend fiir ein Verstandnis
von biologischen Prozessen und fiir die Diagnose verschiedener Erkrankungen, die
beispielsweise durch Pathogene verursacht werden. Auch bei der pharmazeutischen
Qualitatskontrolle gewinnt die Glykananalyse mehr und mehr an Bedeutung [69]. Aufgrund
ihrer komplexen Funktionen sind Glykane auch eine nicht zu unterschitzende
Herausforderung bei der Herstellung von Therapeutika. Es ist aufwandig, glykosylierte
Proteine zu analysieren und hdufig ist die Glykosylierung bei der Zirkulation im Blutstrom
nicht von langer Dauer [3]. Oft sind die terminalen Enden der Glykanstrukturen mit chemisch
geladenen Gruppen (z.B. Sialinsduren, Phosphatresten, Sulfatresten) modifiziert. Die Ladung
der terminalen Gruppen hat wiederum Einfluss auf den isoelektrischen Punkt (pl) der
Glykoproteine. Aufgrund ihrer terminalen Position sind Glykane in Interaktionen involviert
und spielen eine zentrale Rolle bei biologischen Ablaufen an Zelloberflaichen. Grundlegende
Bedeutung kommt hier den terminalen Sialinsduren zu, da gezeigt werden konnte, dass sie
die Halblebenszeit von therapeutisch interessanten Glykoproteinen verlangern kénnen [70].
Die negative Ladung der terminalen Glykanstrukturen fithrt zur Abstofiung von Zellen oder
der extrazellularen Matrix [71]. Auferdem ermoglicht die Vielfalt der Sialinsduren eine Reihe
von Interaktionen mit verschiedenen Bindungspartnern [72, 73]. Beispielsweise sind sie
Zielstrukturen fiir Pathogene, wie Influenza-Viren, die ein sialinsdurebindendes Lektin
besitzen. Das so genannte Hamagglutinin erkennt spezifisch N-Acetylneuramin-
saure-Galactose-Strukturen und vermittelt den Eintritt in die Zelle [74]. Aufgrund der
verschiedenen Bindungsspezifititen der Hadmagglutinine verdnderter Influenza-Stimme
zeigen sich abweichende Pathogenitatsgrade oder sogar eine Resistenz gegen die Viren [75].
Auch einzellige Parasiten nutzen Sialinsduren, um sich mittels sialylierter Glykanstrukturen
an die Wirtszelle zu binden, wie z.B. Helicobacter pylori an der Magenschleimhaut oder, um
vom Immunsystem unentdeckt in der Wirtszelle zu liberleben, wie Trypanosoma cruzi und
Actinobacillus suis [76-78]. Eine aktuelle Arbeit zeigt, dass auch Tannerella forsythia, ein
Pathogen des Mundraums, Sialinsduren der Glykoproteine der Wirtszelle nutzt und diese als
Wachstumsfaktor fiir das Pathogen fungieren [79]. Auch die Evolution zeigt sich nicht
unberiihrt vom Einfluss der Sialinsduren. Immerhin zehn Unterschiede konnten auf
genetischer Ebene anhand der rund 60 Gene, die in die Sialinsduresynthese involviert sind,
zwischen Menschen und Primaten gefunden werden [80]; mit der Folge, dass eine Reihe
gewebespezifischer Verdnderungen auftritt und so neue Pathogene Zugang zur Wirtszelle

finden, aber anderen der Zugang verwehrt bleibt.
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Eine bedeutende Funktion haben Sialinsduren als terminale Strukturen der Glykane von
Serumglykoproteinen [3, 81]. Nach Verlust der Sialinsdure werden die Glykoproteine vom
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) gebunden, endocytiert und degradiert [2]. Der ASGPR
ist auf Leberzellen lokalisiert. Durch ihn wird die Konzentration an desialylierten
Serumglykoproteinen reguliert [82]. Eine erhohte Halbwertzeit im Serum kann durch einen
erhohten N-Glykosylierungsgrad und/oder eine Sialylierung erreicht werden [70].
Entsprechend wiirde eine verringerte Desialylierungsrate ebenfalls die Halbwertzeit
verlangern.

So genannte congenital disorders of glycosylation (CDG) umfassen angeborene Storungen und
Defekte der Glykansynthese sowie bei der Anheftung von Glykanen an andere Komponenten.
Diese genetisch bedingten Fehlsteuerungen kénnen unterschiedliche Krankheiten zur Folge
haben. Dabei reichen die phanotypischen Veranderungen von milder bis zu schwerwiegender
Auspragung und von einzelnen betroffenen Organen zu vielfacher Organstérung [83-85].
Seitdem 1980 der erste Fall einer CDG beschrieben wurde, sind rund 30 Erkrankungen dieser

Storung zugeordnet worden [86].

1.2.5 O-Glykane

Die O-Glykosylierung erfolgt an den Hydroxygruppen von Ser- oder Thr-Resten, aber auch
Hydroxyprolin oder Hydroxylysin. Eine Konsensussequenz, wie fiir andere
Glykosylierungsformen bekannt, konnte nicht identifiziert werden. Anders als bei
N-Glykanen beginnt die O-Glykansynthese direkt am Protein durch die Verkniipfung von
einem Monosaccharid, einem GalNAc [87, 88]. Die Synthese erfolgt im Golgi-Apparat durch
die Aktivitat der Polypeptid-GalNAc-Transferase. Entsprechend ihrer core-Struktur werden
acht Grundtypen unterschieden. Weitere Modifikationen kénnen mit Fucose und/oder
Sialinsduren erfolgen. Oder die Sequenz wird dhnlich wie bei N-Glykanen linear oder

verzweigt mit Galactose- und GlcNAc- bzw. GalNAc-Resten verlangert.

1.2.6 C-Mannosylierung

Mitte der 90er Jahre konnte die C-Mannosylierung als neue Form der Proteinglykosylierung
identifiziert werden [89]. Sie unterscheidet sich grundlegend von der N- und
O-Glykosylierung. Die C-Mannosylierung zeichnet sich dadurch aus, dass eine einzelne
a-Mannose mittels C-C-Bindung direkt an das C2-Kohlenstoffatom des Indolrings eines
Tryptophan-Restes (Trp) gebunden wird. Daraus resuliert ein C-mannosyliertes Tryptophan
(CMT), wobei innerhalb der Konsensussequenz Trp Xxx Xxx Trp das erste Trp C-mannosyliert
wird [90, 91].
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Abbildung 7: C-Mannosyliertes Tryptophan.
Die a-Mannose wird mittels C-C-Bindung an das
erste  Tryptophan der Konsensussequenz
Trp Xxx Xxx Trp gebunden.

Diese Form der Glykosylierung konnte in verschiedenen Proteinen nachgewiesen werden.
Einige Beispiele sind RNase 2, IL-12, Proteine der Komplementkaskade und einige Muzine
[90]. Thrombospondin zeigt ein sehr komplexes Motiv, den so genannten thrombospondin
type 1 repeat Trp Xxx Xxx Trp Xxx Xxx Trp Xxx Xxx Cys, der an einem, an zwei oder den drei
Tryptophan-Resten C-mannosyliert vorliegen kann [92-94]. Das Motiv Trp Xxx Xxx Trp
scheint jedoch nicht Voraussetzung fiir die posttranslationale Modifikation zu sein, da trotz
Fehlen der Konsensussequenz eine C-Mannosylierung in der Membran der Augenlinse vom
Rind nachgewiesen werden konnte [95]. Die Datenbanksuche nach dem identifizierten
Konsensusmotiv legt nahe, dass die C(-Mannosylierung eine verbreitete Form der
posttranslationalen Modifikation darstellt [96]. Fir die Biosynthese des CMT wurde
ausgehend von GDP-Mannose, Dol-P-Mannose als Vorstufe des C-Mannosylierten Peptids
identifiziert [97]. Fiir verschiedene Saugerzellen (HEK293, COS7, CHO und NIH-3T3) wurde
bereits gezeigt, dass sie die notige Maschinerie fiir die C-Mannosylierung besitzen [98]. Die
Aktivitdat der C-Mannosyltransferase wurde auch in Caenorhabditis elegans, Amphibien,
Vogeln und Sdugern nachgewiesen. Keine Enzymaktivitat findet sich in Escherichia coli,
Insekten und Hefe [97, 98]. Die Funktion der C-Mannosylierung konnte noch nicht
konkretisiert werden, allerdings gibt es eine Reihe von Hypothesen. Die Arbeit von
Perez-Vilar et al. lasst eine Beteiligung der C-Mannosylierung an der Proteinfaltung von zwei
Muzinen vermuten [99]. Eine andere Arbeit, die sich mit dem Diabetes mellitus Typ II
beschaftigt, deutet auf eine Rolle der C-Mannosylierung bei Unterzuckerung hin [100].
Aufgrund der hydrophilen Natur des Mannose-Restes ist eine exponierte Position auf der
Auflenseite des Molekiils wahrscheinlich und konnte fiir RNase 2 bereits gezeigt werden
[101].

1.2.7 Weitere Glykosylierungsformen

Die  P-Glykosylierung  beschreibt die  Verknilipfung eines Glykans  mittels
Phosphodiesterbindung an einen Serin- oder Threoninrest eines Proteins. Die Modifikation
wurde in Schleimpilzen und anderen einzelligen Parasiten nachgewiesen, wobei die
Monosaccharide GlcNAc, Man, Xylose und Fuc in die Modifikation involviert sind [102].

Wird ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI) auf ein Protein iibertragen, spricht man von

Glypiation. Diese Glykosylierungsform ist in vielen eukaryotischen Zellen von der Hefe bis
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zum Saugetier zu finden. Sie dient der Verankerung von Glykoproteinen in der Zelloberflache
auf der Aufienseite der Zellmembran. GPI-verankerte Proteine sind ausgehend von ihrem
C-Terminus lber ein Phosphodiester eines Phosphoethanolamins an ein Trimannosyl-
glucosamin gebunden [103]. Der GPI-Anker beeinflusst den polarisierten Transport, die
Membrandiffusion und die Internalisierung des GPI-verankerten Proteins; aufierdem ist er an
der Signaltransduktion beteiligt.

Bei der Glykierung, die ohne Enzymvermittlung verlauft, werden Monosaccharide an Peptide
oder Lipide angehdngt. Sie ist durch die Interaktion von vorwiegend Glucose, Fructose oder
Galactose mit Aminosduren gekennzeichnet [104]. Der Grad der Glykierung wird vor allem
durch die Verfiigbarkeit der Monosaccharide und das Alter von Proteinen bestimmt. Altere
Proteine sind vermehrt glykiert [105]. Menschen mit erh6hter Glucosekonzentration im Blut
zeigen eine vermehrte Glykierung. Gelangt Glucose in den Blutstrom, bindet diese an das
Hamoglobin der roten Blutkdrperchen und bildet eine mehr oder weniger dicke
»Zuckerschicht. So basiert der HbAic-Blutzuckertest fiir Diabetiker auf der Messung von

glykiertem Hamoglobin [106].
1.3 Alpha 1-Antitrypsin - ein Serumglykoprotein

Alpha 1-Antitrypsin (A1AT), synonym o 1-Proteinaseinhibitor, gehort zur Gruppe der
natiirlich vorkommenden Serinprotease-Inhibitoren (Serpine). Das Serumglykoprotein wird
hauptsichlich in Hepatozyten, aber auch in anderen Zellen, wie Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten gebildet [107, 108]. A1AT hemmt die Aktivitit freier Proteasen.
Die hauptsachliche in vivo-Aktivitdt von A1AT ist allerdings die Hemmung der Neutrophilen
Elastase in der Lunge. Die Neutrophile Elastase wird von aktivierten neutrophilen
Granulozyten freigesetzt und kann, wenn sie nicht gehemmt wird, durch den Abbau von
Elastin zu ernsthaften Lungenschidigungen fithren [109]. In diesem Zusammenhang spricht
man von einem Ungleichgewicht von Protease und Antiprotease. A1AT gehort zu den
Akute-Phase-Proteinen. Bedingt durch Infektionen, Entziindungen oder auch
Tumorerkrankungen kommt es zu einer unspezifischen Immunreaktion. In diesem
Zusammenhang wird A1AT vermehrt synthetisiert, so dass die Konzentration von A1AT im

Serum ansteigt.

1.3.1 Biochemie von A1AT

Das Serumglykoprotein A1AT besteht als reife Polypeptidkette aus 394 Aminosduren und
weist drei komplexe N-Glykane (Asn 46, Asn 83, Asn 247) auf. Etwa 13-17% der molekularen
Masse von 52 kDa gehen auf den Gehalt an N-Glykanen zuriick [110]. Die N-Glykane haben
eine wichtige Bedeutung fir die Aufrechterhaltung der A1AT-Aktivitit, da sie die

Konformation des Proteins stabilisieren, Aggregation verhindern und aufierdem die

12



EINLEITUNG

Serumhalblebenszeit erhéhen [111, 112]. Fiir die Serumhalblebenszeit kommt insbesondere
den Sialinsduren der N-Glykane Bedeutung zu; aufierdem verleihen sie A1AT eine negative
Ladung. Aus humanem Serum gewonnenes A1AT tragt vor allem biantennire N-Glykane
(Asn 46 und Asn 247). Die Glykosylierungsstelle in Position Asn 83 zeigt neben biantennaren

N-Glykanen auch Anteile von tri- und tetraantennaren Strukturen [113].

reaktiver Loop
Met358
- Ser359

Asndé

Abbildung 8: Ridumliche Struktur von A1AT. Kristallstruktur der 394 Aminosduren langen
Polypeptidkette des reifen Proteins [114]. Markiert sind die drei natiirlichen N-Glykosylierungsstellen
und der reaktive Loop.

A1AT umfasst neun a-Helices und drei B-Faltblatter. Der reaktive Loop wird von einer
15 Aminosduren langen mobilen Schlaufe gebildet [115, 116]. Der einzigartige Mechanismus
der Inhibition geht in der Familie der Serpine mit einer tiefgreifenden Konformations-

anderung einher (Abbildung 9).

Trypsin

Abbildung 9: Mechanismus der Inhibition der
Serinprotease Trypsin durch A1AT. Auf der linken
Seite liegt Trypsin kurz vor Beginn der Inhibition
oberhalb von A1AT, welches deutlich das Met 358 im
reaktiven Loop zeigt. Auf der rechten Seite ist die um-
geordnete Struktur der beiden Molekiile dargestellt. Der
reaktive Loop wurde zwischen Met 358 und Ser 359 ge-
spalten. Durch die Inhibition verinderte Bereiche des
Trypsins (gestrichelt), B-Faltblitter (rot), reaktiver
Loop (gelb), Met358 (griin), Trypsin (cyan wund
magenta), aktives Ser 195 von Trypsin (rot) [117].

Eingeleitet wird der Prozess durch eine Reaktion des aktiven Serins der Protease (Ser 195)
mit dem Met 358 des reaktiven Zentrums von A1AT. Bei der irreversiblen Inhibition der
Protease kommt es zu einer Spaltung zwischen dem Met 358 und dem Serin 359 von A1AT.

Darauthin wird der reaktive Loop mit der fest gebundenen Protease auf die
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gegeniiberliegende Seite des Molekiils geklappt. Im Anschluss liegt ein kovalenter Komplex

von A1AT und der gebundenen Serinprotease vor [117-119].

1.3.2 A1AT-Mangelerkrankung

Laurell und Eriksson haben 1963 als Erste den Zusammenhang zwischen niedrigen
Plasmakonzentrationen von A1AT und den Symptomen eines Lungenemphysems entdeckt
[120]. Der A1AT-Mangel ist eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung. Diese ist auf
Mutationen des SERPINA1-Gens zuriickzufiihren, welches fiir A1AT codiert. Die Folge sind
quantitative und/oder qualitative Verdnderungen des A1AT im Serum. Die Verbreitung der
Erkrankung wird in Westeuropa und den USA auf 1:2500 bzw. 1:5000 bei Neugeborenen
geschatzt [1].

Die A1AT-Konzentration im Serum liegt bei Gesunden zwischen 1,5-3,5 mg/ml (oder 20-
48 uM) [121]. Die Diagnose einer Mangelerkrankung kann anhand des A1AT-Serumspiegels
oder mittels isoelektrischer Fokussierung erfolgen (Abbildung 10). Die haufigsten
Mangel-Allele in Nordeuropa sind PiZ und Pi S. Die Mehrheit der A1AT-Mangelerkrankten
mit klinisch auffdlligen Symptomen tragen das Pi ZZ Allel. Die Symptome variieren in ihrer
Auspragung von symptomlos bis zu schwerwiegenden Leber- oder Lungenerkrankungen. Der
ZZ-Typ und der SZ-Typ haben ein hohes Risiko fiir die Entwicklung von Symptomen im
Bereich der Atemwege (Husten, Atemnot), eine frithzeitige Entstehung eines Emphysems und
die Behinderung des Atemflusses in einer frithen Lebensphase. Die Ursache dafiir liegt in
einem Mangel an A1AT mit einer Serumkonzentration von unter 0,5 mg/ml (11 pM), welche
nicht mehr fiir die inhibitorische Wirkung von A1AT ausreicht, Elastase der Neutrophilen zu
inaktivieren. Dies fiihrt dazu, dass Bindegewebe in der Lunge abgebaut wird und fordert die
Ausbildung eines Emphysems. In der Regel manifestieren sich die Beschwerden in der dritten
bis vierten Lebensdekade. Auch Umweltfaktoren, wie Luftverschmutzung oder der Kontakt
mit feinen Stiuben, sind ein zuséatzliches Risiko fiir A1AT-defiziente Menschen. Besonders
gefdhrdet sind Raucher, da der Zigarettenrauch zur Oxidation des Met 358 fiihrt, was eine
Inaktivierung von A1AT zur Folge hat. Diese Faktoren konnen das Voranschreiten der
Erkrankung beschleunigen.

Der ZZ-Typ steht ebenfalls in Verbindung mit der Entstehung akuter oder chronischer
Lebererkrankungen in der Kindheit oder im Erwachsenenalter, da der Mangel haufig auf eine
unzureichende Sekretion zuriickzufiihren ist. In der Folge kommt es zu einer globuldren
Akkumulation von A1AT in Leberzellen und im weiteren Verlauf zu ihrer Apoptose [122]. Ein
durch eine Leberzirrhose hervorgerufenes Leberversagen kann auftreten. Seit etwa 1985
werden Patienten mit A1AT aus humanem Plasma behandelt, um das aktive zirkulierende
A1AT auf eine schiitzende Serumkonzentration zu steigern. Bei einer Serumhalblebenszeit

von 5-6 Tagen sind Patienten momentan zu wéchentlichen Applikationen gezwungen (60 mg
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A1AT/kg Korpergewicht). Um die Lunge vor weiteren entzlindlichen Reizen zu schiitzen,
sollten Patienten das Rauchen aufgeben, verschmutzte Luft meiden und die jahrliche
Grippeschutzimpfung wahrnehmen. Im Endstadium einer Lungen- oder Lebererkrankung

bleibt lediglich die Organtransplantation.

MM [
MS ' Abbildung 10: A1AT-Serumkonzentration
g M ! verschiedener Pi-Phinotypen im Ver-
g §S | ] gleich. Die isoelektrische Fokussierung von
£ MNul | ' Serum (Pi) wird eingesetzt, um Aufschluss
& P — iiber die vorhandene Mutation eines
77 Patienten mit A1AT-Mangel zu gewinnen.
— Das erhaltene charakteristische Banden-

Null @©

. ‘ : | . muster kann einem Pi-Typ zugeordnet
20 40 60 80 100 werden. Der Pi-Typ Kkorreliert mit der
A1AT-Serumkonzentration. Abbildung aus
Fregonese et al. [1].
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1.4 Substitutionstherapie

A1AT konnte bereits in verschiedenen Organismen produziert werden. Dazu zahlen E. coli,
Saccharomyces cerevisiae, Insekten- und Chinese Hamster Ovary-Zellen (CHO), transgene
Pflanzen und Tieren. Das Fehlen der N-Glykanaustattung des so gewonnenen A1AT hatte
dabei eine schnelle renale Clearance zur Folge. Dies ist auf die fehlende negative Ladung des
Molekiils zuriickzufiihren. Fiir die Therapie wurde allerdings bisher kein rekombinantes
A1AT zugelassen [123]. Da nur ein geringer Prozentsatz des applizierten A1AT die Lunge
erreicht, wurden verschiedene Versuche unternommen, A1AT direkt in die Lunge
einzubringen, beispielsweise durch Erzeugung von A1AT-Aerosolen [124, 125]. Erste Erfolge
gab es bereits auf dem Gebiet der Gentherapie im Tierversuch mit hA1AT-
iiberexprimierenden Makrophagen, die in die Atemwege eingebracht wurden [126]. Andere
Ansatze zur Verlingerung der Serumhalblebenszeit verfolgen die Steigerung der
Oxidationsresistenz [127] oder eine Molekiilvergroferung durch PEGylierung von A1AT
[128, 129].

1.5 Glykosylierung in der Biotechnologie

Glykosylierung findet spezies- und zelltypspezifisch statt. Ebenso kann auch das Alter einer
Zelle Einfluss auf die Glykosylierung haben und zu Veradnderungen fithren [130]. Die
unterschiedlichen Glykosylierungsmuster sind vor allem durch die Expression, Konzentration
und Kompartimentierung der Glykosyltransferasen und Glykosidasen bedingt [20]. Die
Zellspezifitit ist insbesondere bei der Expression rekombinanter Glykoproteine von
Bedeutung. Sollen sie als Therapeutikum eingesetzt werden, erfordert dies eine sorgfiltige

Auswahl der Produktionszelllinie. Die Mikroheterogenitit der Glykanstrukturen in
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Glykoproteinen macht eine Charakterisierung des Produkts besonders schwierig. Da bereits
leichte Veranderungen des physiologischen Zustandes Auswirkung auf die Glykanausstattung
haben, ist die Produktion mit gleichbleibender Glykanausstattung die grofite
Herausforderung. Fiir den Einsatz als humanes Therapeutikum muss eine humanihnliche
Glykosylierung der Glykoproteine gewéahrleistet werden. Das erfordert eine aufwandige und
kostenintensive Kultivierung von Saugerzellen. Eine haufig verwendete Zelllinie in der
Produktion ist die CHO-Zelllinie. Diese Zellen sind in der Lage, komplexe humandhnliche
N-Glykane zu synthetisieren [131]. Allerdings sind aufgrund der fehlenden
a (2-6) Sialyltransferase nur o (2-3) verkniipfte Sialinsduren vorhanden [132]. Zudem
kénnen bei der Expression von Glykoproteinen in der CHO-Zelllinie neben der Neu5Ac auch
geringe Anteile von N-Glycolylneuraminsdure (Neu5Gc) nachgewiesen werden. Da Neu5Gc
nicht im humanen System vorkommt, besteht die Moéglichkeit, dass diese Sialinsdure als
fremdes Epitop erkannt wird und eine Immunreaktion auf das glykosylierte Therapeutikum
zur Folge hat [133, 134].

1.5.1 Modifikation von Glykanstrukturen

Das so genannte Glycoengineering versucht durch gezielte Veranderung der Glykanstrukturen
die Eigenschaften, die diese vermitteln, zu nutzen. Dabei sind die pharmakologischen
Faktoren, wie die Serumhalblebenszeit und die in vivo-Aktivitiat, von besonderem Interesse.
Ansatzpunkte findet das Glycoengineering durch das Einbringen zusatzlicher
N-Glykosylierungsmotive in die Polypeptidsequenz [135], das Anhdngen von Peptiden [132,
136], die PEGylierung [128], die Verwendung von Monosaccharidanaloga [137], die
Optimierung von Expressionsprozessen und die Erhohung der Glykanhomogenitiat durch
gezielte Expression und Lokalisation von Glykosyltransferasen und Glykosidasen in einer
Expressionszelllinie [132, 138]. Die Verdnderung bereits vorhandener Glykanstrukturen im
Anschluss an die Expression ist mittels spezifischer Enzyme moglich. Beispielsweise kann die
Behandlung mit Galactosyl- und Sialyltransferasen zu einem erhéhten Anteil an Sialinsauren
fiihren. Nach Behandlung mit einer Sialyltransferase konnte der Sialylierungsgrad von TNFR-
IgG deutlich erhoht werden [139]. Eine chemische Modifikation von Glykanstrukturen auf der
Zelloberflache war ebenfalls erfolgreich [140, 141]. Die Entwicklung der vollautomatischen
chemischen Synthese von Oligosacchariden ist bereits wegweisend und ldsst an eine
Synthese von Glykanen denken, wie sie fiir Peptide und Nukleotide schon tiglich angewandt
wird [142, 143].

Durch Glycoengineering konnte die Serumhalblebenszeit und die in vivo-Aktivitit des
therapeutisch relevanten Glykoproteins Erythropoetin (EPO) gesteigert werden. Das
Glykoprotein-Hormon wird hauptsachlich in der Niere gebildet und stimuliert die

Erythropoese (Bildung der roten Blutkérperchen) im Knochenmark [144, 145].
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Rekombinantes humanes EPO wird zur Behandlung von Andmien eingesetzt, beispielsweise
bei chronischen Nierenerkrankungen, HIV-Infektionen oder nach Chemotherapien. Das
165 Aminosduren lange Glykoprotein EPO weist drei N-Glykosylierungsstellen (Asn 24,
Asn 38, Asn 83) und eine 0-Glykosylierungsstelle (Ser 126) auf. Das durch Glycoengineering
verbesserte EPO weist zwei zusitzliche N-Glykosylierungsmotive auf, die hochsialylierte
N-Glykane tragen. Durch diese Modifikation konnte eine dreifache Steigerung der
Serumhalblebenszeit erreicht werden [135, 146]. Die verbesserte Serumhalblebenszeit wird
zusatzlich durch den erhohten Sialylierungsgrad und die damit verbundene verminderte
Affinitdt zum EPO-Rezeptor beglinstigt. Nach Rezeptoraktivierung 16st sich EPO und wird
anschliefSend nicht degradiert [147, 148]. Die Steigerung der in vivo-Aktivitit und die
verlangerte Serumhalblebenszeit ermoglichen eine Verlangerung der Zeitrdume zwischen
den Applikationen, was zu einer erhohten Lebensqualitit der Patienten und weniger
Behandlungskosten fiihrt. Die meisten Methoden des Glycoengineering richten sich auf die
Beeinflussung der Biosynthese, welche durch die Verdnderung der an der Glykansynthese
beteiligten Enzyme erreicht und mehr und mehr an das humane System angepasst wird
[138].

Horstkorte et al. konnten durch die Modifikation der Sialinsdure eine biologische
Stabilitdtserh6hung (26 h auf 40 h) des hochsialylierten CEACAM 1 erreichen. Durch den
Einsatz eines nicht natiirlichen Monosaccharidvorldufers wurde die N-Acetylneuraminsaure
gegen N-Propanoylneuraminsdure (Neu5Prop) ausgetauscht [137]. Durch das Biochemical
Engineering mit N-Propanoylmannosamin (ManNProp) konnen Einbauraten von 10-85 %
erreicht werden [149]. In anderen Arbeiten konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Einsatz
von metabolischen Analoga zum Austausch der natiirlichen Sialinsdure fiithrt [149]. Die
Modifikation der N-Acetyl- zu einer N-Propanoyl-Gruppe reduziert die Affinitdt zwischen
Virus und Wirtszelle deutlich [150, 151]. In Abhéngigkeit vom verwendeten
N-Acylmannosamin-Derivat  konnte eine deutliche Verdnderung anhand der
sialinsdureabhangigen Infektion durch zwei verschiedene Polyomaviren beobachtet werden.
Die Einfliisse der verdnderten Sialinsdure reichen von 95 % Hemmung bis zu einer
siebenfachen Steigerung der Affinitdit in Abhangigkeit von der N-Acyl-Gruppe in der
C 5-Position der Sialinsdure [152].
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Abbildung 11: Metabolisierung des
nicht physiologischen Vorlaufers
N-Propanoylmannosamin (ManNProp).
Der nicht natiirliche Vorldufer ManNProp
wird nach Aufnahme in die Zelle in den
Biosyntheseweg eingeschleust. Das
Analogon durchlauft die Synthese wie der
natiirliche Vorldufer ManNAc und wird in
die Glykokonjugate integriert (orange),
beteiligte Enzyme (grau). In Anlehnung an

Horstkorte et al. [137].

Der Einbau nicht physiologischer Vorlaufer ist durch die Linge der Seitenkette limitiert.
Weist diese mehr als fiinf C-Atome auf, sinken die Einbauraten dramatisch. Dieser Effekt ist
auf die reduzierte Affinitit der ManNAc-6-Kinase des bifunktionalen Enzyms GNE
zuriickzufiihren [153, 154]. In vivo-Versuche mit N-Propanoylmannosamin fithrten zu einem
Einbau des Analogs in die Glykanstrukturen und konnten in den Mausorganen mit einer
Einbaurate von bis zu 68 % nachgewiesen werden [155]. Aufgrund der positiven
Gewebegingigkeit liegt die Uberlegung nahe, ManNProp auch fiir die Lokalisation und
Behandlung von Tumoren einzusetzen, da solche in der Regel eine hohe Sialylierungsrate
aufweisen. Zusatzlich konnte ein Einfluss von N-Acetyl- und N-Propanoylmannosamin auf die
neuronale Differenzierung von PC 12-Zellen gezeigt werden [156].

Die Verwendung des nicht natiirlichen Monosaccharids 2-Desoxy-D-galactose (2dGal) fiihrt
zum Austausch der subterminalen Struktur, an die die Sialinsdure angekniipft wird. Der
Als

2-Desoxy-D-glucose, die als wirksamer Glykosylierungsinhibitor beschrieben wurde [157,

Einbau wurde in vivo und in vitro nachgewiesen. Nebenprodukt entsteht
158]. Arbeiten von Biichsel et al. und Geilen et al. zeigen zudem einen Einfluss der 2dGal auf

die a (1-2) Fucosylierung [159, 160].

1.6 Glykananalyse

Die Glykananalyse stellt aufgrund der verzweigten Strukturen von N-Glykanen, die sich in
ihrem Verkniipfungstyp und der Anzahl der Verzweigungen unterscheiden kénnen, eine

enorme Herausforderung dar. Die mogliche Heterogenitit der Strukturen an einem
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Glykosylierungsmotiv erhoht den Analyseaufwand =zusatzlich. Soll jede mogliche
Glykanstruktur fiir ein bestimmtes Asparagin beschrieben werden, muss jede Struktur
sequentiell analysiert werden, um ein Glykanprofil erstellen zu kénnen. Diese ausfiihrliche
Analytik hat insbesondere in der angewandten klinischen und der biomedizinischen
Forschung Relevanz, denn bei einem Grofsteil der Biomarker handelt es sich tatsdchlich um
Glykoproteine [161]. Die kontinuierlichen Fortschritte bei der Entwicklung neuer Messgerate
und Methoden erlauben eine hochsensitive Analyse von Glykoproteinen. Jedoch lasst sich im
seltensten Fall eine Methode direkt auf ein anderes Glykoprotein tibertragen. Haufiger muss
sie entsprechend den Eigenschaften des Glykoproteins modifiziert werden.

Die Freisetzung der N-Glykane erfolgt in der Regel enzymatisch mittels PNGase F [162]. Sind
die Glykosylierungsstellen fiir das Enzym nur schwer zugdnglich, kann die
PNGase F-Behandlung durch eine vorhergehende Denaturierung mittels SDS in Kombination
mit f-Mercaptoethanol oder einem Trypsinverdau unterstiitzt werden. Im Anschluss konnen
eine Trennung der Peptidketten und der abgespaltenen N-Glykane und eine Entsalzung
erfolgen. Fir den Nachweis und die Beurteilung von N-Glykanen ist eine
Monosaccharidanalyse sinnvoll [163]. Die Beurteilung der N-Glykanmuster ist mittels
Massenspektrometrie (MS) moglich. Anhand sequentieller Exoglycosidaseverdaus lassen sich
N-Glykanstrukturen und deren Verknilipfungstypen aufklaren [164, 165]. Zusatzlich werden
fir die Erstellung von Glykanprofilen haufig Molekiile zur Markierung der N-Glykane
eingesetzt, da Kohlenhydrate unter nativen Bedingungen keine ausgepragten Eigenschaften
fiir eine Detektion aufweisen. Fiir einen Sialinsdurenachweis kann eine Derivatisierung des
Monosaccharides mit 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB) erfolgen [166, 167]. Die
Markierung des Glykans mit 2-Aminobenzamid (2AB) kann Aufschluss iiber den
Sialylierungsgrad geben. Uber die ladungsabhingige Auftrennung nach ungeladenen,
einfach-, zweifach-, dreifach- und vierfachgeladenen N-Glykanen ist eine Beurteilung der
Sialylierung moglich. Dartliber hinaus ldsst die Fragmentierung 2AB-markierter N-Glykane

zuverladssige Aussagen Uber die Position der Fucose zu [168].
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1.7 Zielsetzung

In den letzten Jahren haben rekombinante Proteine in der Therapie schwerer Erkrankungen
an Bedeutung gewonnen. Bei ihrer Produktion sind insbesondere die posttranslationalen
Modifikationen eine Herausforderung und erfordern eine sorgfiltige Wahl des
Expressionssystems. Die Anwendung eines rekombinanten Proteins als Therapeutikum setzt
zudem eine gleichbleibende Proteinqualitit sowie eine geringe Immunogenitit durch
mogliche posttranslationale Modifikationen voraus. Aufierdem wird der Einsatz vieler

Proteine durch eine niedrige Aktivitit und eine schnelle Clearance begrenzt.

Eine Strategie zur Verldngerung der Serumhalblebenszeit ist die Hyperglykosylierung von
Proteinen. Diese sollte durch das Einfiigen zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive in die
Proteinsequenz von A1AT erfolgen. Zusatzliche N-Glykosylierungsstellen sollten anhand der
vorhandenen Kristallstruktur des humanen A1AT ausgewahlt werden. Zunachst sollten
Varianten mit jeweils einem zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiv erzeugt werden. Die
Expression sollte mittels HEK293-Zellen, CHO-Zellen und der neuen Zelllinie AGE1.HN
erfolgen. Bei erfolgreicher Nutzung eines eingefiigten N-Glykosylierungsmotivs sollten
Kombinationen aus den Einzelvarianten generiert werden. Im Anschluss sollte eine Analyse
der N-Glykanstrukturen mittels MALDI-TOF-MS, Kapillarelektrophorese und verschiedenen
HPLC-Methoden erfolgen. Die neuen Proteinvarianten sollten im Vergleich zu A1ATwt auf

ihre Aktivitiat und anhand der Pharmakokinetik im CD-1-Maus-Stamm untersucht werden.

Die Degradation von Glykoproteinen aus dem Serum ist abhdngig von der Vollstandigkeit der
Sialylierung. Diese wird durch die Aktivitit von Sialidasen im Serum beeinflusst. Durch die
Supplementierung mit den nicht natiirlichen Monosacchariden 2dGal und ManNProp
wahrend der Kultivierung der A1ATwt exprimierenden HEK293-Zellen sollten die
subterminale Galactose und die terminale Sialinsdure metabolisch gegen die entsprechenden
Analoga ausgetauscht werden. Der Einbau sollte anhand der isolierten N-Glykane
nachgewiesen und quantifiziert werden. Im Weiteren sollte der Einfluss der verdnderten
Monosaccharidbausteine auf die Sialidaseresistenz mittels Neuraminidase-Assay untersucht
werden. Ein in vivo-Test im CD-1-Maus-Stamm sollte Aufschluss iiber eine verdnderte

Pharmakokinetik geben.

Da eine optimierte N-Glykosylierung mit terminal vollstdndiger Sialylierung den Abbau eines
Serumglykoproteins verzogert, sollte eine neue Zelllinie generiert werden, die stabil humane
a (2-6) Sialyltransferase und humane f (1-4) Galactosyltransferase produziert, die an der
N-Glykansynthese beteiligt sind. Eine mogliche Verdnderung der N-Glykanmuster sollte
mittels MALDI-TOF-MS-Analyse und HPAEC-PAD erfolgen. Im Fall einer verdnderten
N-Glykanaus-stattung, sollte die Analyse der Pharmakokinetik im CD-1-Maus-Stamm

erfolgen.
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2 Ergebnisse

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das therapeutisch bedeutsame Serumglykoprotein
alpha 1-Antitrypsin (A1AT). Im Hinblick auf seine therapeutische Relevanz steht die Funktion
der angekniipften N-Glykane fiir eine Verldngerung der Halbwertzeit im Serum im
Vordergrund. Fiir die Umsetzung dieses Ziels wurden verschiedene Ansatze verfolgt. (1) Der
Glykosylierungsgrad soll durch Einfiigen zusdtzlicher N-Glykosylierungsmotive verdndert
werden. (2) Ein Einfluss auf die enzymatische Freisetzung der terminalen Strukturen der
N-Glykane wird durch die Gabe nicht natiirlicher Monosaccharide wahrend der Expression
und den damit verbundenen Austausch der terminalen Monosaccharide (Glycoengineering)
verfolgt. (3) Eine moglichst humane physiologische Glykosylierung soll mit einer neu
entwickelten humanen neuronalen Zelllinie erreicht werden. (4) Eine optimierte
Glykosylierung mit terminal vollstindiger Sialylierung wird mit Hilfe einer neu generierten
Zelllinie anvisiert. Diese ist hinsichtlich ihrer Glykosylierungsmaschinerie zielgerichtet
optimiert. (5) Zum Nachweis der Wirksamkeit wurden ausgewdhlte A1AT-Varianten

pharmakokinetischen Tests unterzogen.

2.1 Erhohung des Glykosylierungsgrades in HEK293-Zellen

Die Positionen der zuséatzlichen N-Glykosylierungsstellen wurden anhand der vorhandenen
Kristallstruktur des humanen A1AT gewahlt [114]. Um eine gute Zuganglichkeit fiir Glykosyl-
transferasen zu gewahrleisten, wurden in Anlehnung an die Position der drei natiirlichen
N-Glykosylierungsstellen die dufieren Loop-Bereiche ausgewdahlt. Der Bereich des reaktiven
Loops wurde nicht verandert, um die Aktivitit des Serinprotease-Inhibitors nicht zu beein-
trachtigen. Potentielle N-Glykosylierungsstellen wurden dem N-Glykosylierungsmotiv NxT
folgend eingefiigt, da dieses auch fiir die natiirlichen Motive vorliegt und zwei- bis dreimal

haufiger glykosyliert wird als das Motiv NxS [32].
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Met358 .

Abbildung 12: Kristallstruktur des rekombinanten humanen A1AT in aktiver Form. (A) Die

Struktur zeigt den reaktiven Loop mit dem fiir die Aktivitit wichtigen Methionin in Position 358

[114]. (B) Die drei natiirlichen N-Glykosylierungstellen sind markiert. (C) Die zusatzlich eingefiligten

N-Glykosylierungsmotive sind hervorgehoben. Die entsprechenden Aminosduren sind gelb

gekennzeichnet.

Die ausgewadhlten Positionen sind im Folgenden nach der Position des Asparagins (N)
benannt, welches fiir die Verkniipfung des N-Glykans verwendet wird. Varianten mit
mehreren zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven setzen sich aus den Einzelvarianten

zusammen (Abbildung 13).

13 16 26 36
MPSSVSWGIL LLAGLCCLVP VSLAEDPQGD AAQKTDTSHH DQDHPTFNKI TPNLAEFAFS
46 56 66 76 86 96
LYRQLAHQS NIFFSPVS IATAFAMLSL GTKADTHDEI LEGLNFNLTE IPEAQIHEGF N9O
106 116 126 136 146 156
N]OB QELLRTLNQP DSQLOQLTTGN GLFLSEGLEL VDKFLEDVEK LYHSEAFTVN FGDTEEAKKQ N-|23
166 176 186 196 206 216
INDYVEKGTQ GKIVDLVKEL DRDTVFALVN YIFFKGKWER PFEVKDTEEE DFHVDQVTTV N201
226 236 246 256 266 276
KVPMMKRLGM FNIQHCKKLS SWVLIMKYLG AIFFLPD EGKLQHLENE LTHDIITKFL
286 296 306 316 326 336
ENEDRRSASL HLPKLSITGT YDLEKSVLGQL GITKVFSNGA DLSGVTEEAP LKLSKAVHKA
346 356 366 376 386 392
VLTIDEKGTE AAGAMFLEAI PMSIPPEVKF NKPFVFLMIE ONTKSPLFMG KVVNPTQK

Abbildung 13: Positionen der natiirlichen und zusatzlich eingefiigten N-Glykosylierungsmotive
des A1AT. Die Proteinsequenz umfasst 418 Aminosduren und beinhaltet das N-terminale Signalpeptid
von 24 Aminosduren Linge (grau), die drei natiirlichen N-Glykosylierungsmotive in Positionen N46, N83
und N247 (griin) sowie die zusatzlich ausgewdhlten Positionen fiir die durch Mutagenese-PCR
eingefligten N-Glykosylierungsmotive A%°N/I92T (N90), S108N/L110T (N108), G123N/K125T (N123), K20IN
(N201) (blau). Das reaktive Methionin befindet sich im reaktiven Loop in Position 358 (rot) [169]. Die
Nummerierung bezieht sich auf die Aminosaureposition ohne Signalpeptid.
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2.1.1 Generieren der eukaryotischen Expressionsplasmide

Ausgehend von dem Plasmid pslLoxA1AT wurde die A1ATwt-Sequenz iiber die
Restriktionsschnittstellen Xbal und Kpnl in die Multiple Cloning Site des eukaryotischen
Expressionsvektors pcDNA3.1zeo(+) kloniert.

Restriktionsverdaus von A1ATwt und pcDNA3.1zeo. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte in einem 1%igen Agarosegel. Die
Doppelverdaus fiihrten zu den DNA-Fragmenten erwarteter Grofle.
dsA1ATwt/Kpnl/Xbal: 1,697 kb; pcDNA3.1zeo/Kpnl/Xbal: 4,95 kb.

——
1.5 - Abbildung 14: Agarosegel zur Kontrolle der gelgereinigten
—

Durch Ligation entstand das neue Konstrukt pcDNA3.1zeo-A1ATwt. Ausgehend von diesem
Plasmid, wurden zunachst Varianten mit jeweils einer zusatzlichen N-Glykosylierungsstelle
erzeugt. Fiir die Kombinationen verschiedener N-Glykosylierungsstellen wurde durch
erneute Mutagenese ein zusatzliches Motiv in die vorhandenen Varianten eingebracht. Die
durch DNA-Sequenzierung bestatigten Varianten wurden fiir die stabile Transfektion von

HEK293-Zellen mittels Lipofectamin eingesetzt.

2.1.2 Expression und Aufreinigung der A1AT-Varianten

Die Expression erfolgte in HEK293-Zellen, einer humanen embryonalen Nierenepithelzellli-
nie, die in Gegenwart von Serum im Kulturmedium adharent wachst [170]. Nach Selektion
der Transfektanten wurde auf serumfreie Kultivierung umgestellt, um die sekretierten
A1AT-Varianten direkt aus dem Uberstand aufzureinigen. Die Expression wurde im
Batch-Verfahren unter konstanten Expressionsbedingungen (37 °C; pH 7,0; 120 rpm) durch-
gefiithrt, um einen moglichen Einfluss der Expressionsbedingungen auf die Glykosylierung
gering zu halten. Dabei wurden Parameter wie Vitalzellzahl, Glucose-, Glutamin-,
Ammonium-, Laktat- und Glutamatkonzentration iiberwacht (Abbildung 15). Der Prozess
wurde vor Unterschreiten einer Vitalitat von 80 % abgebrochen, um zu gewahrleisten, dass
gentigend Substrat fiir die Glykosylierung der rekombinanten Proteinvarianten und fiir das
Wachstum der Zellen zur Verfiigung stand. Glucose und Glutamin dienen als

Hauptenergiequellen eukaryotischer Zellen, deren Hauptabbauprodukte, Laktat bzw.
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Ammonium, in hoheren Konzentrationen das Wachstum und den Stoffwechsel der Zellen

hemmen und zum Absterben der Zellen fiihren [171].

Vitalzellzahl Glucosekonzentration
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Abbildung 15: Uberwachte Parameter im Batch-Prozess wihrend der Expression von A1ATwt.
Die Prozessparameter pH-Wert und Sauerstoffsattigung (pO:) wurden mittels Sonden online
iiberwacht. Die Konzentrationen der Supplemente und der Stoffwechselprodukte wurden am
Bioprofiler bestimmt.

Bei einem optimalen Prozessverlauf liefs sich nach kurzer lag-Phase (Verzogerungsphase) ein
exponentieller Anstieg der Vitalitdt verzeichnen. Wahrend des Batch-Prozesses wurde die
Zunahme an exprimiertem A1ATwt im Kulturiiberstand getestet und verfolgt. Die
Energiequellen Glucose, Glutamin und Glutamat wurden in den sechs Tagen nahezu
vollstindig verwertet. Flr die Stoffwechselprodukte Laktat und Ammonium konnte eine

Zunahme gemessen werden (Abbildung 15).
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Zur Kontrolle der A1ATwt-Expression wurde tdglich eine Probe der Expressionskultur
mittels SDS-PAGE und folgender Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 16A). Zum
Vergleich der Expression der A1AT-Neoglykoproteine wurden diese ebenfalls im
Kulturiiberstand mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 16B).

A B

& &
kDa S @ > $
Tagl 2 3 4 5 6 FLRELS VT
100—-
75 = 75—
50— FATATwH Jarar
50—

Abbildung 16: Nachweis der Expression von A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteinen im
Zellkulturiiberstand. (A) Zeitverlauf der Expression von A1ATwt in serumfreiem Medium. (B) Drei
Tage nach Prozessbeginn wurde der serumfreie Uberstand der A1AT-Varianten mit einer zusitzlichen
N-Glykosylierungsstelle getestet. Die Auftrennung erfolgte unter reduzierenden Bedingungen mittels
10 % SDS-PAGE, die Detektion erfolgte mittels Coomassie-Farbung.

In der SDS-PAGE lasst sich eine kontinuierliche Zunahme von A1ATwt im Kulturiiberstand
nachweisen. Die Proteinbande flir A1ATwt liegt erwartungsgemaf3 bei einer Molekularmasse
von 52 kDa (Abbildung 16A). Die Neoglykoproteinvarianten mit einer zusatzlichen N-Glyko-
sylierungsstelle zeigen im Vergleich zu A1ATwt einen Bandenshift zu einer groéfleren
molekularen Masse. Dabei zeigte sich fiir die Varianten N90 und N201 eine geringere
Groflenzunahme als fiir die Varianten N108 und N123. Dies lasst auf eine unvollstindige
Glykosylierung der Varianten N90 und N201 schlief3en (Abbildung 16B).

2.1.3 Anionenaustauschchromatographie

Zur weiteren Analyse von A1ATwt und der A1AT-Neoglykoproteine war es notwendig, diese
aus dem Zellkulturiiberstand zu reinigen. Nach Prozessende wurden die Zellkulturiiber-
stinde zentrifugiert. Die so gewonnenen Uberstinde wurden filtriert (0,22 um), um auch
kleine Zelltrimmer zu entfernen. Im Anschluss wurde eine Anionenaustauschchromato-
graphie (AAC) durchgefiihrt.

Die Expressionsraten lagen fiir A1ATwt und die A1AT-Varianten zwischen 5-100 pg/ml. Um
ausreichende Proteinausbeuten zu erhalten, wurden bis zu 300 ml Zellkulturiiberstand auf
die AAC-Saule geladen. Die Proteinvarianten wurden mittels linearem Salzgradienten von der
Séule eluiert, da die Chlorid-lonen mit den negativ geladenen Gruppen des Proteins um die

Bindung am Anionenaustauscher konkurrieren.
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‘ \ Abbildung 17: Elutionsprofil der
[ \ | Anionenaustauschchromatogra-
I/ \‘ phie fiir A1ATwt. Gesammelte

| \ v Fraktionen (schwarz), NacCl-
/,rﬂl' \\ . Gradient 0-1M (griin), 280 nm
Hxﬁﬁgﬁjjﬁ/fﬁ N UV-Messung (pink), Leitfiahigkeit
= DLl Lllbdobd bobdoladudedel v ———— " (braun).
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A1AT eluiert bei einer NaCl-Konzentration von 250-700 mM. Die gewonnenen Fraktionen

wurden mittels SDS-PAGE und anschlieffender Coomassie-Farbung tiberpriift.
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150 — Us DF1-4 5 6 7 8 9 10 Abbildung 18: Kontrolle von

100— A1ATwt-Fraktionen der Anionenaus-

75— tauschchromatographie. Gelelektropho-

50 - - - }A]Ath retische Trennung mittels 10 %-SDS-
- PAGE wund Coomassie-Farbung der

37—

AAC-Fraktionen (1-10), Zellkulturiiber-

stand (US), Durchfluss (DF), vereinigte
Waschfraktionen (1-4).

In Abbildung 18 ist das Ergebnis eines Kontrollgels beispielhaft fiir A1ATwt gezeigt. Der
Zellkulturiiberstand zeigt bereits eine Bande in Hohe der erwarteten Molekularmasse von
52 kDa. Nach AAC weisen der Durchfluss und die Waschfraktionen kein A1AT auf. Das
rekombinante Protein wurde also erfolgreich an die Q Sepharose gebunden. A1ATwt eluierte
mit hochster Konzentration in den Fraktionen 5-8. Es zeigen sich allerdings noch deutliche
Nebenbanden anderer Proteine. Die Fraktionen 5-8 wurden vereinigt und mittels

Ultrafiltration aufkonzentriert. Im Anschluss wurde A1ATwt mittels Gelfiltration weiter
gereinigt und entsalzt.
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Abbildung 19: Elutionsprofil

der Gelfiltration von

A1ATwt. Zeitpunkt der Injek-

tion (grin), UV-Messung

215nm (schwarz), 254 nm
e (rot), 280 nm (blau).

Die UV-Absorption zeigt ein deutliches Maximum bei 80-95 ml. Zur Analyse der aus der

Gelfiltration = gewonnenen Fraktionen

Coomassie-Farbung analysiert.
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wurden diese mittels SDS-PAGE und

Abbildung 20: Fraktionen des
gereinigten A1ATwt nach der Gel-
filtration. Gelelektrophoretische Tren-
nung der Gelfiltrationsfraktionen mittels
10 %-SDS-PAGE und anschlief}ende Coo-
massie-Farbung, Q Sepharose-gereinigtes
A1ATwt (SQ), Fraktionen 8-15 (F8-15).

Das Protein konnte mit nahezu vollstindiger Homogenitdt in den Fraktionen 10 bis 13

wiedergefunden werden (Abbildung 20). Das Q Sepharose-gereinigte A1ATwt wies deutliche

Nebenbanden auf, welche durch die Gelfiltration abgetrennt werden konnten. Die mit Hilfe

des BCA-Assays bestimmten Proteinkonzentrationen der aufgereinigten A1AT-Varianten

lagen zwischen 100 pg/ml und 1500 pg/ml.
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Die gereinigten A1AT-Varianten zeigen im Vergleich zum A1ATwt mit jedem zusatzlichen
N-Glykosylierungsmotiv einen Groflenshift von etwa 3 kDa. Die Kombination mit drei zu-
satzlichen Motiven zeigt die grofite molekulare Masse (Abbildung 21). Wie fiir die
Einzelmutanten N90 und N201 konnte auch fiir die Kombinationen der Motive N90/201 und
N123/201 ein etwas geringerer Bandenshift beobachtet werden. Weiterhin zeigt sich ein fir

Glykoproteine typisches unscharfes Bandenmuster, das auf eine heterogene

Glykanaustattung hindeutet.

2.2 Test auf Aktivitit der A1AT-Varianten

Eine Veranderung der Proteinsequenz und das Anfiigen zusatzlicher N-Glykane kann Auswir-
kung auf die Struktur und/oder die Aktivitidt der rekombinanten A1AT-Varianten haben. Der
Serinprotease-Inhibitor A1AT hemmt unter physiologischen Bedingungen Neutrophile
Elastase in der Lunge [1, 172, 173]. Dariiber hinaus inhibiert A1AT einer Reihe weiterer
Proteasen wie Trypsin, Chymotrypsin, Cathepsin G, Plasmin, Thrombin und Proteinase 3
[174, 175]. Um den Einfluss der zusitzlichen N-Glykosylierungsmotive zu untersuchen,
wurden die neuen A1AT-Varianten im Vergleich zum A1ATwt auf ihre inhibitorische Wirkung
gegeniiber Trypsin getestet (4.6.4). Hierfiir wurde zundchst die A1AT-Konzentration der
ensprechenden Fraktion aus der Gelfiltration mittels A1AT-ELISA exakt bestimmt. Nach
10-miniitiger Vorinkubation von 0,3 pug A1AT mit 0,5 pg Trypsin wurde die Aktivitit von

freiem Trypsin mit dem chromophoren Substrat BAPNA bestimmt.
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Abbildung 22: A1AT-Aktivitiatsassay. Die Aktivitit von A1ATwt wurde auf 100 % Aktivitat gesetzt
und im Verhaltnis zu den A1AT-Varianten betrachtet. Fiir jede Variante wurden drei unabhéngige
Tests in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Gezeigt wird der Standardfehler der Mittelwerte (SEM),
T-Test im Vegleich zu A1ATwt (** p<0,01).

Die gemessene Absorption von A1ATwt wurde auf 100 % Aktivitat gesetzt und mit der
relativen Aktivitat der Neoglykoproteine verglichen (Abbildung 22). Im Vergleich zur inhibi-
torischen Wirkung des A1ATwt gegeniiber Trypsin konnten innerhalb der Standard-
abweichung keine Aktivititsunterschiede fiir die neu generierten A1AT-Varianten mit

erhohtem Glykosylierungsgrad gemessen werden.

2.3 N-Glykananalyse der A1AT-Varianten

Neben dem A1ATwt standen acht neue A1AT-Varianten mit erhéhtem Glykosylierungsgrad
zur Verfiigung. Darunter vier Einzelvarianten (N90, N108, N123, N201), drei Doppelvarianten
(N90/123, N90/201, N123/201) und eine Dreifachvariante (N90/123/201). Die Analyse der
Varianten im Vergleich zum A1ATwt sollte Aufschluss tber mdgliche Veranderungen im
N-Glykanmuster geben. Um Unterschiede in der Glykosylierung zu untersuchen, wurden
verschiedene Methoden angewendet. Die im Folgenden verwendeten Symbole und

Abktirzungen der einzelnen Monosaccharide sind im Anhang dargestellt.

2.3.1 Monosaccharidanalyse mittels HPAEC-PAD

Die Monosaccharidanalyse mittels HPAEC-PAD (High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) ermoglicht es, die relativen Anteile der
Kohlenhydratbausteine zu bestimmen. Fiir die Monosaccharidanalyse wurden die N-Glykane
zunachst durch eine saure Hydrolyse in ihre Monosaccharidbausteine gespalten. Die
Verhaltnisse der einzelnen Monosaccharide wurden mit den Daten, die fiir A1ATwt
gewonnen wurden sowie einem Referenz-Glykoprotein, dem a-1-sauren Glykoprotein (AGP),
verglichen (Abbildung 23). Da die Glykankomponenten N-Acetylgalactosamin (GalNAc) und
N-Acetylglucosamin (GlcNAc) bei saurer Hydrolyse ihre Acetylierung verlieren, sind sie als
Amine (GalNH;, GIcNHz) nachweisbar.
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Die untersuchten A1AT-Varianten und A1ATwt weisen eine sehr dhnliche Verteilung der Mo-
nosaccharidanteile auf und gleichen der Verteilung, die fiir das Referenzglykoprotein AGP
bestimmt wurde. Die Grundannahme, dass N-Glykane die konventionelle Basisstruktur mit
drei Mannoseeinheiten besitzen, ermdéglicht eine Berechnung der jeweiligen Anteile, wenn
die Werte zu dieser Basisstruktur in Bezug gesetzt werden, wie in Tabelle 1 gezeigt.
Tabelle 1: Berechnete Monosaccharidverhiltnisse fiir A1ATwt und A1AT-Varianten aus
HEK293-Zellen. Dargestellt sind die molaren Verhaltnisse der einzelnen Monosaccharidbausteine,
bezogen auf drei Mannoseeinheiten der Basisstruktur. Als Kontrolle wurde aus humanem Serum

isoliertes AGP analysiert. GalNAc und GlcNAc verlieren bei saurer Hydrolyse ihre Acetylierung und
sind als Amine (GalNHz, GIcNH2) nachweisbar.

Variante Fucose GalNH; Galactose GIcNH; Mannose
AGP 0,46 0,00 4,15 7,38 3,00
A1ATwt 1,09 0,20 2,34 5,82 3,00
N9O 1,18 0,36 3,34 7,42 3,00
N108 1,34 0,42 3,49 8,05 3,00
N123 1,32 0,23 3,27 7,12 3,00
N201 1,29 0,34 3,20 7,51 3,00
N90/123 1,19 0,19 3,75 7,79 3,00
N90/201 1,32 0,18 3,64 7,48 3,00
N123/201 1,24 0,31 3,55 7,14 3,00
N90/123/201 1,26 0,19 3,40 7,26 3,00

Der Anteil der Galactose- und GlcNAc-Einheiten bei den A1AT-Varianten mit zusatzlichen
N-Glykosylierungsmotiven ist im Vergleich zum A1ATwt deutlich erhoht. Die verdnderten
Verhéltnisse der einzelnen Monosaccharide bestatigen eine Modifikation der rekombinanten
A1AT-Varianten mit zusitzlichen N-Glykanen und sind ein Hinweis auf eine erhoéhte

Antennaritit der isolierten Strukturen. Die N-Glykane der A1AT-Varianten und des A1ATwt
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wurden mit durchschnittlich 1,09-1,34 Fucose-Resten bestimmt, so dass sich der Anteil
innerhalb der erzeugten A1AT-Varianten wenig unterscheidet. Aufierdem sind fir die
A1AT-Varianten und A1ATwt in geringen Anteilen auch GalNAc-Reste nachzuweisen. GalNAc-
Reste sind uniibliche und nicht sehr hdufig vorkommende Bausteine fiir N-Glykane. Im
Unterschied zu A1ATwt und den Neoglykoproteinen konnte fiir AGP erwartungsgemafs kein
GalNAc gefunden werden. Die Monosaccharidanalyse ist fiir die Interpretation der
MALDI-TOF-MS Daten wichtig. Bei der Bestimmung der Strukturen miissen folglich auch
GalNAc-Reste einbezogen werden. GalNAc- und GlcNAc-Reste besitzen die gleiche Masse und
sind daher mittels MALDI-TOF-MS-Analyse nicht zu unterscheiden.

2.3.2 MALDI-TOF-MS-Analyse desialylierter N-Glykane

Die in HEK293-Zellen exprimierten und mittels Sdulenchromatographie gereinigten
A1AT-Varianten wurden mit PNGase F behandelt, um die N-Glykane enzymatisch vom
Protein abzuspalten (4.11.1). Der Erfolg der Abspaltung der N-Glykane wurde mittels
SDS-PAGE und anschliefdender Coomassie-Farbung bestétigt (Abbildung 24).
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50 e -# Abbildung 24: Nachweis der N-Glykosylierung durch
— PNGase F-Verdau. Gereinigtes A1ATwt wurde 16h bei 37°C mit
# 0,5 mU PNGase F inkubiert. Reduzierender Auftrag, Auftrennung mittels
37 a= 10 % SDS-PAGE und Coomassie-Farbung. (#) Durch Metalloproteasen
* verkiirztes A1AT bei 40 kDa, (*) PNGase F bei 30 kDa.

Das mit PNGase F behandelte A1ATwt zeigt eine deutlich verringerte Molekularmasse
gegeniiber der unbehandelten Probe. Durch die Abspaltung entsteht eine definierte Bande bei
etwa 45 kDa, die der molekularen Masse des Proteinriickgrads entspricht. Es konnte gezeigt
werden, dass A1AT aus HEK293-Zellen tatsidchlich N-glykosyliert ist. Unterhalb der
A1ATwt-Bande kann eine zusatzliche, deutlich schwichere Bande bei etwa 40 kDa
nachgewiesen werden. Unterhalb der vollstindig verdauten Proteinbande zeigt sich diese
ebenfalls schirfer definiert als bei der glykosylierten Form (Abbildung 24). Bei der
zusatzlichen Bande handelt es sich vermutlich um eine durch Matrixmetalloproteasen
verkiirzte Proteinvariante [176, 177]. In Hohe von 35 kDa kann die verwendete PNGase F

nachgewiesen werden [178].

Um das spezifische Bandenmuster der sich dndernden apparenten Molekiilmasse des A1AT
im SDS-PAGE zu iiberpriifen, wurde ein unvollstiandiger Verdau mit PNGase F durchgefiihrt.

Diese partielle Deglykosylierung ldsst sich anhand des Bandenmusters A1AT mit
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fortschreitendem Deglykosylierungsgrad verfolgen. Die Nutzung der eingefiigten
Glykosylierungsstellen konnte durch den Bandenshift der Neoglykoproteine im Vergleich zu
A1ATwt nachgewiesen werden (Abbildung 21). Das Glykosylierungsmuster der

rekombinanten A1AT-Varianten wurde im Vergleich zu A1ATwt untersucht.

PNGase F B PNGase F
kDa - S0mU 5mu kDa - 5muU 50muU
100 a= 100 = —r
75 = _ 3 75 = , ;I
- - JOT
50 = -— o __l 50 = 3 |
37 e | B |
c D
PNGase F PNGase F
kDa 5muUu 50muU kDa - 5mU 50 mUEE
100 e EI-: 100 == e a:
75 e AT . e
w— o H £
e 50 == .
CY, - = "":I
_jl o __:

Abbildung 25: Partieller Verdau von A1ATwt und Neoglykoproteinen mit PNGase F. Partieller
Verdau ohne, mit 5mU und 50 mU PNGase F/pg Protein, UN bei 37 °C. Gelelektrophoretische
Auftrennung unter reduzierenden Bedingungen mittels 10 % SDS-PAGE. (A) A1ATwt, (B) N201, (C)
N123/201, (D) N90/123/201. (A) und (B) Coomassie-gefarbt, (C) und (D) Western Blots, mittels
Peroxidase-gekoppeltem Antikérper gegen humanes A1AT und Chemilumineszens detektiert. Die
Grafik verdeutlicht die Anzahl der verbleibenden N-Glykane, gibt aber keine Auskunft iiber die
tatsdchliche Position. (#) Spaltprodukt von A1AT.

Fiir A1ATwt lassen sich neben dem vollstindig deglykosylierten A1AT drei weitere Banden
detektieren, die dem A1ATwt mit einem, zwei und drei N-Glykanen entsprechen. Diese drei
detektierten Glykosylierungsstellen resultieren aus den natiirlichen genutzten Motiven. Im
Vergleich kann bei den Varianten mit einem zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiv eine weitere
Bande nachgewiesen werden. Mit jeder weiteren genutzten N-Glykosylierungsstelle kann auch
eine neue Proteinbande beim partiellen Verdau nachgewiesen werden (Abbildung 25). Demnach
werden die zusatzlichen Motive der neu generierten A1AT-Varianten genutzt, weil sie im Ver-
gleich zu A1ATwt jeweils zusatzliche Banden aufweisen. Ein Teil der isolierten N-Glykane wurde
nach Aufreinigung enzymatisch desialyliert (4.12.7.1) und mittels MALDI-TOF-MS im
Positiv-lonen-Modus untersucht. In Abbildung 26 sind die erhaltenen Spektren dargestellt.
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Abbildung 26: MALDI-TOF-MS-Analyse, Spektren der desialylierten N-Glykane von A1ATwt und A1AT-Varianten, in HEK293-Zellen exprimiert. Die
Spektren wurden im Positiv-lonen-Modus aufgenommen. (A) A1ATwt, (B) A1AT-N90, (C) A1AT-N108, (D) A1AT-N123, (E) A1AT-N201, (F) A1AT-N90/123,
(G) A1AT-N90/201, (H) A1AT-N123/201, (I) A1AT-N90/123/201. Die Massen und Strukturen sind iiber den zugehdrigen Peaks angegeben. Anhand des
Masse-zu-Ladung-Verhaltnisse (m/z) wurden die entsprechenden N-Glykane zugeordnet. Alle Strukturen wurden durch Vergleich mit den Ergebnissen von

Messungen nach verschiedenen Exoglykosidaseverdaus verifiziert. (*) Identifizierte Kaliumaddukte. Die Legende fiir die Monosaccharidbausteine findet sich
im Anhang.
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Sowohl fiir A1ATwt als auch fiir die A1AT-Varianten wurden hauptsachlich bi-, tri- und
tetraantenndre komplexe N-Glykane nachgewiesen, die einfach fucosyliert sind. Der grofite
Anteil der Strukturen des A1ATwt wurde mit dem biantennaren einfach fucosylierten Glykan
mit dem Ladungsverhéltnis m/z 1809,2 gebildet. Weiterhin treten als Hauptstrukturen tri-
und tetraantenndre Kkomplexe N-Glykane (m/z2174,3 und 2539,3) mit einfacher
Fucosylierung zu anndhernd gleichen Anteilen auf (Abbildung 26). Aufierdem lassen sich
geringe Anteile von nicht fucosylierten Formen der bi-, tri- und tetraantenniren N-Glykane
nachweisen (m/z 1663,2; m/z 2028,2; m/z 2393,2). In geringem Anteil treten ebenfalls
unvollstindige N-Glykane auf. Auffillig ist hier das scheinbar triantennire N-Glykan, mit
m/z 1850,2, welches nur eine Galactose tragt. Dieses N-Glykan nimmt mit 7-10 % einen
deutlichen Anteil am Gesamtpool der N-Glykane von A1ATwt ein und konnte ebenfalls bei
allen Neoglykoproteinen nachgewiesen werden. Der Struktur mit m/z 1850,2 konnte mittels
Exoglykosidaseverdaus und Fragmentierungsanalysen eine biantennare Struktur mit einem
terminalen GalNAc-Rest zugeordnet werden (Abbildung 35). Fiir die Variante N90/201
wurde ein reduzierter Anteil dieser Struktur gefunden (Abbildung 26G), wobei diese Variante
auch einen reduzierten Anteil an biantenndaren N-Glykanen aufweist. Das Auftreten dieser
Struktur wird in Abschnitt 3.2 diskutiert.

Die N-Glykane, die fiir A1ATwt gefunden wurden, konnten in unterschiedlichen Verhaltnissen
fir die A1AT-Varianten nachgewiesen werden. Die Varianten mit einer zusatzlichen
N-Glykosylierungsstelle weisen eine Tendenz zu einem erhéhten Anteil der tetraantennaren
einfach fucosylierten Struktur auf. Mit jedem zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiv nimmt der
Anteil tetraantennérer N-Glykane zu. Abweichend hierzu stellen sich die N-Glykanmuster fiir
die Einzelvariante N123 (Abbildung 26D) und die Doppelvariante N123/201 (Abbildung
26H) dar. Die MALDI-TOF-MS-Ergebnisse zeigen ein dem A1ATwt dhnliches Muster mit
weniger stark ausgepragter Tendenz zu hoher antenndren N-Glykanen, dabei aber ein
ausgewogenes Verhaltnis der drei Hauptstrukturen, die den Anteilen von bi-, tri- und
tetraantenndren N-Glykanen des A1ATwt gleichen.

Das N-Glykanmuster fiir Prolastin wurde ebenfalls anhand der desialylierten N-Glykane
untersucht. Prolastin ist humanes A1AT, welches aus dem Serum Gesunder isoliert wird und
therapeutischen Einsatz bei A1AT-Mangel findet (Abbildung 27).
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bausteine befindet sich im Anhang,

Im Vergleich zu rekombinantem A1ATwt aus HEK293-Zellen stellt sich das
N-Glykan-Spektrum fiir Prolastin weniger komplex dar. Ein deutlicher Unterschied ist in den
Hauptstrukturen ohne Fucose-Reste zu erkennen. Den grofiten Anteil nimmt die biantennire
Struktur (m/z 1663,6) ein. In deutlich geringeren Konzentrationen koénnen eine tri-
(m/z 2028,7) und eine tetraantennare Struktur (m/z 2393,8) fiir den Bereich hoéherer
Massen nachgewiesen werden. Geringe Anteile von einfach fucosylierten Formen sind fiir bi-,
tri- und tetraantenndre N-Glykane nachweisbar (m/z 1809,6; 2174,8 und 2539,9). Der
Hauptteil der N-Glykane zeigt jedoch keine Fucosylierung. AufRerdem kann auch fiir Prolastin
in sehr geringem Anteil die ungewohnliche Struktur mit einem terminalen GalNAc

(m/z 1850,6) nachgewiesen werden (Abbildung 27).

2.3.3 Nachweis von Isomeren mittels Exoglykosidaseverdaus

Die massenspektrometrische Untersuchung mittels MALDI-TOF-MS ermdéglichte eine
detaillierte Analytik der isolierten N-Glykane. Grenzen sind der Methode bei der Analyse von
Isomeren gesetzt. Theoretisch mogliche Strukturisomere gleicher Masse konnen mittels
MALDI-TOF-MS folglich nicht unterschieden werden. Aus diesem Grund, wie auch fiir eine
quantitative  Bestimmung der N-Glykane, wurde die Analytik durch die

Kapillarelektrophorese (CE) erganzt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: CE-LIF, Chromatogramm der APTS-markierten N-Glykane des A1ATwt und der
A1AT-Varianten mit zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven. (A) Elektropherogramme des
A1ATwt im Vergleich zu den Varianten mit einem zusitzlichen N-Glykosylierungsmotiv. (B)
Elektropherogramme der Varianten mit zwei und drei zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven im
Vergleich zu A1ATwt. Die zugeordneten Strukturen der entsprechenden N-Glykane gelten auch fiir
die darunterliegenden Elektropherogramme.

RFU

Die Elektropherogramme zeigen erwartungsgemafd ein den MALDI-TOF-MS-Daten ahnliches
Ergebnis. Als Hauptstrukturen kénnen bi-, tri- und tetraantennare Strukturen nachgewiesen
werden, die mit einer core-Fucose versehen sind. Die Anteile der N-Glykan-Strukturen isoliert
von A1AT-Neoglykoproteinen verdndern sich im Vergleich zum A1ATwt zugunsten der
hoherantenndren Strukturen. Eine Ausnahme bilden die Varianten N123 und N123/201,
welche dem A1ATwt gleichen und einen grofien Anteil an biantenndren N-Glykanen
aufweisen. Auffallig ist der Doppelpeak fiir die tetraantenndren N-Glykane des A1AT im
Bereich 17-18 min. Mit zusatzlich eingefiligten Glykosylierungsmotiven erhé6ht sich der Anteil
der tetraantenndren N-Glykane, und auch das Verhaltnis der beiden Peaks verdndert sich. Das
Signal fiir diese N-Glykane wird fiir die neu generierten A1AT-Varianten stiarker. Besonders
deutlich zeigt sich ein Doppelpeak fiir Variante N201 und die Kombination N90/123/201
(Abbildung 28). Da die MALDI-TOF-MS-Analyse im hoheren Massenbereich nur tetra-
antenndre Strukturen gezeigt hatte, wurde vermutet, dass es sich dabei um ein Isomer der
tetraantenndren Struktur handelt. Im Weiteren wurden sequentielle Exoglykosidaseverdaus
eingesetzt, um Aufschluss Uber Bindungstypen und Position der einzelnen
Monosaccharidbausteine zu gewinnen. Durch den Einsatz der unspezifischen
a (1-2,3,4,6) Fucosidase im Vergleich zur a (1-3,4) Fucosidase, welche spezifische Aktivitat
gegeniiber Lewis-Typ-Fucosylierung aufweist, konnten Informationen iiber die Position der

Fucose gewonnen werden (Abbildung 29).
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a (1-2,3,4,6) Fucosidase

RFU

N Asialo-ATATwt
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Abbildung 29: Positionsbestimmung der Fucose. Exoglykosidaseverdaus der APTS-markierten
N-Glykane. Beispielhafte Elektropherogramme fiir desialylierte N-Glykane des A1ATwt mit
a (1-2,3,4,6) Fucosidase (oben), desialyliertes A1ATwt (unten). Positionsveranderung nach
Abspaltung der Fucose (rot). Strukturisomere der tetraantennaren N-Glykane (graue Klammer). Die
Legende fiir die Monosaccharidbausteine findet sich im Anhang.
Bei o (1-2,3,4,6) Fucosidaseverdau und Analyse mittels CE kann eine um ca. 0,6 min
veranderte Retentionszeit der Hauptstrukturen im Elektropherogramm beobachtet werden.
Dabei verschiebt sich der Doppelpeak der tetraantenniren Strukturen gleichermafien
(Abbildung 29). Im MALDI-TOF-MS zeigt sich ein Verlust von m/z 146, was der Masse einer
Fucose entspricht. Gegen die Behandlung mit a (1-3,4) Fucosidase zeigen sich die isolierten
N-Glykane hingegen stabil. Daraus lasst sich folgern, dass die Hauptstrukturen keine
Fucosylierung des Lewis-Typ tragen.
Fiir die Aufklarung der tetraantennaren Strukturisomere wurde im Weiteren der sequentielle
Exoglykosidaseverdau mit den spezifischen Galactosidasen, f3 (1-3,6) Galactosidase und
B (1-4) Galactosidase sowie mit der unspezifischen [-Galactosidase fortgesetzt
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Spezifische  Galactosidaseverdaus fiir  Verkniipfungsanalysen der
Galactose-Reste. Beispielhaft ist der Verdau fiir N-Glykane des A1ATwt gezeigt. Die Verdaus erfolgten
fiir 16 h bei 37°C, im Anschluss TopTip-Reinigung. A-D MALDI-TOF-MS (A) nach Sialidase-, (B) nach
B-Galactosidase-, (C) nach f (1-4) Galactosidase-, (D) B (1-3,6) Galactosidasebehandlung. (*)
Kaliumaddukte der Massen, Tetraisomere sind rot markiert. (E) CE-LIF der Variante N90/123/201 vor

und nach (-Galactosidasebehandlung mit nur einem Peak fiir die tetraantenndre Struktur. Die Legende
fiir die Monosaccharidbausteine befindet sich im Anhang.
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Die Behandlung mit B-Galactosidase flihrt erwartungsgemafi zur vollstindigen Entfernung
der Galactose-Reste (Abbildung 30B). Erfolgt der Verdau jedoch mit der spezifischen
B (1-4) Galactosidase, verschiebt sich der Hauptteil der Strukturen durch den
Galactoseverlust in den niedrigeren Massebereich. Allerdings fiihrt der Verdau nicht zur
vollstindigen Entfernung der Galactosen. Die Struktur m/z 2053,5 (FuciHexsHexNAcs) mit
einem Galactose-Rest konnte nicht degalactosyliert werden. Der Anteil vollstindig
galactosylierter N-Glykane (m/z 2539,7) hat im Vergleich zum Spektrum der desialylierten
N-Glykane abgenommen. Bei Verwendung der spezifischen [ (1-3,6) Galactosidase kann
ebenfalls eine zusatzliche Masse bei m/z 2377,6 detektiert werden. Dieser Peak entspricht
einer unvollstindig galactosylierten tetraantenndren Struktur. Dieses N-Glykan mit drei
Galactose-Resten (m/z 2377,6; FuciHexsHexNAce) bestatigt unterschiedliche Bindungstypen
innerhalb der tetraantenndren N-Glykane mit vollstindiger Galactoseausstattung und
einfacher Fucosylierung. Das Resultat des [ (1-4) Galactosidaseverdaus konnte damit
bestdtigt werden. Eine Galactose der tetraantenndren Struktur m/z2539,7 ist
B (1-3)-glycosidisch gebunden, die drei anderen weisen eine [ (1-4)-glycosidische
Verkniipfung auf. Die Abbildung 30E zeigt das Elektropherogramm der CE-Analyse im
Anschluss an den [B-Galactosidaseverdau. Die zwei tetraantenndren N-Glykane erscheinen

nach vollstandiger Degalactosylierung erwartungsgemaf? als Einzelpeak.
2.3.4 MALDI-TOF-MS permethylierter N-Glykane

Um auch die geladenen Sialinsduren in die MALDI-TOF-MS-Analysen einschlieflen zu kénnen,
wurden die isolierten und gereinigten N-Glykane permethyliert und erneut gemessen. Eine
Ubersicht der permethylierten Strukturen von A1ATwt und Neoglykoproteinen ist in
Abbildung 31 dargestellt. Die permethylierten N-Glykane von A1ATwt und den Varianten
N90, N123, N123/201 und N90/123/201 werden in Abbildung 52 im Vergleich zu
Expressionen aus einer enzymatisch veranderten HEK293-Zelllinie im Abschnitt 2.7.3

gezeigt.
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Abbildung 31: Sialylierte N-Glykane,
isoliert von A1ATwt und A1AT-Neo-
glykoproteinen aus HEK293-Zellen. Die
Strukturen wurden nach Permethylierung
im Positiv-Modus mittels MALDI-TOF-MS
gemessen. Die zugehorigen Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisse sind unter den
Strukturen angegeben. Die Legende fiir die
Monosaccharidbausteine befindet sich im
Anhang.

Fiir alle A1AT-Varianten und den A1ATwt konnten neben Asialo-N-Glykanen auch sialylierte

Varianten detektiert werden (weitere Spektren siehe Abschnitt 2.7.3). Nur ein geringer Teil

zeigt vollstindige Sialylierung. Die meisten identifizierten Strukturen sind unvollstindig
sialyliert (Abbildung 31, Abbildung 32 und Abbildung 52). Das seltene Disialo-N-Glykan m/z
3007,5 konnte durch Fragmentierungsanalysen bestitigt werden (Abbildung 84).
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Abbildung 32 N-Glykanmuster der A1AT-Varianten nach Permethylierung. Die Messung erfolgte im Positiv-lonen-Modus mittels MALDI-TOF-MS.
Expressionen aus HEK293-Zellen. (A) A1AT-N108, (B) A1AT-N201, (C) A1AT-N90/123, (D) A1AT-N90/201. Jedem m/z ist die entsprechende Struktur
zugeordnet. Monosaccharidlegende siehe Anhang.
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Im kleineren Massenbereich gibt es eine Reihe von Strukturen, die keine vollstindige
Galactosylierung aufweisen. Es stellt sich ein sehr heterogenes Gemisch an Strukturen dar.
Fiir A1ATwt ist das N-Glykan mit m/z 2604,8 (FuciHexsHexNAcsNeuAci) mit einem Anteil
von 24 % der Gesamtintensitit zu finden. Ebenso zeigt die Variante N90 dieses biantennare
Monosialo-N-Glykan und in deutlicher Intensitit das triantennire N-Glykan m/z 3054
(FuciHex¢HexNAcsSiai) (Abbildung 52). Bei den Einzelvarianten N123, welche dem A1ATwt
im N-Glykanmuster der desialylierten Strukturen sehr &dhnlich war, und N201 konnen
ebenfalls deutliche Anteile dieser Struktur nachgewiesen werden. Fiir beide
Neoglykoproteine N123 und N201 kann auch das Disialo-N-Glykan (m/z2965,8;
FuciHexsHexNAcsSia;) detektiert werden (Abbildung 32 und Abbildung 52). Abweichend
konnen fiir das Neoglykoprotein mit einem zusdtzlichen N-Glykosylierungsmotiv N108
hauptsachlich sialylierte N-Glykane der triantenndren Form gemessen werden (m/z 3054,2;
FuciHex¢cHexNAcsSiai und m/z 3415,4; FuciHexsHexNAcsSiaz). Fir die Doppelvariante
N90/123 lasst sich die N-Glykanausstattung mit sialylierten N-Glykanen nicht direkt von den
Einzelvarianten ableiten. Den grofdten Anteil nehmen die tetraantenndren N-Glykane der
m/z 3865,1 und m/z 4226,4 (FuciHexsHexNAcsSia; und FuciHexyHexNAcsSiaz) ein. Fiir die
Variante N90/201 lassen sich hauptsachlich die Monosialo-N-Glykane m/z 2605,1 und
m/z 3054,3 (FuciHexsHexNAcSia;, FuciHexsHexNAcsSia;) finden (Abbildung 32). Das
Neoglykoprotein mit drei zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven weist auch eine Tendenz zu
den tetraantenndren N-Glykanen auf und zeigt die Strukturen der m/z 3865,1 und
m/z 4226,3 (FuciHex;HexNAceSia, bzw. FuciHex;HexNAceSiaz). Die detektierten sialylierten
N-Glykane sind nur zu geringen Anteilen vollstindig mit terminalen Sialinsduren ausgestattet
(Abbildung 52). Eine Modifikation durch Sulfat- oder Phosphatreste wurde anhand von
desialylierten N-Glykanen im Negativ-Modus iiberpriift und liegt nicht vor. Im Vergleich zu
den rekombinanten A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen wurden ebenfalls die

permethylierten N-Glykane von Prolastin untersucht (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Sialylierte
N-Glykane isoliert von
Prolastin. Die permethylierten
N-Glykane wurden mittels
MALDI-TOF-MS im Positiv-
Ionen-Modus untersucht. Die
zugehorigen Massen sind unter
der jeweiligen Struktur ange-
geben. Die Legende fiir die
Monosaccharidbausteine befin-
det sich im Anhang.
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Prolastin, das A1AT aus humanem Serum darstellt, zeigt eine deutlich geringe Variabilitit an
sialylierten N-Glykanen. Zum tiberwiegenden Teil (54 %+3,7) findet sich das biantennire
N-Glykan m/z 2792,4 (HexsHexNAcaSia;). Dieses N-Glykan ist, den Daten der desialylierten
N-Glykane entsprechend, nicht fucosyliert. Das Monosialo-N-Glykan mit m/z 2431,2
(HexsHexNAc,Sia;) ist das zweithdufigste N-Glykan (10 %=3,2), das von Prolastin isoliert
wurde (Abbildung 33).

2.3.5 2AB-Markierung der N-Glykane

Die Herstellung 2AB-markierter N-Glykane ermoglichte mit Hilfe der Asahi-Pak-Saule eine
analytische Auftrennung der N-Glykane entsprechend ihrem Sialylierungsgrad. Anhand der
gewonnen Daten ist ein Vergleich der Ladungszustinde der N-Glykanpools, isoliert von
A1ATwt und den A1AT-Varianten, moglich (Abbildung 34).
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Abbildung 34:  Vergleich  2AB-markierter = N-Glykane des A1ATwt und der
A1AT-Neoglykoproteine mit erhéhtem Glykosylierungsgrad mittels Asahi-Pak. (A) A1ATwt im
Vergleich zu den A1AT-Varianten mit einem zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiv. (B) A1ATwt im
Vergleich zu den A1AT-Varianten mit mehreren zusatzlich eingefiigten N-Glykosylierungsmotiven.
(C) Zusammenfassung der Ergebnisse der Asahi-Pak-HPLC anhand der Ladungszustidnde. Die
relativen Flachen wurden aus drei unabhéngigen Laufen fiir A1ATwt und die Neoglykoproteine,
Prolastin aus einem Lauf, verglichen. AO: Asialo-Glykane, Al: Monosialo-Glykane, A2:
Disialo-Glykane, A3: Triasialo-Glykane, A4: Tetrasialo-Glykane.
Bei der Untersuchung des Sialylierungsgrads der N-Glykane isoliert von den A1AT-Varianten
bzw. A1ATwt aus HEK293-Zellen konnte fiir einen Teil der N-Glykane keine Ladung
nachgewiesen werden. Die Ladungszustinde zeigen besonders einfach und zweifach
geladene Strukturen. Dreifachladungen sind seltener und Vierfachladungen treten nur in sehr
geringem Anteil auf. Die Ladungszustinde der A1AT-Varianten weisen nur geringe
Unterschiede zum A1ATwt auf. Besonders deutlich zeigt sich der Anteil an ungeladenen
N-Glykanen fiir N201 (25 %). Der Anteil einfach geladener N-Glykane ist fiir ATATwt und die
Einzelvarianten N90, N108, N123 und N123/201 am hdchsten, gefolgt von zweifach, dreifach

und einem geringen Anteil vierfach geladener N-Glykane. Hingegen zeigen die N-Glykane der
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Neoglykoproteine N201, N90/201 und N90/123/201 mehr N-Glykane mit zwei Sialinsduren.
Im Vergleich zum A1ATwt ist mit zunehmender Anzahl von N-Glykosylierungsmotiven eine
leichte Tendenz zu Trisialo- und Tetrasialo-Stukturen zu erkennen (Abbildung 34). In
Ubereinstimmung mit den gewonnenen Daten aus dem MALDI-TOF-MS finden sich
vornehmlich Strukturen mit einfacher und doppelter Ladung. Die dreifach und vierfach
geladenen Strukturen sind gering vertreten (Abschnitt 2.3 und Abbildung 52). Im Vergleich
zeigen die N-Glykane, isoliert von Prolastin, keine Asialo- und keine Tetrasialo-Strukturen.
Ubereinstimmend mit den MALDI-TOF-MS-Daten der permethylierten Strukturen ist der
Hauptteil der Strukturen von Prolastin mit zwei Sialinsduren ausgestattet (etwa 75%).
A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteine erreichen im Durchschnitt 92,03 + 6,64 % teilweise
oder vollstandig sialylierte Strukturen.

Da die Markierung mit 2AB am GlcNAc des reduzierenden Endes der N-Glykane erfolgt, ist
eine zweifelsfreie Bestimmung der Position der Fucose im MALDI-TOF/TOF-MS moglich.
Erginzend zu den Exoglykosidaseverdaus (Abschnitt 2.3) wurden deshalb
Fragmentierungsanalysen durchgefiihrt (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Beispielhafte Fragmentierungsergebnisse der 2AB-markierten biantenniren
Struktur m/z 1970,8 des A1ATwt mittels MALDI-TOF/TOF-MS. Das Fragment m/z 509,8 bestatigt
die core-Fucosylierung, m/z 428,8 bestatigt die terminale Struktur GlcNAc-GalNAc des 2AB-markierten
N-Glykans m/z 1970,8 (unmarkiert entsprechend m/z 1850,2).

Die Position der o (1-6)gebundenen Fucose konnte nach 2AB-Markierung und
Fragmentierung mittels MALDI-TOF/TOF-MS am ersten GlcNAc der core-Struktur nachge-

wiesen werden. Die entsprechenden Fragmente 2AB-FuciHexNAci m/z509,7 und
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2AB-FuciHexNAc, m/z 711,8 weisen eindeutig eine core-Fucosylierung nach. Fiir die tri- und
tetraantenndren Hauptstrukturen ldsst sich ebenso eine core-Fucosylierung nachweisen
(Abbildung 83). Im Weiteren ermoglichte die 2AB-Markierung des reduzierenden GlcNAc
eine Unterscheidung terminaler GIcNAc-GalNAc zu der an der Basisstruktur lokalisierten
GIcNAc-GlcNAc-Kombination. Das Ergebnis der Fragmentierung ist beispielhaft fiir das
N-Glykan des m/z1970,8 gezeigt (Abbildung 35). Fiir die biantennidre Struktur mit
m/z 1970,8 (ohne 2AB-Markierung entsprechend m/z 1850,2) konnte das Fragment
m/z 428,8 (entsprechend GlcNAc-GalNAc) nachgewiesen werden. Dieses Fragment bestatigt
auch die Ergebnisse der Monosaccharidanalyse, durch welche geringe Anteile an

GalNAc-Resten nachgewiesen werden kénnen (Tabelle 1 und Abbildung 23).

2.4 Nachweis einer C-Mannosylierungsstelle in A1ATwt

Die Proteinsequenz des humanen A1AT weist das Motiv WxxL (x ist jede beliebige
Aminosdure) auf, welches eine mdgliche Sequenz fiir eine C-Mannosylierung darstellen
konnte. Die C-Mannosylierung ist eine seltene Form der posttranslationalen Modifikation, bei
der eine einzelne Mannose iiber eine C-C-Bindung mit einem Tryptophanrest verkntipft wird.
Der verwendete Antikorper bindet spezifisch am Tryptophanrest C-mannosylierter Peptide
(CMT) [179]. Nachdem ein Signal fiir A1ATwt erhalten wurde, war unklar, welches Motiv
innerhalb der Proteinsequenz C-mannosyliert wurde (Abbildung 36). Das Motiv WxxW
wurde bereits als potentielle Akzeptorstelle beschrieben, bei der eine Mannose an das erste
Tryptophan des Motivs gebunden wird [96, 98]. Aber auch weniger gingige Varianten wie
WxxF/Y wurden beispielsweise fiir Oikosin beschrieben, ein Protein, welches bei dem
Invertebraten Oikopleura dioica im hausbildenden oikoplastischen Epithelium produziert
wird und hoch glykosyliert ist [180]. Das Motiv WxxL findet sich in CILP (Cartilage
Intermediate Layer Protein) in der vergleichbaren Position [181]. Um die Position einer
Modifikation innerhalb des A1AT zu bestdtigen, wurden durch gerichtete Mutagenese-PCR
gezielt Aminosduren des Motivs WxxL zu Alanin ausgetauscht (WxxA und AxxL). Die
Expression des A1AT mit verdndertem WxxL-Motiv war im Vergleich zu A1ATwt sehr
niedrig. Die Proteine wurden mittels Anionenaustauscher aufkonzentriert und nach

Auftrennung mittels reduzierender SDS-PAGE im Western Blot analysiert (Abbildung 36).

48



a-hATAT
75 am

ERGEBNISSE

Abbildung 36: Charakterisierung von A1AT auf
Protein-C-Mannosylierung. Gereinigte Proteinvarianten aus
HEK293-Zellen wurden unter reduzierenden Bedingungen
mittels 10% SDS-PAGE aufgetrennt und anschlief3end mittels

Western Blot untersucht. Varianten mit mutiertem C-Manno-
sylierungsmotiv: WxxA und AxxL. (A) Membran detektiert mit
anti-CMT. (B) Nach Strippen der Membran wurde hA1AT
nachgewiesen. Die Entwicklung  erfolgte mittels
Chemilumineszens.

50 am .

Bei genauer Betrachtung der Bandenmuster konnte eine abweichende Form der beiden
A1ATwt-Banden beobachtet werden. Die mittels anti-CMT erhaltene Bande erscheint
komprimierter und umfasst nur den unteren Teil der Proteinbande. Die mit anti-hA1AT
detektierten Proteinbanden sind typisch fiir ein Glykoprotein weniger scharf abgegrenzt.
Nicht selten werden im SDS-PAGE Proteine mit ahnlicher Grofle nicht vollstindig
voneinander getrennt. Da es sich jedoch um eine nahezu homogene Aufreinigung von
A1ATwt handelt, ist anzunehmen, dass es sich um ein A1AT-Proteingemisch mit
unterschiedlicher Modifikation handelt. Entsprechend ist A1AT, modifiziert mit einer

Mannose, spezifisch nur im unteren Teil der A1AT-Proteinbande nachzuweisen.

Um die C-Mannosylierung massenspektrometrisch nachzuweisen, wurde A1ATwt mit
Trypsin und PNGase F verdaut. Das C-mannosylierte Peptid konnte jedoch weder mittels
MALDI-TOF-MS, noch mittels ESI-MS eindeutig nachgewiesen werden. Aber auch das
entsprechende nicht modifizierte Peptid konnte nicht gezeigt werden, was ein Hinweis auf

eine Modifizierung durch eine Mannose sein konnte.

2.5 Einbau nicht natiirlicher Monosaccharide

Ziel der Modifikation der terminalen und subterminalen Monosaccharidstrukturen von
N-Glykanen durch Glycoengineering ist, eine veranderte Eigenschaft gegeniiber der Aktivitat
von Sialidasen zu erreichen. Eine geringere Aktivitit des Enzyms wiirde eine langere
Zirkulation des Glykoproteins im Serum bedeuten, da eine Bindung durch den ASGPR
verhindert wiirde. Daraus wiirde eine verlangerte Halblebenszeit resultieren.

Die Modifikation der N-Glykane des A1ATwt wurde an der terminalen Struktur, der
Sialinsdure, und der subterminalen Struktur der N-Glykane, der Galactose, durchgefiihrt. Dies
ist moglich, da Glykosyltransferasen auch veranderte Substratvorldufer tolerieren und diese
nach Einschleusen des Analogons in den entsprechenden Biosyntheseweg in die

Glykanstruktur einbauen. Das Analogon N-Propanoylmannosamin (ManNProp) wird tiber die
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UDP-N-Acetyl-glucosamin 2-epimerase/N-Acetyl-mannosaminkinase anstelle von N-Acetyl-
mannosamin in den Biosyntheseweg der Sialinsdure eingeschleust. Dies fiihrt zur Bildung der
modifizierten Sialinsdure N-Propanoyl-Neuraminsaure (Neu5Prop) [35, 149]. Der Einbau der
2-Desoxy-D-galactose (2dGal), des Analogons der Galactose, erfolgt liber den gleichen
Syntheseweg wie die natiirliche Hexose [182-185]. Die verdnderten terminalen und
subterminalen Monosaccharidbausteine kénnen Einfluss auf die enzymatische Freisetzung
der Sialinsdure haben, da sie die Wechselwirkung zwischen Glykan und Enzym beeinflussen
koénnten und so eine erhohte Sialidaseresistenz induzieren [159, 160, 186]. Vorarbeiten und
Konzentrationstests wurden bereits durchgefiihrt. Auf diese grundlegenden Versuche wurde
in der Arbeit aufgebaut [187].

2.5.1 Supplementieren und Nachweis des Einbaus

Die natiirliche Sialinsdure (Neu5Ac) besitzt eine Acetylierung am C5-Atom, wohingegen die
verwendete nicht natiirliche Sialinsdure einen Propanoyl-Rest tragt. Das Monosaccharid
Galactose ist eine Hexose und in der verwendeten modifizierten Form am C2-Atom um eine
OH-Gruppe reduziert (Abbildung 37).

B
CH,0H CH,0H
OH 0. OH OH 0O, OH
OH OH
OH
N-Acetylneuraminséure N-Propanoylneuraminsciure Galactose  2-Desoxy-D-galactose
(NeubAc) (NeuSProp) (Gal) (2dGal)

Abbildung 37: Strukturformeln der natiirlichen Sialinsdure und der Galactose und ihrer nicht
natiirlichen  Analoga. (A) Natiirliche  Sialinsdure und die nicht physiologische
N-Propanoylneuraminsidure. (B) Das Monosaccharid Galactose und die modifizierte Form
2-Desoxy-D-galactose.

Die Supplementierung mit den nicht natiirlichen Monosacchariden wurde mit A1ATwt ex-
primierenden HEK293-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde das Medium entweder mit 0,5 mM
peracetyliertem ManNProp und/oder mit 0,25 mM 2dGal supplementiert. Als Kontrolle
wurden Zellen ohne Zugabe der Analoga exprimiert. Zu erwarten waren also Anderungen der
terminalen Sialinsdure durch den Austausch zu ManNProp und der Austausch der
subterminalen Galactose zu der verwendeten 2dGal sowie die Kombination beider Analoga.
Nach Aufreinigung der supplementierten A1ATwt-Varianten wurden die N-Glykane isoliert
und aufgereinigt. Im Anschluss wurden die Einbauraten fiir die Substratanaloga mittels
HPLC-Methoden bestimmt. Fiir die Uberpriifung der Inkorporation der 2dGal wurden die
Glykanbausteine mittels HPAEC-PAD quantifiziert. Die durch saure Hydrolyse freigesetzten

Monosaccharide wurden auf der Anionenaustauscher-Sdule aufgetrennt. Da 2dGal eine
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geringere Stabilitat als Galactose aufweist [158, 159, 188], wurde die sanfte Hydrolyse mit
der Standard-Hydrolyse kombiniert und anschliefiend unter Einbeziehen eines Verlustes der
Anteil an 2dGal berechnet. Die Verlustrate des Monosaccharides 2dGal wurde bereits in
fritheren Arbeiten bestimmt. Sie ergibt sich aus einer definierten Ausgangsmenge der 2dGal
von 250 pmol und der Konzentration von 2dGal nach der sanften Hydrolyse von 169,2 pmol.
Anhand der Trendlinienfunktion (y=250*0,98450277%) konnte die Verlustrate von 32,4 %
bestimmt werden [187]. Die Monosaccharidanalyse wurde ausgehend von 6 pg A1ATwt
durchgefiihrt (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Chromatogramme der Monosaccharidanalysen isolierter N-Glykane von
supplementiertem A1ATwt. (A) Sanfte Hydrolyse mit 0,25 N TFA fiir 25 min bei 100 °C, (B)
Standard-TFA-Hydrolyse mit 2 N TFA fiir 4 h bei 100 °C. Der Standardmix fiir die sanfte Hydrolyse
ist mit 2dGal ergdnzt. Retentionsbereich von 2dGal (rot markiert), Legende fiir die
Monosaccharidbausteine siehe Anhang.

Anhand der Peakflichen wurden die relativen Einbauraten fiir 2dGal bestimmt. Fiir die
Standard-TFA-Hydrolyse konnte aufgrund der Instabilitit der 2dGal kein Supplement

gefunden werden.
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2dGal  Abbildung 39: Einbauraten fiir
2dGal in die N-Glykane von

25% mGal A1ATwt. Monosaccharidanalyse
ausgehend von 6 pg Protein je
supplementierter Variante. Die

0% A Daten ergeben sich aus der

ALATWE 0,25 mM 2dgGal Moa’irﬁtlp 2d;3’::,§ SMmM Kombination von sanfter TFA-
ManNProp Hydrolyse und Standard-TFA-

Hydrolyse.

Die relativen Einbauraten fiir 2dGal liegen fiir ALATwt supplementiert mit 0,25 mM 2dGal bei
etwa 20 % und bei Zugabe von 0,25 mM 2dGal und 0,5 mM ManNProp werden etwa 11 %
Austausch erreicht. Fir die unbehandelte Kontrolle des A1IATwt und A1ATwt, welches nur
unter Zugabe von ManNProp exprimiert wurde, ist erwartungsgemaifd kein 2dGal
nachzuweisen (Abbildung 39).

Die Modifikation der Sialinsdure erfolgte durch die Zufiitterung des nicht natiirlichen
Vorlaufers ManNProp. Der Austausch der terminalen Sialinsdure wurde mittels
DMB-Markierung und Reversed-Phase-C18-Saule liberpriift (Abbildung 40).
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reich von ManNProp (rot).

Fiir die beiden mit ManNProp (ManNProp, 2dGal/ManNProp) supplementierten Varianten
des A1ATwt lasst sich neben dem Hauptlabelpeak ein zusatzlicher Peak im Chromatogramm
DMB-markierter N-Glykane nachweisen. Dieser Peak mit deutlicher Intensitdt entspricht der
nicht natiirlichen Form der Sialinsdure (Neu5Prop). Erwartungsgemifd konnte flr das
Referenzprotein AGP und die Varianten ohne Supplementierung und supplementiert mit
2dGal kein Neu5Prop nachgewiesen werden. Anhand der Peakflichen konnte der Anteil

modifizierter Sialinsdure bestimmt werden (Abbildung 41).

100% -

o
75%
s0% - NeuSProp Abbildung 41: Einbauraten
B NeuSAC nach ManNProp-Gabe in die
N-Glykane von A1ATwt. Darge-
25% . . . .
stellt sind die relativen Anteile
der natiirlichen  Sialinsdure
0% - ' ' ' (Neu5Ac) und der modifizierten
ALATWE 0,25 mM 2dGal 0,5 mM 0,25 mM L. .
ManNProp  2dGal/0,5 mM Sialinsdure (Neu5Prop).
ManNProp
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Im Vergleich zu der modifizierten Galactose weist die peracetylierte Variante des ManNProp
deutlich hohere Einbauraten auf. Es ist bekannt, dass durch die Peracetylierung das Substrat-
analogon aufgrund seiner lipophilen Eigenschaft sehr gut in die Zellen gelangt [189]. Fiir
beide Supplementationen mit ManNProp sind tiber 80 % ManNProp anstelle des natiirlichen
Sialinsdurevorlaufers eingebaut worden. Wiederum war das Supplement nur fiir die
Varianten mit Zufiitterung der Analoga nachzuweisen, was fiir die Spezifitit der
Nachweismethode spricht. Um einen mdglichen Einfluss der Supplementierung auf den
Sialylierungsgrad zu untersuchen, wurden die Asahi-Pak-Laufe der ladungsabhingigen

Auftrennung verglichen (Abbildung 42).

40 — OA1ATwt
30 é BA1ATwE-
f 2dGal
= 20 % DA1ATwt-
é ManNProp
10 1 % BATATW-
% % ManNProp/
O A ..... . A A . 2dGa|
A0 Al A2 A3 A4

Abbildung 42: Sialylierungsgrad im Vergleich-Asahi-Pak-HPLC 2AB-markierter N-Glykane von
supplementiertem A1ATwt. A0, A1, A2, A3,A4 =0, 1, 2, 3, 4 Sialinsduren.

Die modifizierten Varianten zeigen insgesamt eine etwas geringere Ausstattung mit
Sialinsduren. Der Anteil an ungeladenen N-Glykanen ist fiir die mit ManNProp
supplementierten Varianten erhoht (7-10 %). Ebenso ist der Anteil an mehrfach geladenen
Strukturen leicht reduziert (1-4%). Die isolierten N-Glykane mit einfacher
Sialinsdureausstattung nehmen den Hauptanteil ein und sind fiir A1ATwt und die
supplementierten Varianten mit etwa 37 % in gleichen Anteilen vorhanden. Bei Auftrennung
der Proben mittels Asahi-Pak-Saule konnte bereits eine leicht verdnderte Retentionszeit der
N-Glykane aufgrund der modifizierten Strukturen beobachtet werden (Abbildung 86).

Als ein wichtiger qualitativer Nachweis wurde die massenspektrometrische Analyse von
modifizierten N-Glykanen verwendet. Die MALDI-TOF-MS-Analyse der 2AB-markierten
N-Glykane konnte nicht nur den erfolgreichen Einbau der modifizierten Monosaccharide
nachweisen, sondern ermoglichte auch eine Charakterisierung der verschiedenen Strukturen
(Abbildung 43).
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Durch den erfolgreichen Einbau eines 2dGal-Molekiils konnten Strukturen mit einem um
m/z 16 reduzierten Masse-zu-Ladungs-Verhdltnis detektiert werden. Die Abbildung 43A, C
und E zeigen die bi-, tri- und tetraantenniaren Hauptstrukturen mit einer core-Fucose. Im
Vergleich zu den Spektren ohne Supplementierung zeigen die MALDI-TOF-MS-Daten nach
Austausch der natiirlichen Galactose zusitzliche Peaks. Fiir das biantenndre N-Glykane
konnten Strukturen mit einer und zwei; fiir triantenniare N-Glykane bis zu drei und
tetraantenndre N-Glykane ebenfalls bis zu drei ausgetauschten Hexosen identifiziert werden.
Flir das tetraantenndre N-Glykan konnte keine vollstindig mit 2dGal ausgestatte Struktur
gefunden werden (Abbildung 43B, D, F). Den grofditen Anteil der N-Glykane nehmen die
Varianten ohne einen Austausch der Galactose ein, was die Ergebnisse der
Monosaccharidanalyse bestdtigt (Abbildung 38 und Abbildung 39). Der Einbau von
ManNProp wurde anhand der 2AB-markierten und permethylierten Strukturen untersucht
(Abbildung 44).
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Der erfolgreiche Einbau von Neu5Prop ist eindeutig zu erkennen. Als dominantes N-Glykan,
isoliert von A1ATwt und permethyliert gemessen, wurde bereits das biantennire einfach
fucosylierte N-Glykan, ausgestattet mit einer Sialinsdure, beschrieben (siehe Abschnitt 2.3).
Durch den Austausch der terminalen natiirlichen Sialinsdure zu Neu5Prop kommt es zu
einem um m/z 14 erhohten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis. Fiir die Hauptstrukturen konnte
ein Austausch der terminalen Sialinsdure gezeigt werden. Daneben lassen sich auch teilweise
mit Neu5SProp ausgestattete und unverdnderte N-Glykane mit natiirlicher

Sialinsdureausstattung nachweisen.

2.5.2 Invitro-Serumhalblebenszeit (Neuraminidase-Assay)

Nach bestidtigtem Einbau der nicht natiirlichen Monosaccharide wurde der Einfluss der
neuen terminalen und subterminalen Strukturen auf ihre Sialidaseresistenz liberpriift. Der in
vitro-Test wurde mittels Amplex Red Neuraminidase Assay Kit (Invitrogen), in Anlehnung an
die natiirlichen Prozesse im Serum, von Sebastian Riese (ZLP, Charité Berlin) durchgefiihrt.
Die Sialidaseresistenz von A1ATwt und den supplementierten Varianten wurde im
96 Well-Format bei 37 °C gemessen. Durch die Enzymaktivitidt der im fotalen Kalberserum
enthaltenen Sialidasen des Reaktionsansatzes entstehen freie Galactose-Reste.
Galactose-Oxidase fiihrt unter Bildung von Wasserstoffperoxid (H.0;) zur Oxidation der
Galactose-Reste. In Gegenwart der Horseradish Peroxidase (HRP) oxidiert H0;
Amplex-Red-Reagenz zu Resorufin, welches bei einem Absorptionsmaximum von 571 nm
und ein Emissionsmaximum von 585 nm fluorometrisch bestimmt werden kann. Die Proben

wurden zu definierten Zeitpunkten fluorometrisch gemessen (Abbildung 45).

Abbildung 45: Neuramini-

500 dase-Assay zur Uberprii-
— ALATWE fung der Sialidaseresistenz
N supplementierter A1ATwt-
5 Varianten. Verwendet wurde
2 =8—AlATWt  das Amplex Red Neura-
'g' 2dGal minidase Assay Kit. Durch
= FKS-vermittelte Sialidase-
g —ﬁ—;lAT;x;t- aktivitat wurde die Sialidase-
& aMNFTOP resistenz iiber einen Zeit-
2 —e—A1ATwe.  verlauf von 120 min mittels
ManNProp/ Fluoreszenzmessung be-
2dGal stimmt. Die Daten sind
Ergebnis einer Dreifach-
0 15 30 45 &0 75 90 105 120 bestimmung, gezeigt ist der

SEM.

Zeit [min]

Die Fluoreszenz gibt Auskunft iiber die Zahl freier Galactose-Reste, welche durch Sialidase-
aktivitdt und der damit verbundenen Abspaltung der Sialinsduren entstanden sind. Die mit

2dGal supplementierte Variante zeigte den geringsten Verlust an Sialinsduren und somit die
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hochste Sialidaseresistenz. Hierbei miissen die relativ geringen Einbauraten von nur etwa
20 % beriicksichtigt werden. Berechnet man die Steigung, lasst sich ermitteln, dass das nicht
supplementierte A1ATwt im Vergleich zu A1ATwt supplementiert mit 2dGal 1,7-mal
schneller desialyliert wird. Hingegen weisen die Varianten, welche mit ManNProp allein oder
ManNProp und 2dGal substituiert wurden, eine deutlich erh6hte Konzentration an freien
Galactose-Resten auf. Die mit 2dGal und ManNProp supplementierte Variante wird 2,1-mal,
die Variante mit ManNProp supplementierte sogar 4-mal schneller desialyliert. Dies spricht
fiir eine verminderte Sialidaseresistenz, die durch den Einbau von ManNProp (> 80%
Einbaurate) bedingt ist. Bei der Kombination von ManNProp und 2dGal, liegt der

Kurvenverlauf etwa im mittleren Bereich.

2.6 Charakterisierung von A1AT-Expressionen aus AGE1.HN-Zellen

Die humane neuronale Zelllinie (AGE1.HN) wurde durch Transfektion primarer humaner
neuronaler Zellen mit viralen Genen (Adenovirus) generiert. Diese Zelllinie wurde bei der
ProBioGen AG vor allem in Hinblick auf die Produktion von Biopharmazeutika entwickelt.
Aus diesem Grund war die Adaptation an das Wachstum in serumfreiem Medium wichtig, da
Medienbestandteile aus tierischen Organismen fiir die Kultivierung adhérenter Zellen eine
potentielle Infektionsgefahr bergen. Die Zelllinie wurde fiir die Expression der
A1AT-Varianten zur Verfiigung gestellt. Fiir die Produktion humaner Glykoproteine ist von
besonderem Interesse, ob durch die gezielte Wahl einer Produktionszelllinie humanen
Ursprungs, eine dem humanen Glykosylierungstyp entsprechende Glykosylierung moglich ist.
Dass Faktoren wie Spezies, Gewebetyp, und Zellkulturbedingungen Einfluss auf die
N-Glykanaustattung haben, wurde bereits beschrieben [56, 190, 191]. Da die
N-Glykanausstattung beispielsweise Einfluss auf Bioaktivitit, Clearance und Immunogenitat
hat, ist sie ein wichtiger Faktor fir die Produktion von Biopharmazeutika. Daher sollte die
Wabhl einer Produktionszelllinie entsprechend erfolgen.

Nach Transfektion der neuronalen Zelllinie mit den in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen, durch
gerichtete Mutagenese-PCR generierten Expressionsplasmiden, wurden die rekombinanten
A1AT-Neoglykoproteine und A1ATwt, wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, exprimiert und
aufgereinigt. Die Untersuchung beschrankte sich in der neuronalen Zelllinie auf A1ATwt und
die Neoglykoproteine mit zusitzlichen N-Glykosylierungsmotiven in Position N90, N123,
N90/123, N123/201 wund N90/123/201. Die Expression wurde anhand der
Zellkulturiiberstande mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (Abbildung 46).
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Abbildung 46: AGE1.HN-Expressionen der A1AT-Neoglykoproteine mit erhéhtem Glykosy-
lierungsgrad im Vergleich zu A1ATwt. Die serumfrei exprimierten Proteine wurden mittels
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und im Western Blot mit dem
Peroxidase-gekoppelten Antikérper gegen humanes A1AT detektiert. Der Nachweis erfolgte mittels
Chemilumineszens.

Die gereinigten A1AT-Varianten zeigen bei Expression in AGE1.HN-Zellen, wie bei der
Expression in der HEK293-Zelllinie gezeigt, eine Zunahme der Molekularmasse im Vergleich
zu A1ATwt, wenn ein zusitzlich eingefiigtes Glykosylierungsmotiv genutzt wird (vgl.
Expression in HEK293-Zellen Abbildung 21). Die Einzelmutante N90 weist keine vollstandige
Nutzung der eingefiigten Glykosylierungsstelle auf, es ist eine zusatzliche Bande auf Héhe von
A1ATwt zu erkennen. Die Kombination mit drei zusatzlichen Motiven zeigt erneut die grofdte
molekulare Masse. Auch Expressionen aus der neuronalen Zelle weisen, wie die Expressionen
aus HEK293-Zellen, ein fiir Glykoproteine typisches unscharfes Bandenmuster auf, welches
auf eine heterogene Glykanaustattung hindeutet.

Nach erfolgreicher Expression und Aufreinigung der Proteine aus der neuronalen Zelllinie
standen neben A1ATwt fiinf neue AlAT-Neoglykoproteine mit erhéhtem
Glykosylierungsgrad zur Verfiigung, darunter zwei Einzelvarianten (N90, N123), zwei
Doppelvarianten (N90/123, N123/201) und eine Dreifachvariante (N90/123/201). Die
Analyse der A1AT-Varianten im Vergleich zum A1ATwt sollte Aufschluss iiber mdgliche

Veranderungen im N-Glykanmuster geben.

2.6.1 Monosaccharidanalyse mittels HPAEC-PAD

Zunachst wurden die N-Glykane zu ihren Monosaccharideinheiten hydrolysiert und mit Hilfe
einer Monosaccharidanalyse die Verhaltnisse der Kohlenhydratbausteine bestimmt (vgl.

Abschnitt 2.3). Das Ergebnis der Monosaccharidanalyse ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Molare Verhiltnisse der gemessenen Monosaccharide der Varianten aus
AGE1.HN-Zellen. Es sind die molaren Verhdltnisse der einzelnen Monosaccharid-Bausteine,
bezogen auf drei Mannoseeinheiten der Basisstruktur, dargestellt. GlcNAc und GalNAc sind als
Amine dargestellt, da die N-Acetylgruppe bei der TFA-Hydrolyse abgespalten wird.

AGE1.HN, Fucose GalNH; Galactose GIlcNH; Mannose
Variante

A1ATwt 2,75 0,22 2,92 6,00 3,00
N90 1,98 0,40 3,59 6,18 3,00
N123 2,69 0,19 3,29 6,72 3,00
N90/123 2,49 0,17 3,29 7,20 3,00
N123/201 2,55 0,38 3,02 6,56 3,00
N90/123/201 2,21 0,22 3,75 6,53 3,00

Die Verhaltnisse der einzelnen Monosaccharide sind ein Hinweis auf eine Modifikation der
N-Glykanausstattung der rekombinanten A1AT-Varianten. Die GIcNAc-Reste sind fiir alle
Varianten mit eingefiigter N-Glykosylierungsstelle im Vergleich zum A1ATwt erh6ht. Hierbei
zeigt die Variante N90 eine geringe Erhohung, wahrend die N-Glykane der anderen Varianten,
insbesondere N90/123, eine deutliche Erhohung der Zahl der GlcNAc-Reste aufweisen. Dies
deutet, wie bei den Expressionen der A1AT-Varianten in HEK293-Zellen, auf eine hohere
Antennaritat der Varianten hin. Entsprechend ist die Anzahl der Galactose-Reste im Vergleich
zu A1ATwt erhoht. Auflerdem sind fiir A1ATwt und die A1AT-Varianten, welche in der
neuronalen Zelllinie exprimiert wurden, in geringen Anteilen auch GalNAc-Reste
nachzuweisen. Das in N-Glykanen nicht sehr hiufig vorkommende GalNAc konnte auch fiir
A1ATwt und Neoglykoproteine aus HEK293-Zellen gemessen werden (vgl. Abschnitt 2.3). Die
N-Glykane von A1ATwt und der A1AT-Varianten tragen durchschnittlich 1,98-2,75
Fucose-Reste. Fur die Varianten N90 und N90/123/201 konnte ein geringerer Anteil
Fucose-Reste gefunden werden, wihrend A1ATwt den hochsten Fucosylierungsgrad zeigt.
Die Monosaccharidanalyse wurde auch fiir die Glykoproteine aus der neuronalen Zelllinie bei
der Interpretation der MALDI-TOF-MS-Daten berticksichtigt, da GalNAc- und GIcNAc-Reste
aufgrund ihrer gleichen Masse in der MALDI-TOF-MS-Analyse nicht zu unterscheiden sind.

2.6.2 MALDI-TOF-MS-Analyse desialylierter N-Glykane

Nach saulenchromatographischer Reinigung und anschliefender Gelfiltration von A1ATwt
und den Neoglykoproteinen erfolgte die Abspaltung der N-Glykane durch PNGase F (4.11.1).
Der Erfolg der Abspaltung der N-Glykane wurde mittels SDS-PAGE und anschliefdender
Coomassie-Farbung bestatigt. Ein Teil der isolierten N-Glykane wurde nach Aufreinigung
enzymatisch desialyliert (4.12.7.1) und untersucht. In Abbildung 47 sind die mittels
MALDI-TOF-MS im Positiv-lonen-Modus gewonnenen Spektren aufgefiihrt.
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Fiir A1ATwt konnte als Hauptanteil das tetraantennare einfach fucosylierte N-Glykan mit
m/z 2539,9 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigt sich fiir die Variante N90 fast
ausschliefdlich ein triantennires N-Glykan ohne Fucose (m/z 2028,7), welches bei A1ATwt
nicht gemessen wurde. Dies korreliert mit dem geringen Anteil an Fucosen, der in der
Monosaccharidanalyse gemessen wurde. Die Variante N123 weist, wie A1ATwt, ein einfach
fucosyliertes tetraantenndres N-Glykan (m/z 2540,1) mit hochster Intensitdt auf. Auch der
Anteil der mit zwei Fucosen ausgestatteten biantennaren Struktur (m/z 1956,0) ist deutlich
erhoht. Im Bereich hoherer Massen zeigt die Variante N123 einen erhohten Anteil an
tetraantenndren N-Glykanen mit steigendem Fucosylierungsgrad (m/z 2686,1; m/z 2832,1;
m/z 2978,0; m/z3124,0). Die Kombination N90/123 zeigt als Hauptstrukturen das
tetraantenndre einfach fucosylierte N-Glykan (m/z 2540,3) und das triantennire N-Glykan
(m/z 2028,9). Fiir die A1AT-Variante N123 und die Kombinationen N90/123 und N123/201
sind groflerer Anteile der tetraantenndren N-Glykane mit drei bis fiinf Fucosen
nachzuweisen. Bei der Variante N123/201 sind diese Strukturen am stirksten vertreten.
Hingegen zeigt die Variante N90/123 /201 mit hochster Intensitét das triantennare N-Glykan
ohne Fucosylierung (m/z 2028,9), gefolgt von dem tetraantenndren N-Glykan mit einfacher
Fucosylierung (m/z2540,0). Es zeigen sich ebenfalls deutliche Anteile fiir die hoch
fucosylierten tetraantenniaren N-Glykane. Hier tritt fiir die Varianten N123, N90/123 und
N123/201 das N-Glykan m/z 1891,9; ein biantennadres N-Glykan ohne Galactosen auf,
welches fiir A1ATwt und die Expressionen aus HEK293-Zellen nicht nachgewiesen werden
konnte. Die MALDI-TOF-MS-Analysen zeigen somit fiir die Expressionen aus AGE1.HN-Zellen
N-Glykane vom Komplextyp, aber im Vergleich zu den Expressionen aus HEK293-Zellen ein
vollstindig neues Glykanmuster. Die Tendenz zu tetraantenniren N-Glykanen ist fiir die
Expressionen mittels AGE1.HN-Zellen nicht so deutlich wie fiir die Expression mittels
HEK293-Zellen. Der erhohte Anteil an Fucose-Resten (1,98-2,75 Fucose-Reste) im Vergleich
zu der Expression aus HEK293-Zellen konnte bereits in der Monosaccharidanalyse

nachgewiesen und mittels MALDI-TOF-MS-Analyse bestétigt werden.

2.6.3 MALDI-TOF-MS-Analyse permethylierter N-Glykane

Die gereinigten N-Glykane wurden permethyliert, um auch die geladenen Sialinsduren in die
MALDI-TOF-MS-Analyse einzubeziehen. Die Messung erfolgte im Positiv-lonen-Modus
(Abbildung 48).
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Die isolierten N-Glykane des A1ATwt zeigen bei Expression in der neuronalen Zelllinie ein
Glykanmuster mit einer biantennidren dreifach fucosylierten (m/z2592,3) sowie einer
triantennaren Struktur mit vier Fucose-Resten (m/z 3215,6). Diese beiden Hauptstrukturen
sind nicht sialyliert. Der Anteil geladener N-Glykane fillt vergleichsweise gering aus.
N-Glykane aus HEK293-Zellen waren vollstindige sialyliert. Geladene N-Glykane des A1ATwt
aus der neuronalen Zelllinie sind meist einfach sialyliert, wie das biantennare N-Glykan mit
zwei Fucose-Resten (m/z2779,4), das triantenndre N-Glykan mit drei Fucose-Resten
(m/z 3402,6) und das tetraantenndre N-Glykan mit vier Fucose-Resten (m/z4025,9).
N-Glykane mit zwei oder drei Sialinsduren sind nur in geringen Konzentrationen zu finden
(m/z 4213,0 und 4400,2). Vergleicht man die A1AT-Varianten mit dem A1ATwt zeigt sich
eine Tendenz zu N-Glykanen der héheren Massenbereiche, besonders deutlich fiir N90 und
N90/123/201. Die Variante N90 weist zu grofieren Anteilen das tetraantennire N-Glykan mit
fiinf Fucose-Resten (m/z 3838,9) und das triantennédre N-Glykan mit vier Fucose-Resten
(m/z 3215,6) auf. Im Unterschied zu A1ATwt, zeigt sich fiir die Variante N90 als zusatzliche
Struktur ein triantennares N-Glykan mit vollstindiger Sialylierung (m/z 3602,8). Dariiber
hinaus lasst sich ein tetraantennares N-Glykan mit vier Fucose-Resten und einer Sialinsaure
in deutlicher Konzentration nachweisen. Deutliche Anteile nehmen ebenfalls die
tetraantenndren N-Glykane mit zwei, drei und vier Sialinsduren ein (m/z 4213,1; m/z 4400,2;
m/z 4587,4). Ein sehr dhnliches Glykanmuster stellt sich fiir die Variante N123 dar, analog zu
A1ATwt liegt hier das biantenndre dreifach fucosylierte N-Glykan als Hauptstruktur vor
(m/z 2592,3). Die N-Glykane der Variante N90/123/201 weisen wie die Expression aus
HEK293-Zellen eine stirkere Tendenz zu hoherantenndren N-Glykanen auf. Als
Hauptstrukturen finden sich tetraantennadre N-Glykane mit vier (m/z 3664,9) und mit fiinf
Fucose-Resten (m/z 3839,0). Der Sialylierungsgrad fallt auch fiir diese Variante gering aus.
Deutliche Anteile zeigen sich fiir die einfach sialylierte tetraantennire Struktur mit
m/z 4026,1 sowie flir die unterschiedlich fucosylierten N-Glykane mit zwei, drei und vier
Sialinsduren (m/z 4213,2; m/z 4400,4; m/z 4587,5).

2.6.4 2AB-Markierung der N-Glykane

Die isolierten und gereinigten N-Glykane von A1ATwt und A1AT-Varianten der
AGE1.HN-Expression wurden mit 2AB markiert, um mittels Asahi-Pak-HPLC eine dem
Sialylierungsgrad entsprechende analytische Auftrennung zu erreichen. Die Ladungszustinde

wurden, wie bereits flir die A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen, verglichen (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Zusammenfassung der Ergebnisse nach ladungsspezifischer Auftrennung der
N-Glykane von A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteinen, exprimiert in AGE1.HN-Zellen. Die
ladungsspezifische Auftrennung der 2AB-markierten N-Glykane erfolgte durch HPLC. AO:
Asialo-Glykane, Al: Monosialo-Glykane, A2: Disialo-Glykane, A3: Triasialo-Glykane, A4:
Tetrasialo-Glykane. Die relativen Flichen wurden aus mindestens zwei unabhidngigen Laufen in
Doppelbestimmung fiir A1ATwt und die Neoglykoproteine, aus einem Lauf fiir N123/201, verglichen.
Gezeigt ist der S.E.M..

Fiir die 2AB-markierten N-Glykane zeigen sich deutliche Anteile an ungeladenen N-Glykanen.
Besonders hoch ist der Anteil fiir A1ATwt (39 %) und die Variante N90/123/201 (32 %). Die
Monosialo-N-Glykane sind fiir die A1AT-Neoglykoproteine am haufigsten zu finden (35-
44 %). Dieser Anteil liegt im Bereich der Werte, die fiir die N-Glykane der A1AT-Varianten
aus HEK293-Zellen ermittelt wurden. Hier konnten auch fiir zweifach-geladene N-Glykane
deutliche Mengen gemessen werden (~35 %). Hingegen sind fiir die N-Glykane der
A1AT-Varianten aus der neuronalen Zelllinie nur zu geringen Teilen Strukturen mit
Mehrfachladungen zu finden. Strukturen mit Vierfachladung nehmen den deutlich geringsten
Anteil ein (< 3 %).

2.7 Entwicklung einer enzymatisch optimierten Expressions-Zelllinie

Die Produktion des Serumglykoproteins A1AT mittels HEK293-Zellen fiihrte aufgrund der
unvollstdndigen Sialinsdureausstattung zu einem sehr heterogenen Gemisch an Strukturen
(sieche Abschnitt 2.3 und Abbildung 52). Deshalb wurde diese Zelllinie mit humaner
a (2-6) Sialyltransferase und humaner J (1-4) Galactosyltransferase stabil transfiziert
(pIRES2St6Gal1B4GalT1, AG Marc Ehlers). Die Expression der Enzyme, ausgehend von einem
Vektor, wurde durch die Verwendung einer IRES-Sequenz ermoglicht. Im Hinblick auf die
terminalen Strukturen Galactose und Sialinsdure sollte mit der optimierten Zelllinie
(HEK293-SialT/GalT-Zellen) eine effektivere N-Glykanausstattung im Hinblick auf eine

vollstandigere Galactosylierung und Sialylierung erzielt werden.
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Abbildung 50: A1AT-Neoglykoproteine mit erhéhtem Glykosylierungsgrad im Vergleich zum
A1ATwt aus HEK293-SialT/GalT-Zellen. Die rekombinanten Proteine wurden in der mit
a (2-6) Sialyltransferase und [ (1-4) Galactosyltransferase optimierten HEK293-Zelllinie serumfrei
exprimiert. Die Auftrennung erfolgte mittels SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen,
anschliefRende Detektion im Western Blot mit dem Peroxidase-gekoppelten Antikoérper gegen humanes
A1AT. Der Nachweis erfolgte mittels Chemilumineszens. (#) Markiert ein Spaltprodukt von A1AT.

Die A1AT-Banden der Expressionen aus HEK293-SialT/GalT-Zellen zeigen die gleiche
Tendenz zu einer hoheren molekularen Masse, wie die Expressionen von A1ATwt und
Neoglykoproteinen in HEK293-Zellen und der AGE1.HN-Zelllinie. Mit jeder genutzten
Glykosylierungsstelle erh6ht sich das Molekulargewicht der Neoglykoproteine im Vergleich
zu A1ATwt um etwa 3 kDa. Im Vergleich zu den frither beschriebenen Expressionen zeigt sich
ein Bandenmuster mit weniger unscharfen Banden. Dies ist ein Hinweis auf ein homogeneres
Glykangemisch von A1ATwt und A1AT-Varianten, exprimiert in HEK293-SialT/GalTZellen.

2.7.1 Monosaccharidanalyse mittels HPAEC-PAD

Fir die Analyse der Monosaccharidzusammensetzung wurden die N-Glykane zu ihren Mono-
saccharideinheiten hydrolysiert und mittels HPAEC-PAD die Verhdltnisse der
Kohlenhydratbausteine zueinander bestimmt (vgl. Abschnitte 2.3). Das Ergebnis der
Monosaccharidanalyse der Glykoproteine A1ATwt und A1AT-Varianten mit zusdtzlichen

N-Glykosylierungsmotiven ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Berechnete Verhiltnisse der gemessenen Monosaccharide der Varianten aus
HEK293-SialT/GalT-Zellen. Es sind die molaren Verhéltnisse der einzelnen Monosaccharid-
bausteine, bezogen auf drei Mannoseeinheiten der Basisstruktur, dargestellt. GalNAc und GlcNAc
verlieren bei saurer Hydrolyse ihre N-Acetylierung und werden daher als ihre entsprechenden
Amine (GalNH;, GIcNH;) nachgewiesen.

SialT/GalT- Fucose GalNH; Galactose GlcNH; Mannose
Variante

A1ATwt 1,18 0,29 3,00 6,09 3,00
N90 1,16 0,48 3,23 6,06 3,00
N123 1,31 0,32 3,06 6,29 3,00
N123/201 1,25 0,25 3,17 6,48 3,00
N90/123/201 1,27 0,25 3,83 7,29 3,00

Die Verhaltnisse der einzelnen Monosaccharide und die Anteile der GalNAc-Reste, stellen sich
dhnlich dar, wie die Ergebnisse fiir A1ATwt und Neoglykoproteine aus HEK293-Zellen (vgl.
Abschnitt 2.3). Auch auch fiir die Expressionen aus HEK293-SialT/GalT-Zellen miissen die
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GalNAc-Reste bei der Interpretation der MALDI-TOF-MS-Daten berticksichtigt werden, da sie
die gleiche Masse wie GIcNAc-Reste besitzen. Allerdings ist die zunehmende Steigerung der
Anteile der Galactose- bzw. der GIcNAc-Reste der Expression aus HEK293-Zellen bei den
A1AT-Neoglykoproteine im Vergleich zu A1ATwt nicht zu beobachten (vgl. Tabelle 1). Bei
Expression in HEK293-SialT/GalT nimmt der Anteil der GIcNAc-Reste fiir die A1AT-Variante
N90/123/201 im Vergleich zu A1ATwt deutlich zu (6,06 auf 7,29). Entsprechend ist die
Anzahl der Galactose-Reste im Vergleich zu A1ATwt auch leicht erhoht. Die N-Glykane von
A1ATwt und der A1AT-Varianten aus der HEK293-SialT/GalT-Zelllinie tragen
durchschnittlich  1,2-1,3 Fucose-Reste, diese Zahl entspricht dem ermittelten
Fucosylierungsgrad von A1ATwt und Neoglykoproteinen bei Expression in HEK293-Zellen.

2.7.2 MALDI-TOF-MS desialylierter N-Glykane

Die exprimierten A1AT-Glykoproteine aus HEK293-SialT/GalT-Zellen wurden, wie fiir die
Expression mittels HEK293-Zellen beschrieben (Abschnitt 2.1.2), aufgereinigt und fiir die
Glykananalyse mit PNGase F abgespalten. Ein Teil der N-Glykane wurde nach enzymatischer
Desialylierung mittels MALDI-TOF-MS-Analyse im Positiv-lonen-Modus untersucht. Die
Spektren mit den gewonnenen N-Glykanmustern sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51 MALDI-TOF-MS-Analyse der desialylierten N-Glykane von A1ATwt und A1AT-Varianten, in HEK293-SialT/GalT-Zellen exprimiert. Die
Spektren wurden im Positiv-lonen-Modus aufgenommen. (A) A1ATwt, (B) A1AT-N90, (C) A1AT-N123, (D) A1AT-N123/201, (E) A1AT-N90/123/201. Die
Massen und Strukturen sind iiber den zugehérigen Peaks angegeben. Alle Strukturen wurden durch Vergleich mit den Ergebnissen von Messungen nach
verschiedenen Exoglykosidaseverdaus zugeordnet. (*) Identifizierte Kaliumaddukte. Die Legende fiir die Monosaccharidbausteine befindet sich im Anhang.
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Die untersuchten Glykanmuster der Asialo-N-Glykane von Al1ATwt und den
Neoglykoproteinen aus HEK293-SialT/GalT-Zellen gleichen den Daten, die fiir die
A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen gewonnen wurden. Die Expression von A1ATwt und den
Neoglykoproteinen in der verdnderten HEK293-SialT/GalT-Zelllinie fiihrt erwartungsgemaf
zu den gleichen N-Glykanstrukturen und einer entsprechenden Verteilung der bi-, tri- und
tetraantenndren komplexen N-Glykane. Die Hauptstrukturen weisen ebenfalls eine
core-Fucosylierung auf, wie sie fiir die Expression in HEK293-Zellen gezeigt werden konnte
(vgl. Abbildung 26).

2.7.3 MALDI-TOF-MS-Analyse permethylierter N-Glykane

Die gereinigten N-Glykane der A1AT-Varianten aus HEK293-SialT/GalT-Zellen wurden
permethyliert und mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Im Vergleich zu den Messungen der
sialylierten Strukturen aus HEK293-Zellen wurden N-Glykane mit vollstindiger Sialylierung
und der Galactosylierung erhalten (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Veranderung des N-Glykanmusters bei Expression von A1ATwt und A1AT-Varianten in HEK293-SialT/GalT-Zellen. Im Vergleich gezeigt
sind permethylierte N-Glykane, diese wurden im Positiv-lonen-Modus mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Im Vergleich jeweils links: Expression mittels
HEK293-SialT/GalT-Zellen und rechts: Expression der gleichen A1AT-Variante mittels HEK293-Zellen. Legende Monosaccharidbausteine siehe Anhang.
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Im Vergleich zeigen die gewonnenen MALDI-TOF-MS-Spektren der Expressionen aus
HEK293-Zellen und HEK293-SialT/GalT-Zellen deutliche Unterschiede (Abbildung 52). Fiir
die A1AT-Varianten aus HEK293-SialT/GalT-Zellen ist eine deutlich geringere Variabilitat der
N-Glykane nachzuweisen. Aufierdem hat die Zahl der unvollstindig galactosylierten und
unvollstindig sialylierten Strukturen im kleineren Massenbereich deutlich abgenommen. Der
grofdte Anteil der permethylierten N-Glykane von A1ATwt zeigt sich als biantennéres, voll-
stindig sialyliertes N-Glykan mit einer core-Fucose (m/z2966,4). Hingegen weist die
Expression von A1ATwt aus HEK293-Zellen als dominante Struktur das einfach fucosylierte
biantenndre N-Glykan (m/z2605,2) auf. Zusitzlich wurden fiir Al1ATwt aus
HEK293-SialT/GalT-Zellen Anteile der triantenndren N-Glykane mit vollstindiger
Galactosylierung und zwei bzw. drei Sialinsduren gemessen (m/z 3415,1 und 3776,1). Signale
mit geringerer Intensitat wurden fiir die tetraantenniren Strukturen mit drei- und vierfacher
Sialinsdureausstattung detektiert (m/z4225,8 und 4586,7). Die durch den Einfluss der
humanen o« (2-6) Sialyltransferase und der humanen {(1-4) Galactosyltransferase
vermittelten Verdanderungen, welche sich fiir die N-Glykane von A1ATwt zeigen, konnen
vergleichbar fiir die Variante N123 und N123/201 nachgewiesen werden. Der Anteil
hoherantenndrer N-Glykane ist fiir die Varianten N123 und N123/201 im Vergleich zu
A1ATwt grofier. Besonders deutlich ist der hohe Anteil an tetraantenndren N-Glykanen bei
der Variante N90/123/201. Bei Expression in HEK293-SialT/GalT-Zellen ist die
Hauptstruktur ein tetraantennidres N-Glykan mit vollstindiger Sialylierung bzw. mit drei
Sialinsduren ausgestattet (m/z 4226,1 und m/z 4587,3). Fiir die Variante N90/123/201
zeigen sich neue, vermutlich pentaantennire N-Glykane mit einer Fucose. In geringeren
Anteilen sind mehrfach und vollstindig sialylierte triantennare N-Glykane zu finden.
Abgesehen von der biantenndren einfach fucosylierten Struktur mit vollstandiger
Sialylierung (m/z 2966,4) lassen sich nur geringe Anteile an biantenndren N-Glykanen
nachweisen. Die Unterschiede der gewahlten Expressionszellinie zeigen sich fiir die Variante
N90 weniger deutlich fiir die N-Glykane der geringeren Massen. Im niedrigeren
Massenbereich kommen fiir beide Expressionssysteme unvollstindig galactosylierte und
sialylierte Strukturen vor. Jedoch finden sich bei Expression in HEK293-SialT/GalT-Zellen als
neue Hauptstrukturen die biantenniren einfach fucosylierten N-Glykane mit einer bzw. zwei
Sialinsduren (m/z 2605,4 und m/z 2966,6). Im Gegensatz dazu sind die Hauptstrukturen der
Variante N90 bei Expression in HEK293-Zellen Asialo-N-Glykane (m/z 2693 und
m/z 3142,1). Die  Unterschiede der Ladungszustinde bei  Expression in
HEK293-SialT/GalT-Zellen wurden wie fiir die Expression aus HEK293-Zellen mittels
2AB-markierter N-Glykane verglichen (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Vergleich 2AB-markierter
N-Glykane des A1ATwt und der A1AT-
Varianten exprimiert in  HEK293-
A1AT-N90/23/201 SialT/GalT-Zellen. Die Trennung erfolgt
SialT/GalT mittels HPLC. (A) A1ATwt und A1AT-Vari-
anten. (B) Prolastin. AO: Asialo-Glykane, Al:
. ‘ ; ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ ___min Monosialo-Glykane, A2: Disialo-Glykane, A3:
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 Triasialo-Glykane, A4: Tetrasialo-Glykane.

Der grofdite Anteil der N-Glykane der A1AT-Varianten, exprimiert mittels
HEK293-SialT/GalT-Zellen, konnte in Form der Disialo-N-Glykane gemessen werden (36-
60 %). Ungeladene N-Glykane sind im Vergleich zu den Expressionen aus HEK293-Zellen
nahezu vollstdandig verschwunden (Abbildung 54). Fiir A1ATwt konnte der hdchste Anteil an
Disialo-N-Glykanen (60 %) und nur geringe Anteile anderer Ladungszustinde gemessen
werden. Im Vergleich zu A1ATwt ist fiir die Varianten mit zusatzlichen N-Glyko-
sylierungsmotiven eine leichte Zunahme fiir Monosialo-N-Glykane und ein Anstieg der Tri-
und Tetrasialo-N-Glykane zu erkennen. Bei direktem Vergleich der Ladungszustidnde von
A1ATwt und Neoglykoproteinen, exprimiert in HEK293-Zellen mit den Expressionen aus
HEK293-SialT/GalT-Zellen, zeigen sich Unterschiede im Sialylierungsgrad der N-Glykane, die

in der Abbildung 54 zusammengefasst sind.
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Abbildung 54: Ladungsverhiltnisse der
Expressionen aus HEK293-Zellen im
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sialo-Glykane.

Eine Veranderung der Ladungszustinde zeigt sich besonders deutlich fiir A1ATwt aus
HEK293-SialT/GalT-Zellen. Die Anteile der ungeladenen und Monosialo-N-Glykane sind
deutlich reduziert. Im Gegenzug haben sich die Disialo-N-Glykane nahezu verdoppelt. Auch
fiir die Trisialo- und die Tetrasialo-N-Glykane, isoliert von A1ATwt, ist eine Erh6hung des
Anteils zu verzeichnen. Der Anteil ungeladener N-Glykane verringert sich bei den getesteten
Varianten mit Ausnahme der N-Glykane der Variante N90. Die Variante N90 zeigt im
Vergleich zu der Expression aus HEK293-Zellen geringere Verdnderungen zu einem
gesteigerten Sialylierungsgrad. Obwohl die ungeladenen N-Glykane eine leichte Abnahme
zeigen, kann fiir die Monosialo-N-Glykane ein erhohter Anteil und fiir die restlichen
Ladungszustdnde eine anndhernd gleiche Verteilung gezeigt werden. Die Varianten N123,
N123/201 und N90/123/201 weisen eine ahnliche Steigerung der Di- und
Trisialo-N-Glykane auf, wohingegen die Monosialo-N-Glykane reduziert sind. Die

Veranderung der Anteile der Tetrasialo-N-Glykane ist hingegen gering.
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2.8 Invitro-Tests zum Einfluss des rekombinanten A1AT

2.8.1 Entwicklung eines in vitro-Clearance-Assays

Fiir die Bestimmung der glykanabhingigen in vitro-Halblebenszeit der neu generierten
Proteinvarianten wurde ein Clearance-Assay entwickelt. Hierfiir bietet sich die Leberzelllinie
HepG2 an, da diese den Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) natiirlicherweise exprimiert. Die
Zellen sind jedoch als Leberzelllinie neben der Expression verschiedener Plasmaproteine
ebenso in der Lage, das Akute-Phase-Protein A1AT zu produzieren. Dieser Umstand machte
es notig, eine Zelllinie zu generieren, welche die Konzentration des exogen zugesetzten A1AT
nicht durch endogenes A1AT verfalscht.

Der in der Leber lokalisierte ASGPR erkennt terminale Galactose- und
N-Acetylglucosaminreste [2, 192]. Deshalb werden Asialoglykoproteine vom ASGPR
gebunden und aus dem Serum entfernt. Dieser Clearance-Mechanismus ist auch fiir den
Abbau von A1AT aus dem Serum von grofder Bedeutung. HEK293-Zellen wurden mit den
beiden Untereinheiten des humanen ASGPR transfiziert. Von den stabil exprimierenden
Zellen wurden Lysate (4.4.6) hergestellt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert
(Abbildung 55).

\4 \4
A s & & B+ & &
& [0 ) & 0 Q)
& 9 9 & 9 9
S ¥ ¥ XV ¥ ¥
kDa kDa
....... ASGPR1
"'.ﬁ 37 -—37
: B S ASGPR2
- 25 ot < :_':___'_25
anti-ASGPR1 anti-ASGPR2

Abbildung 55: Nachweis der Untereinheiten des ASGPR in Zelllysaten stabil exprimierender
HEK293-Zellen. Nach gelelektrophoretischer Trennung erfolgte der Nachweis mittels spezifischer
Antikorper im Western Blot. Als Kontrollen wurden Zellen ohne und mit einer Untereinheit
mitgefiihrt. (A) Detektion mit anti-ASGPR1, (B) Detektion mit anti-ASGPR2. Western Blot (A) ist nach
Strippen der Membran detektiert worden. Der Nachweis erfolgte auf einer PVDF-Membran mittels
Chemilumineszens.

Fiir die transfizierten Zellen konnten im Western Blot spezifische Banden nachgewiesen
werden. Die zu erwartenden Molekularmassen liegen bei 40 kDa fiir den ASGPR1 und bei
32 kDa fiir den ASGPR2. Diese Massen konnten im Western Blot fiir die transfizierten Zellen

erwartungsgemafd nachgewiesen werden, wihrend in nicht transfizierten HEK293-Zellen
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keine spezifischen Signale detektiert wurden. Die insgesamt deutlich schwachere Detektion
des ASGPR2 wies Nebenbanden auf, die auch im Lysat der HEK293-Zellen nachgewiesen wur-
den und somit unspezifische Signale darstellen. Die auf ihre ASGPR-Expression gepriiften
Zellen wurden fiir die Entwicklung eines Clearance-Assays verwendet (4.4.7).

Mit der Annahme, dass ein funktioneller ASGPR1/2 auf der Oberflache der HEK293-Zellen die
Clearance von Glykoproteinen aus dem sie umgebenden Medium zur Folge hat, wurden
A1ATwt und Neoglykoproteine mit einem, zwei und drei zusatzlichen N-Glykanen untersucht.
Dafiir in Gegenwart von
HEK293wt-Zellen sowie HEK293-Zellen transfiziert mit der Untereinheit ASGPR1 und dem
funktionellen Rezeptor ASGPR1/2 in einer 96 Well-Mikrotiterplatte fiir 20 h inkubiert. Die zu

wurden die Proteine in Medium aufgenommen und

testenden Proteinkonzentrationen wurden zeitabhdngig im Zellkulturiiberstand mittels

A1AT-ELISA quantifiziert, um Riickschliisse auf verbleibendes A1AT zu ziehen.
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Abbildung 56: Clearance-Assay von A1ATwt und Neoglykoproteinen. Im Test: A1AT-Varianten
mit einer (N90), zwei (N90/123) und drei (N90/123/201) zusatzlichen N-Glykanen im Vergleich zum
A1ATwt. ASGPR1/2-prasentierenden HEK293-Zellen (lila), Kontrollen: HEK293-Zellen (blau) und
ASGPR1-prasentierenden HEK293-Zellen (gelb). Die Werte wurden in Dreifachbestimmung ermittelt.
Der Abbau von A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteinen geschieht in Anwesenheit des
vollstandigen ASGPR schneller als in Gegenwart der Kontrollen. Am stiarksten zeigt sich die
Degradation fiir A1ATwt. Die Variante N90/123/201 stellte sich als stabilste Variante mit
geringster Clearance heraus. Bis 5h nach Start des Clearance-Assays verlduft die

Konzentration der A1AT-Variante parallel zu den Kontrollen und fallt erst danach etwas

79



ERGEBNISSE

starker ab. Die beiden anderen A1AT-Varianten zeigen ebenfalls eine geringere Clearance als
der A1ATwt, allerdings nicht so deutlich wie Variante N90/123/201. Nachdem die in
vitro-Versuche mit Zunahme der N-Glykosylierungsmotive eine verminderte Clearance
gezeigt haben, war es Ziel, die Ubertragbarkeit unter physiologischen Bedingungen zu

betrachten.

2.8.2 Oxidationsmessung und Untersuchung des invasiven Potentials

Nach einem inflammatorischen Stimulus kommt es zu einem schnellen, nicht selten massiven
Einstrom neutrophiler Granulozyten (auch Neutrophile genannt) und spater Monozyten in
das umliegende Gewebe [193]. Neutrophile und Monozyten zdhlen zu den Leukozyten und
sind an der ersten Immunabwehr beteiligt. Die eingewanderten Neutrophile besitzen in
ausgereifter Form gespeicherte primare und sekundare Granula. Diese Granula werden nach
Stimulation (z.B. durch phagozytische Liganden, wie Fc-Untereinheiten von Immunglobulinen
und Komplementfaktoren, Chemotaxine, Cytokine oder bakterielle Bestandteile und
Produkte) freigesetzt. Aufderdem kann eine Stimulation im Experiment durch die Zugabe von
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) erfolgen. Durch die Abfolge chemischer Reaktionen
kommt es nun zur Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen. Dieses Ereignis wird als
respiratorischer Burst bezeichnet. Der respiratorische Burst ist Teil der angeborenen
Immunabwehr und vermittelt eine wirksame Abwehr gegen Bakterien, Viren und Pilze. Eine
Erh6hung der Konzentration von MPO [194, 195] und die Freisetzung von H,0, [196, 197]
kénnen als Mafd fiir die Aktivierung der Neutrophilen gesehen werden. Der Assay zur
Untersuchung des respiratorischen Burst wurde von der CellTrend GmbH (Luckenwalde)
durchgefiihrt. Um den Einfluss von rekombinantem A1AT aus HEK293-Zellen im Vergleich zu
Prolastin, das A1AT aus humanem Serum, auf die Burstaktivitit zu untersuchen, wurde
humanes Vollblut in Gegenwart von A1AT inkubiert. Als sensitiver Indikator fiir die
Akkumulation der reaktiven Sauerstoffspezies wurde 2',7'-Dichlorofluorescein-Diacetat
(DCFA) zugegeben [198, 199]. Nach Spaltung entsteht das nicht mehr zellmembrangéngige
DCF, welches durchflusszytometrisch quantifiziert wurde. Im Vergleich erfolgte der Test mit
unbehandelten und mit vorstimulierten Zellen (4.9). Die Ergebnisse der Oxidationsmessung

fiir Neutrophile sind in Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 57: Messung der respiratorischen Aktivitit von Neutrophilen mittels
Durchflusszytometrie. Nach Inkubation der Zellen im Vollblut (100 pl) in Gegenwart von A1AT
(funf verschiedene Konzentrationen, Verdiinnungen um den Faktor 10) und DCFA, wurde das
Fluorescein DCF durchflusszytometrisch quantifiziert. Die relativen Aktivitdten fiir Granulozyten
wurden bestimmt. Die Daten ergeben sich aus zwei unabhdngigen Laufen mit etwa 106 Zellen
(Granulozyten). Gezeigt ist der SEM. Dieser Test wurde von der CellTrend GmbH durchgefiihrt.
Die Neutrophilen weisen in Gegenwart von PMA eine 6-8-fach erhdohte Fluoreszenzstarke
auf, da PMA ein Aktivator des respiratorischen Bursts ist. Beim Vergleich der relativen
Aktivitaten zeigt sich flir A1ATwt im Vergleich zu Prolastin bei der hochsten getesteten
Konzentration (60 pg/ml) ohne und mit Vorstimulation eine leicht erhohte respiratorische
Aktivitat der Neutrophilen. Der ermittelte Wert liegt im Bereich der Standardabweichung der
Kontrolle ohne A1AT. Die Messdaten der niedrigeren Konzentrationen liegen im Bereich der
relativen Aktivitat von Prolastin. Alle getesteten niedrigeren Konzentrationen von A1ATwt
und Prolastin weisen ohne Vorstimulation im Vergleich zur Kontrolle eine geringe Reduktion
der relativen Aktivitdt auf.
In den Test wurde auch die Reaktion der Monozyten einbezogen. Da diese Zellen in weitaus
geringerer Zahl im Blut zirkulieren, basiert die Messung auf rund 1000 Zellen. Die Ergebnisse

der Oxidationsmessung fiir Monozyten sind in Abbildung 58 wiedergegeben.
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Abbildung 58: Messung der respiratorischen Aktivitit von Monozyten mittels
Durchflusszytometrie. Nach Inkubation der Zellen im Vollblut (100 pl) in Gegenwart von A1AT
(fiinf verschiedene Konzentrationen) und DCFA wurde das Fluorescein DCF durchflusszytometrisch
quantifiziert. Die relativen Aktivitdten fiir Monozyten wurden bestimmt. Die Daten ergeben sich aus
zwei unabhidngigen Liaufen mit etwa 1000 Zellen (Monozyten). Gezeigt ist der SEM. Dieser Test
wurde von der CellTrend GmbH durchgefiihrt.
Die Monozyten lassen sich ebenfalls durch PMA vorstimulieren. Die Steigerung der Aktivitat
erfolgt um den Faktor 3-4,5. Die relativen Aktivititen ohne Vorstimulation sind fiir A1ATwt
bei den getesteten Konzentrationen von 60 pug und 6 pg leicht erhoht. Dieser Unterschied liegt
im Bereich der Standardabweichung. Prolastin weist iiber den getesteten
Konzentrationsbereich nur sehr geringe Schwankungen auf. Ebenso zeigen sich fiir Prolastin
geringe Varianzen, wenn der Test mit Vorstimulation durchgefiihrt wird. Fiir die
Konzentration von 60 pg/ml A1ATwt mit Stimulation durch PMA liegt die relative Aktivitat
etwas hoher, als die der mit Prolastin behandelten Monozyten. Diese leichte Erhéhung liegt
ebenfalls im Bereich der Kontrolle mit PMA.
Ein weiterer zellbasierter Assay sollte den Einfluss von A1ATwt und den A1AT-Varianten auf
die Invasivitit einer Tumorzelllinie kldren. Voraussetzung der Metastasierung eines Tumors
ist die Invasion der Tumorzellen in das umliegende Gewebe [200]. Um einen Einfluss des
rekombinanten A1ATwt und der Neoglykoproteine auf die Invasion einer Tumorzelllinie zu
untersuchen, erfolgten Tests mit humanen alveolaren Epithelzellen eines Adenokarzinoms
(A549) [201]. Im Vergleich wurde Prolastin getestet. Das Prinzip der Migration durch
Gewebsschichten wurde mit einer Matrigel-Matrix in einer Transwell-Zellkulturplatte
simuliert. Die respiratorischen Zellen wurden auf die mit Matrigel beschichtete Membran des
Transwell-Einsatzes ausgesiat (4.10). Die aufgereinigten Glykoproteine A1ATwt, N9O,
N90/123 und N90/123/201 aus HEK293-Zellen wurden im Hinblick auf ihren Einfluss auf
die Invasivitat von A549-Zellen untersucht. Falls A1ATwt oder die A1AT-Varianten einen
Einfluss auf A549-Zellen haben, sollte nach Inkubation in Gegenwart der Glykoproteine die
Zahl der durch die Matrigel-beschichtete Membran gewanderten Zellen im Vergleich zur

Kontrolle variieren. Die Abbildung 59 zeigt die Ergebnisse des Tests auf Invasivitat.
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Abbildung 59: Test des Einflusses von A1AT auf die Invasivitit von A549-Zellen. Nach
Beschichtung mit 10 % Matrigel wurden 250.000 Tumorzellen in den oberen Teil einer
Transwell-Kammer ausgesit. Prolastin, A1ATwt und Neoglykoproteine wurden in drei
Testkonzentrationen zugegeben, untere Kammer mit 10 % FKS. Nach 24 h Inkubation wurde die
Zellzahl durch einen ATP-Biolumineszens-Assay bestimmt. Positivkontrolle: 10 % FKS (gleichgesetzt
mit 100 % aktiver Migration), Negativkontrolle: ohne FKS. Die Darstellung ergibt sich aus zwei
unabhidngigen Tests, jeweils in Dreifachbestimmung getestet. Gezeigt ist der SEM. Der Test wurde von
der CellTrend GmbH durchgefiihrt.

Die Messdaten weisen deutliche Schwankungen auf, so dass in der Folge die
Standardabweichung relativ hoch ist. Die Zahl aktiv gewanderter Zellen liegt im Bereich der
Positivkontrolle (100 % FKS), die gleich 100 % aktive Migration gesetzt wurde. Eine leichte
Erhohung der Migration ist fiir die Variante N90/123/201 zu erkennen. Wohingegen die
Doppelvariante N90/123, die sich nur in einem N-Glykosylierungsmotiv unterscheidet, mit
steigender Konzentration einen leicht reprimierenden Effekt hat. Die Unterschiede der
migrierten Zellzahlen der getesteten A1AT-Serumglykoproteine liegen allerdings im Bereich

der Standardabweichungen.

2.9 Pharmakokinetik von A1AT-Varianten

Alle Tierversuche wurden unter dem anzeigepflichtigen Tierversuchsvorhaben der EPO
GmbH durchgefiihrt und sind beim Landesamt fiir Gesundheit und Soziales unter der
Nummer A0452/08 registriert.

Die verschiedenen Proteinvarianten des A1AT mit erhohtem N-Glykosylierungsgrad, mit
unphysiologischen Zuckeranaloga sowie mit optimierter Glykanausstattung sollten in
CD-1-Méusen auf ihre pharmakokinetischen Eigenschaften untersucht werden. Vor
Versuchsbeginn wurden die Tiere sieben Tage zur Eingewohnung und in Quarantidne
gehalten. Der CD-1-Mausstamm ist besonders gut fiir praklinische Tests geeignet, da es sich
um einen Auszuchtstamm handelt und die Tiere eine grofiere Varianz als Inzuchttiere zeigen.
Auflerdem ist die CD-1-Maus aufgrund der Korpergrofie fiir die hdufigen Blutentnahmen

iiber einen Zeitraum von 72 h besonders geeignet.
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2.9.1 Halbwertzeiten der A1AT-Neoglykoproteine

Jeder Maus wurden 30 ug A1AT in PBS iiber die Schwanzvene injiziert. Um den Abbau von
A1ATwt und den A1AT-Neoglykoproteinen liber den Zeitraum von 72 h zu verfolgen, wurden

die Plasmaproben zunichst mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Nachweis des Abbaus von A1ATwt und A1AT-Variante N90/123/201 aus
Mausplasma der CD-1-Maus. Das CD-1-Mausplasma wurde 1:100 verdiinnt und unter reduzierenden
Bedingungen in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit dem Peroxidase-gekoppelten
Antikorper gegen humanes A1AT und Chemilumenszenz. Kontrollen: Plasma einer unbehandelten
CD-1-Maus und A1ATwt aus HEK293-Expression.

A1ATwt wird vom hoch konzentrierten Albumin aus dem Serum der Maus zum Teil
tiberlagert und in seiner tatsachlichen Molekularmasse von etwa 52 kDa zu einer geringeren
molekularen Masse verdrangt. Unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen
detektiert der gegen humanes A1AT gerichtete Antikérper auch murines A1AT. Bei ca. 50 kDa
ist das murine A1AT zu erkennen, welches auf der Hohe der Bande von murinem A1AT aus
einer unbehandelten Maus ebenfalls detektiert werden konnte. Im ELISA konnte ein
spezifischer Nachweis des humanen A1AT und ein fehlendes Signal bei Verwendung des
Mausserums gezeigt werden. Da die Variante N90/123/201 drei zusatzliche
N-Glykosylierungsmotive tragt, wird das Neoglykoprotein bei einer groferen molekularen
Masse von etwa 75kDa detektiert. Damit erscheint der Hauptteil der Proteinbande
unbeeintrachtigt von Albumin, nur die Spur nach 5min weist eine Bande geringerer
Intensitiat bei etwa 52 kDa auf. Im Western Blot wird eine zeitabhidngige Abnahme der
A1AT-Konzentration im Mausserum deutlich.

Um den Einfluss der Sialinsduren auf die Serumhalblebenszeit zu testen, wurde A1ATwt aus
HEK293-Zellen mit Agarose-gekoppelter Neuraminidase desialyliert. Die genauen
Konzentrationsbestimmungen fiir A1ATwt und die A1AT-Varianten wurden fiir die

Berechnung der pharmakokinetischen Daten mittels A1AT-ELISA gewonnen (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Eliminationskurven fiir A1ATwt und die A1AT-Neoglykoproteine aus
HEK293-Zellen. Die Konzentration von humanem A1AT im Mausplasma wurde mittels A1AT-ELISA
bestimmt. Die gewonnenen Werte sind als relative Konzentrationen und ihre Eliminationskurven
dargestellt, die sich aus Messungen von mindestens drei Tieren ergeben (siehe Tabelle 4).

Anhand der gewonnenen Daten lassen sich iliber den untersuchten Zeitverlauf von 72 h
klassische  Eliminationskurven  gewinnen. Die  Elimination entspricht einer
Exponentialfunktion. Der Verlauf ist zu Beginn der Studie durch einen steilen Abfall
gekennzeichnet und geht dann in einen flacheren Verlauf iiber. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit der Kurvenverldufe werden die relativen A1AT-Konzentrationen betrachtet

und die errechneten Standardabweichungen separat dargestellt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ermittelte S.E.M. fiir die erhaltenen Konzentrationen von A1ATwt und
Neoglykoproteinen. N (Anzahl getesteter Tiere), jede Versuchsgruppe wird aus drei Tieren gebildet,
die die gleiche A1AT-Variante iiber die Schwanzvene erhalten.

A1ATwt A1AT- | A1AT- | A1AT- | A1AT- | A1AT- |Al1AT- |A1AT- |A1AT- desial.
N90 N108 |N123 |N201 |N90/ N9O/ N123/ |N90/ A1ATwt
123 201 201 123/201 |N=3
N=12 [N=6 |N=9 [N=9 |[N=9 |[N=9 N=9 N=6 N=6

0,5 8,63 11,18 |17,55 | 10,40 |14,83 |11,06 8,53 11,56 13,99 2,04

Zeit [h]

4,36 2,80 15,33 |8,84 |13,88 |[572 5,78 6,71 6,39 0,53
2,42 2,32 9,62 [854 (12,01 |2,21 3,26 6,74 4,56 0,00
24 0,84 3,14 3,50 3,52 3,97 1,52 1,56 2,39 1,86 0,00
48 0,52 0,58 1,14 141 |1,74 0,95 1,08 0,83 0,57 0,00
72 0,39 0,59 049 1089 0,70 0,67 1,08 0,40 0,33 0,00

Betrachtet man den Gesamtzeitraum schwanken die Werte von Maus zu Maus im
Durchschnitt um etwa 5 %. Die maximale A1AT-Plasmakonzentration wurde direkt nach der
Injektion gemessen, danach fiel sie rasch ab. So erreicht die A1AT-Plasmakonzentration fiir
den desialylierten A1ATwt bereits nach 6 h, A1ATwt nach 48 h und mit Ausnahme von
Variante N123 und Variante N201 auch die anderen A1AT-Neoglykoproteine eine
Konzentration am unteren Rand der Nachweisgrenze des A1AT-ELISAs. Erwartungsgemaf}
zeigt sich fiir den desialylierten A1ATwt der schnellste Abbau. A1ATwt wird im Vergleich zu
den A1AT-Neoglykoproteinen ebenfalls schneller aus der Zirkulation entfernt. Die Varianten
N90, N108, N90/123, N90/201, N123/201 und N90/123/201 lassen sich im mittleren
Bereich zwischen A1ATwt und den stabilsten Varianten N123 und N201 einordnen.

Zunichst wurde die Eliminierungskonstante flir die Berechnung der Halbwertzeit (ti,2)
ermittelt. Anhand der Flache unter der Plasma-Zeit-Kurve (AUC) wurde die Plasmaclearance

(totale Clearance, Clwt) berechnet (4.8). Die gewonnenen Halbwertzeiten sind in Abbildung 62
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Abbildung 62: Vergleich der Halbwertzeiten von A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteinen im
Plasma der CD-1-Maus. Gezeigt sind die errechneten Mittelwerte fiir ti/;. Fiir den desialylierten
A1ATwt N=3, N90/123/201, N123/201, N90 N=6 und die restlichen Neoglykoproteine N=9, A1ATwt
N=12. Gezeigt ist der S.E.M., im Vergleich zu A1ATwt * p < 0,05 ** p < 0,01 (t-Test).
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Das humane A1ATwt zeigt in der CD-1-Maus eine Halbwertzeit von 47 min. Die fiir den
desialylierten A1ATwt (6 min) ermittelte Halbwertzeit fallt im Vergleich zum A1ATwt und
den getesteteten A1AT-Neoglykoproteinen erwartungsgemafi am niedrigsten aus. Beim
Vergleich der Halbwertzeiten der Neoglykoproteine N90/123 und N90/201 konnte kein
Unterschied zu A1ATwt bestatigt werden. Hingegen zeigen die Varianten N90, N108, N123,
N201, N123/201 und N90/123/201 eine signifikante Erhohung der Halbwertzeit. Am
deutlichsten konnte die Halbwertzeit fiir die A1AT-Variante mit zusatzlicher
N-Glykosylierung in Position N123 erhoht werden (Steigerung auf 162 %). Im Weiteren

wurden die relativen Clearance-Raten errechnet, diese sind in der Abbildung 63 dargestellt.
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Abbildung 63: Auswertung der Clearancedaten fiir A1ATwt und Neoglykoproteine aus
HEK293-Zellen. Die relativen Clearance-Raten ergeben sich aus den AUCs der relativen Plasma-Zeit
Kurvenverldufe. Gezeigt ist der S.E.M., im Vergleich zu A1ATwt ** p < 0,01 (t-Test).

Bei Betrachtung der relativen Clearance-Raten zeigt sich im Vergleich zu A1ATwt (7,5)
zunachst eine zu erwartende deutlich erhéhte Clearance fiir den ziigig aus der Zirkulation
entfernten desialylierten A1ATwt (14,3). Alle A1AT-Varianten mit erhdhtem
N-Glykosylierungsgrad weisen gegeniiber A1ATwt eine deutlich verringert Clearance-Rate
auf. Besonders deutlich zeigt sich die verminderte Clearance-Rate fiir die A1AT-Varianten
N123 und N201.

2.9.2 Halbwertzeiten mit nicht natiirlichen Monosacchariden

Entsprechend den  pharmakokinetischen  Untersuchungen fiir A1ATwt und
Neoglykoproteinen aus HEK293-Zellen wurden die A1ATwt-Varianten mit Supplementation
durch die nicht physiologische Monosaccharide 2dGal und ManNProp in der CD-1-Maus
untersucht (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Serumkonzentration von A1ATwt-Varianten mit Substitution der terminalen und
subterminalen Strukturen der natiirlichen N-Glykane des A1ATwt. Im Test wurde je Gruppe drei
Tieren 30 pg Protein in die Schwanzvene appliziert. Gezeigt ist der S.E.M. bei N=3 bzw. A1ATwt N=12.

Die Eliminationskurven fiir die A1AT-Varianten nach Austausch der Galactose und/oder der
N-Acetyl-Seitenkette der Sialinsdure dhneln dem Verlauf der Elimination des A1ATwt. Zu
Beginn der Messungen stellt sich die Abnahme der Konzentration von A1AT im Serum der
CD-1-Méause fiir A1ATwt am deutlichsten dar. Die Kurvenverldufe der mit den nicht
physiologischen Monosacchariden behandelten A1AT-Varianten sind etwas weniger steil als
fiir A1ATwt. Jedoch kann bereits nach 24 h fiir alle Varianten nahezu kein A1AT mehr mittels
A1AT-ELISA nachgewiesen werden. Die Standardabweichung macht deutlich, dass die
Unterschiede der Elimination verhadltnisméafiig gering ausfallen. Im Vergleich zu A1ATwt
ohne Supplementierung ist die A1AT-Konzentration mit Neu5Prop-Einbau bis 48h
signifikant verbessert (p<0,05). Bei Verwendung beider Analoga ist dieser Effekt verringert,
die signifikant hohere Konzentration von A1AT (2dgGal/ManNProp) konnte jedoch bis 24 h
nach A1AT-Injektion gemessen werden (p<0,05). Unter dem Einfluss der substituierten
Galactose unterscheiden sich die A1AT-Konzentrationen nur nach 30 min und 2 h signifikant
von den A1ATwt-Konzentrationen im Mausserum (p<0,05). Die gemessenen Unterschiede
treten demnach besonders zu den frithen Zeitpunkten nach der Injektion auf, wenn sich A1AT

im Organismus der Maus verteilt.

Die Ergebnisse der berechneten Halbwertzeiten sind in Abbildung 65 wiedergegeben.
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Abbildung 65: Halbwertzeiten der A1AT-Varianten mit Substitution im Vergleich zu A1ATwt.
Gezeigt sind die errechneten Mittelwerte fiir ti,2. A1ATwt N=12, substituierte A1AT-Varianten N=3.

Gezeigt ist der S.E.M..

Die Berechnung der Halbwertzeiten und der anschlieflende t-Test zeigen, dass die
Veranderung der terminalen und subterminalen Strukturen keine signifikante Verdanderung
der Halbwertzeiten zur Folge hat. Betrachtet man hingegen die Clearance-Daten so lassen

sich signifikante Unterschiede fiir die A1AT-Varianten mit Austausch der terminalen Neu5Ac

zu Neu5Prop berechnen (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Auswertung der Clearancedaten fiir A1ATwt mit bzw. ohne Substitution von
2dGal und Neu5Prop. Die relativen Clearance-Raten ergeben sich aus den AUCs der relativen
Abbaukurvenverlaufe. Gezeigt ist der S.E.M,, Signifikanz im Vergleich zu A1ATwt ** p < 0,01 (t-Test).

Die A1AT-Varianten zeigen im Vergleich zu A1ATwt (7,6) nach ManNProp- und/oder
2dGal-Gabe eine verringerte Clearance-Rate (2,1-4,6). Dieser Unterschied konnte als

signifikant bestatigt werden (p < 0,01).

2.9.3 Halbwertzeiten fiir Expressionen aus AGE1.HN

Wie bereits fiir die Expressionen aus HEK293-Zellen beschrieben, wurden A1ATwt und zwei

A1AT-Varianten mit zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven einer pharmakokinetischen

Analyse in CD-1-Mausen unterzogen. Die Varianten wurden, wie in Abschnitt 2.6 beschrieben, in
AGE1.HN-Zellen exprimiert. Durch die Auswertung der A1AT-ELISA-Daten lassen sich folgende

Halbwertzeiten und Clearance-Raten errechnen (Abbildung 67).
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Abbildung 67: Halbwertzeiten und Clearance-Daten der A1AT-Expressionen aus
AGE1.HN-Zellen. Getestet wurde in Gruppen von je drei CD-1-Mdusen/A1AT-Variante. Vergleich zu
A1ATwt ** p < 0,01 (t-Test).

Im Vergleich zu den Halbwertzeiten von A1ATwt und A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen
(47 min-76 min) weisen A1ATwt (14 min) und die Neoglykoproteine N123 (18 min) und
N123/201 (42 min) aus AGE1.HN deutlich geringere Halbwertzeiten auf. Mit zunehmender
Anzahl an N-Glykosylierungsmotiven konnte die Halbwertzeit dennoch gesteigert werden. Die
Steigerung der Halbwertzeiten der A1AT-Neoglykoproteine ist gegeniiber A1ATwt signifikant.
Erwartungsgemafd zeigen sich die relativen Clearance-Raten fiir A1ATwt und N123 sowie
N123/201 aus AGE1.HN gegeniiber den Expressionen aus HEK293-Zellen ebenfalls hoher. Ein
signifikanter Unterschied zur Clearance-Rate von A1ATwt aus AGE1.HN zeigt sich fiir N123/201
(p<0,01).

2.9.4 Halbwertzeiten bei Expression in HEK293-Sialyltransferase/Galactosyl-
transferase (HEK293-SialT/GalT)

Eine Analyse der pharmakokinetischen Parameter wurde auch fiir die A1AT-Expressionen
aus HEK293-SialT/GalT durchgefiihrt. Die gewonnenen Eliminationskurven sind in

Abbildung 68 dargestellt.
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Abbildung 68: Eliminationskurven fir Al1ATwt und Neoglykoproteine aus
HEK?293-SialT/GalT-Zellen. Die pharmakokinetische Analyse erfolgte in der CD-1-Maus.

Besonders zu den frithen Zeitpunkten der Messungen stellen sich die Eliminationskurven
nicht so steil abfallend dar, wie fiir Expressionen aus HEK293-Zelle (Abbildung 61). Uber den
Verlauf von 72 h stellen sich die Eliminationskurven fiir die gestesteten A1AT-Varianten und
A1ATwt aus HEK293-SialT/GalT-Zellen sehr ahnlich dar. Der Kurvenverlauf der
A1AT-Variante N123/201 zeigt sich nach 24 h etwas abgeflachter, wohingegen A1ATwt,
N123 und N90/123/201, mit geringerer Konzentration, nahezu parallel verlaufen. Die
A1AT-Konzentration der A1AT-Variante N123/201 ist im Vergleich zu A1ATwt signifikant
erhoht. Werden die Halbwertzeiten und Clearance-Raten berechnet, so zeigen sich nur leichte

Unterschiede zwischen den getesteten A1AT-Varianten und A1ATwt (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Halbwertzeiten und Clearance-Daten der A1AT-Expressionen aus
HEK293-SialT/GalT-Zellen. Getestet wurde in Gruppen von je drei CD-1-Mausen/A1AT-Variante.
Vergleich zu A1ATwt * p £0,05 und ** p <0,01.

Die Halbwertzeit ist fiir die A1AT-Varianten N123/201 (74 min) und N90/123/201 (65 min)
gegeniiber A1ATwt (53 min) signifikant erh6éht. Zudem konnte fiir die A1AT-Variante
N123/201 aus HEK293-SialT/GalT-Zellen im Vergleich zu der bereits geringen
Clearance-Rate des A1ATwt eine weitere signifikante Senkung erreicht werden. Die

Clearance-Raten der anderen A1AT-Variante sind hingegen nicht verbessert.
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3 Diskussion
Die Herstellung beziiglich der N-Glykosylierung veranderter Alpha 1-Antitrypsin-Varianten

(A1AT) und deren Expression in verschiedenen Zelllinien sowie die Isolierung und
Charakterisierung der proteingebundenen Mono- und Oligosaccharide sind Gegenstand
dieser Arbeit. Die rekombinanten Glykoproteine wurden im Hinblick auf eine
pharmazeutische Relevanz und auf ihren Einfluss auf pharmakokinetische Parameter
untersucht. Eine erfolgreiche N-Glykosylierungsmodifikation mit einer verliangerten
Serumhalbwertzeit ware fiir die Lebensqualitdt von Patienten, flir das Auftreten und die
Intensitat von Nebenwirkungen sowie fiir die Senkung der Behandlungskosten von grofdem
Wert.

3.1 Erhohung des N-Glykosylierungsgrades

Das Einfiigen zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive in die Proteinsequenz von A1AT und
deren Nutzung durch komplexe N-Glykane wurden in dieser Arbeit erfolgreich umgesetzt. Die
Modifikation der zusatzlichen Glykosylierungsstellen durch N-Glykane konnte mittels SDS-
PAGE, MALDI-TOF-MS und Kapillarelektrophorese (CE) nachgewiesen werden (Abbildung
21, Abbildung 46, Abbildung 50 und Abschnitt 2.3). Die Expression erfolgte mittels HEK293-
und AGE1.HN-Zellen. Ebenso konnte die Nutzung der zusatzlichen N-Glykosylierungsstellen
fiir die Expression der A1AT-Varianten in Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen anhand der
Zunahme der molekularen Masse nachgewiesen werden (Abbildung 80). Aufgrund hoéherer
Expressionsraten wurden die weiteren Arbeiten mit HEK293- und AGE1.HN-Zellen
durchgefiihrt. Nach chromatographischer Aufreinigung der A1AT-Varianten und
nachfolgender Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot konnte unterhalb der
A1AT-Bande eine zusatzliche Bande detektiert werden, wobei es sich vermutlich um ein
durch die Aktivitit von Matrixmetalloproteasen (MMP) entstandenes N-terminales
Spaltprodukt von A1AT handelt [176, 202]. Analysen von humanem A1AT aus Serum durch
Kolarich et al. zeigen ebenfalls verkiirzte A1AT-Varianten, wobei zusatzlich ein geringer
Anteil um einen Lysin-Rest C-terminal verkiirztes A1AT beschrieben wird [113, 203]. Die
Annahme, dass MMPs zu einer N-terminalen Spaltung von A1AT fiihren, wird durch den Fakt
gestiitzt, dass HEK293-Zellen A1AT-spaltende MMP exprimieren [177]. Das Spaltprodukt ist
vermutlich nicht bei allen Expressionskontrollen nachzuweisen, da HEK293-Zellen auch
geringe Mengen TIMP (Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinases) exprimieren, die einer
Spaltung der A1AT-Varianten durch MMPs entgegenwirken konnen [204]. Aus diesem Grund
ist anzunehmen, dass das A1AT-Spaltprodukt eine Folge der Fermentationsbedingungen ist,
die Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs haben und so zu veranderten

Anteilen des verkiirzten A1AT fiihren.
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Die  massenspektrometrische  Analyse der N-Glykane wurde anhand des
N-Glykangesamtpools durchgefiihrt. Ziel war es, die Strukturen der rekombinanten
A1AT-Varianten aufzukldren, welche mittels HEK293-Zellen exprimiert wurden. Im Vergleich
zu A1ATwt weist die Glykananalytik der A1AT-Neoglykoproteine keine grundlegende
Verdnderung der komplexen N-Glykane auf, jedoch sind die Anteile der verschiedenen
Strukturen verandert. Im Vergleich zu A1ATwt, mit hauptsadchlich biantenniren N-Glykanen,
erhoht sich mit zunehmender Zahl der zusatzlichen N-Glykosylierungsmotive deutlich der
Anteil an tetraantennaren N-Glykanen mit core-Fucosylierung, wie die Zusammenfassung der
MALDI-TOF-MS-Daten veranschaulicht (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Zusammenfassung der MALDI-TOF-MS-Daten der desialylierten N-Glykane
isoliert von A1ATwt und Neoglykoproteinen aus HEK293-Zellen. Analysiert wurde der
desialylierte N-Glykangesamtpool, enzymatisch abgespalten durch PNGase F. Strukturen mit einer
oder mehreren Fucosen sind zusammengefasst (Fuc). Die Daten beruhen auf drei unabhingigen
Messungen.

Gleichzeitig ist fiir die generierten A1AT-Neoglykoproteine der Anteil des biantenniren
core-fucosylierten N-Glykans im Vergleich zu A1ATwt deutlich reduziert. Aus dem Einfiigen
zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive folgt demnach eine Veranderung des N-Glyko-
sylierungsmusters. Dies konnte auf die unterschiedliche Zuginglichkeit der N-Glyko-
sylierungsstellen fiir Glykosyltransferasen innerhalb des Proteins zuriickzufiihren sein oder
mit dem Einfluss der bereits vorhandenen N-Glykane, gegebenenfalls mit einer sterischen
Hinderung oder einer Konformationsinderung, in Zusammenhang stehen. Nicht alle
eingefiigten Glykosylierungsstellen wurden mit der gleichen Effektivitit genutzt. Fir die
A1AT-Varianten mit jeweils einem zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiv ist im Vergleich zu
A1ATwt eine erhohte molekulare Masse zu beobachten. Die A1AT-Varianten N108 und N123
weisen jedoch eine grofiere Masse als die A1AT-Varianten N90 und N201 auf (Abbildung 21).
Dieser Effekt zeigt sich auch fiir die Kombinationen N90/201 und N123/201.
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Es konnte gezeigt werden, dass mit der verdnderten Glykanausstattung der
A1AT-Neoglykoproteine keine Verdanderung der inhibitorischen Aktivitat gegentiber der
Serinprotease Trypsin einhergeht (Abbildung 22).

N-Glykanstrukturen mit hoher Antennaritidt, wie die fiir die Neoglykoproteine verstarkt
auftretenden tetraantenndren N-Glykane, konnen potenziell mit einer grofieren Anzahl
Sialinsduren modifiziert sein und einen erhdhten Sialylierungsgrad des Glykoproteins zur
Folge haben. Ist die Sialinsdureausstattung jedoch unvollstindig, kénnten sogar mehr
Liganden fiir den Asialoglykoproteinrezeptor zur Verfligung stehen und ein ungewollter,
schnellerer Abbau des Serumglykoproteins stattfinden und so zu einer fiir A1AT ungewollten,
verkirzten Serumhalblebenszeit fithren [205].

Ein bekanntes Beispiel fiir eine erfolgreiche Glykanmodifikation eines Glykoproteins ist
Darbepoetin alfa, das rekombinante hyperglykosylierte Analogon zu Erythropoetin (Epo) mit
zwei zusatzlichen N-Glykanen und einer in der Folge verminderten Rezeptoraffinitit und
Steigerung der Serumhalblebenszeit [135]. Beim Vergleich von humanem Epo, isoliert aus
Urin (u-Epo) und rekombinantem Epo (r-Epo), exprimiert in Baby Hamster Kidney
(BHK)-Zellen oder in CHO-Zellen, sind die komplexen N-Glykane des u-Epo ebenfalls fiir
r-Epo, aber mit einer abweichenden Verteilung, nachweisbar [206, 207]. Auch fiir das
rekombinante A1AT, exprimiert in HEK293-Zellen, konnten komplexe N-Glykane, wie sie fiir
das humane A1AT aus Serum (Prolastin) gemessen wurden, detektiert werden. Fiir die
Verteilung der N-Glykanstrukturen von A1ATwt aus HEK293-Zellen im Vergleich zu Prolastin
konnte wie fiir Epo eine Abweichung im Hinblick auf die Antennaritit festgestellt werden.
Das rekombinante A1ATwt weist im Vergleich zu Prolastin deutlich mehr tri- und
tetraantenndre N-Glykane auf, der Anteil der hoher antennéren Strukturen erhoht sich sogar
mit zusatzlichen N-Glykosylierungsstellen. Nach Einfiigen der zusatzlichen N-Glykane in die
Proteinsequenz von Epo konnte eine deutliche Erhéhung der negativen Ladung durch
Sialinsduren beobachtet werden [135]. Mehrere Arbeiten zur N-Glykanausstattung von Epo
bestdtigen, dass N-Glykane des humanen Epo aus Serum hauptsdchlich Mono-, Di- und
Trisialo-Strukturen sind, hingegen weist Darbepoetin alfa vorzugsweise Tetrasialo-N-Glykane
auf [208, 209]. Das Einfiigen der beiden zusatzlichen Motive in die Epo-Proteinsequenz
fiihrte, wie auch fiir die A1AT-Varianten in dieser Arbeit gezeigt, zu einer Steigerung des
Anteils an tetraantennidren Strukturen. Im Hinblick auf den klinischen Einsatz ist das Fehlen
ungewoOhnlicher Glykanstrukturen besonders bedeutend, da diese zu Immunantworten
fithren konnen.

Die Bedeutung der komplexen N-Glykane wurde auch fiir die Stabilitit des Glykoproteins
A1AT beschrieben. Stabilitatstests zeigten, dass das humane N-glykosylierte A1AT im
Vergleich zu A1AT aus Hefe, welches mit N-Glykanen vom High-Mannose-Typ ausgestattete

ist, ein stabileres Molekiil bildet [210]. Dies unterstiitzt bei der Expression therapeutisch
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relevanter Glykoproteine die Wahl einer Zelllinie, die beispielsweise bei Expression des
rekombinanten A1AT das Protein mit einem humanahnlichen Glykanmuster modifiziert.

Die Position zusatzlicher N-Glykane hat ebenso Einfluss auf die Abschirmung des
Glykoproteins gegen Proteasen. Ein gleichméafig glykosyliertes Protein ist demnach weniger
anfallig fiir Proteaseaktivitit als ein Serumglykoprotein, das frei zugingliche Bereiche der
Polypeptidkette aufweist. Dieses Wissen sollte bei der Wahl der -einzufiigenden

Glykosylierungsstelle berticksichtigt werden.

Analysen zur Aufkldrung der ortsgenauen N-Glykosylierung wurden im Rahmen der
Doktorarbeit von Xi Liu fiir die A1AT-Expressionen aus HEK293-Zellen durchgefiihrt [211].
Die durch tryptischen Verdau entstandenen Glykopeptide wurden mittels LC-ESI-Q-Tof
bestimmt. Auf diese Weise konnten die N-Glykane der entsprechenden
N-Glykosylierungsstelle zugeordnet werden. Die natiirliche N-Glykosylierungsstelle Asn 46
von A1ATwt aus HEK293-Zellen wird demnach mit hauptsédchlich biantenndren und auch
triantennaren, jedoch keine tetraantenndren N-Glykane, Asn 83 mit tri- und tetraantennaren,
jedoch keine biantenndren N-Glykane und Asn 247 hauptsachlich mit biantennaren und auch
triantennaren, jedoch keine tetraantennaren N-Glykanen modifiziert.

Die zusatzlich eingefiigten Glykosylierungsmotive in A1AT wurden fiir die A1AT-Varianten
N123 und N201 untersucht. Die A1AT-Variante N123 zeigt im Gesamtglykanprofil eine dem
A1ATwt adhnliche Verteilung. Als N-Glykane an der Position N123 werden hauptsachlich bi-
und tri- und geringe Anteile tetraantenndre core-fucosylierte Strukturen mit ein bis drei
Sialinsduren verkniipft, so dass diese Variante eine geringe Abweichung zu A1ATwt zeigt.
Dies bestatigt das Ergebnis der Gesamtglykananalyse dieser Arbeit. Fiir die A1AT-Variante
N201 konnte ein tetraantenndres monofucosyliertes N-Glykan mit ein bzw. zwei Sialinsauren
detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt ebenfalls mit den MALDI-TOF-MS-Daten des
Gesamtglykanpools der Arbeit, die eine Zunahme der tetraantenndren Strukturen zeigen,
tiberein (Abbildung 26).

Die Ergebnisse belegen, dass die Analyse des Gesamtglykanpools bereits Riickschliisse auf die
N-Glykane der neu genutzten N-Glykosylierungsstellen zulassen. Es ist jedoch nicht
auszuschliefden, dass die neuen Glykanstrukturen Einfluss auf die Proteinstruktur haben oder
ein zusatzliches N-Glykan die Ausstattung einer natiirlichen N-Glykosylierungsstelle
behindert und in der Folge auch natiirliche N-Glykosylierungsstellen mit abweichenden

Glykanstrukturen ausgestattet werden.

3.2 Massenspektrometrische Analysen - Nachweis von GalNAc-Resten

Die umfangreichen Analysen der isolierten N-Glykane von A1AT-Expressionen aus
HEK293-Zellen haben interessanterweise ein fiir A1AT bisher nicht beschriebenes

biantenndres N-Glykan (m/z 1850,6) mit einer terminalen GalNAc-Struktur nachgewiesen
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(Tabelle 1 und Abbildung 35). Die ortsgenaue Analyse der N-Glykanstrukturen bestatigt die
Verkniipfung der GalNAc-Struktur mit Asn46 [211]. Eine Antenne des biantennaren
N-Glykans weist ein typisches Gal31-4GlcNAc-Motiv auf, die andere Antenne zeigt hingegen
ein GalNAcP (1-4) GlcNAc-Motiv. Solche [ (1-4) verknlipften GalNAcf (1-4) GlcNAc-Motive
werden auch als LacdiNAc-Glykane bezeichnet und wurden bereits fiir N-Glykane aus
Vertebraten, z. B. aus humanen Nierenepithelzellen und aus Invertebraten, beschrieben [212-
221].

Im Zusammenhang mit den Glykoproteinen Thyrotropin (THS) und Lutropin (LH) der
Hypophyse wurden ebenfalls biantennédre N-Glykane beschrieben, die GalNAc verkniipft mit
einem oder beiden GlcNAc-Resten aufweisen. Zusatzlich sind die GalNAc-Reste mit einem
Sulfat-Rest oder durch eine a (2-6) verkniipfte Sialinsdure modifiziert [222]. Dem terminalen
GalNAc 3 (1-4) GlcNAc-Rest des freien LH kommt eine besondere Bedeutung bei der
schnellen Clearance durch den LH-Rezeptor im Zusammenhang mit der Regulierung des
Eisprungs zu. Der auf Leberendothel- und Kupfferzellen exprimierte Rezeptor fiir sulfatierte
GalNAc-Reste (S4GalNAc-Rezeptor) hat eine dem Makrophagen-Mannose-Rezeptor nahezu
identische Sequenz [223, 224]. Die Arbeit von Fiete et al. zeigt, dass der S4GalNAc-Rezeptor
beide Liganden, Mannose und S4GalNAc-Reste, bindet [224].

Kiirzlich konnten fiir rekombinantes L-Selektin aus HEK293-Zellen GalNAc-Strukturen
gezeigt werden, welche eine zusatzliche Modifikation durch Sulfat-Reste aufweisen [225]. Im
Vergleich wies das ebenfalls in HEK293-Zellen exprimierte a 1-saure Glykoprotein (AGP)
keine GalNAc-Reste auf. Dieser Fakt bestdtigt eine proteinabhangige Modifikation der
N-Glykosylierungsmotive mit GalNAc-Resten.

Durch die Modifikation verschiedener Aminosiurereste der alpha-Untereinheit von hCG
(humanes Choriongonadotropin) konnte gezeigt werden, dass es eine spezifische
Peptiderkennungssequenz (P X R/K) fiir die N-Acetylgalactosamintransferase (GalNAc-T)
gibt [226, 227]. Im Abstand von 6-9 Aminosdureresten befindet sich N-terminal der
N-Glykosylierungsstelle das Motiv P X R/K. Die basischen Aminosduren Arginin und Lysin
sind an dritter Position gleichberechtigt mdglich. Ein Austausch dieser wichtigen
Aminosduren zu Histidin oder Glycin resultiert in einer verminderten Transferrate,
Glutaminsaure hebt sie sogar vollstindig auf. An Position X wird eine Reihe verschiedener
Aminosduren toleriert. Aminosduren mit grofden aromatischen Seitenketten erhohten im Test
die GalNAc-Transferrate in der Reihenfolge K>Y>W>F>G, wobei Glycin nur noch einen

geringen Effekt hat. Ebenfalls ist Prolin nicht essenziell fiir die Erkennung der GalNAc-T. Bei
Austausch eines Prolin-Rests (PTPLRSKKTMLVQKNs2VT) fiel die Erkennungsrate der
GalNAc-T auf 50 % (GalNAc-T Erkennungsmotiv fett, Glykosylierungsmotiv griin). Bei Tausch
beider Reste wurde sie erstaunlicherweise erhoht. Dies war ein iiberraschendes Ergebnis, da

alle bisher bekannten Peptidmotive der Asn-verkniipften Oligosaccharide mit terminalem

GalNAc-Rest ein Tripeptid einschliefdlich Prolin aufwiesen [226, 228]. Das Auftreten von
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LacdiNAc-Strukturen in Glykoproteinen aus Vertebraten und aus Invertebraten legt nahe,
dass moglicherweise weitere B (1-4) GalNAc-T mit abweichender Spezifitit ohne das Motiv
P X R/K arbeiten [229-236]. Demnach ware es moglich, dass das N-Glykosylierungsmotiv
Asn 46 aus A1AT in der vorliegenden Arbeit ebenfalls anhand eines abweichenden Motivs
(LYRQLAHQSN46ST) von der GalNAc-T erkannt wird. Im Abstand von sechs Aminosduren
befinden sich N-terminal ein Tyrosin- und ein Arginin-Rest, anstelle des Prolins befindet sich
ein Leucin. Die ortsgenaue Analyse der N-Glykosylierungsstelle Asn 46 zeigt die Modifikation
mit hauptsachlich biantenndren LacNAc-N-Glykanen, biantennédren LacdiNAc-Strukturen und
einem geringen Anteil triantenndrer N-Glykane [211].

Andere Arbeiten beschreiben, dass die  (1-4) Gal-Transferase unter Umstdanden die Aktivitat
der B (1-4) GalNAc-T iibernehmen kann [237-239]. Da der Mechanismus der Erkennung fiir
A1AT durch die GalNAc-T in HEK293-Zellen noch nicht vollstindig aufgeklart ist, kdnnten
weiterfiihrende Substitutionstests N-terminal des N-Glykosylierungsmotivs von A1AT und
knock out-Experimente ausgewahlter Glykosyltransferasen aufklaren, welche Bedeutung die
Aminosadurereste in A1AT fiir die Ausstattung der N-Glykane mit GalNAc-Resten haben.

Ein weiteres Beispiel in diesem Zusammenhang ist das rekombinante humane Protein C
(rHPC), welches bei Expression in HEK293-Zellen GalNAc-Reste zeigt, die in HPC aus Plasma
nicht vorkommen. Das verstirkte Vorhandensein von GalNAc-Resten neben den
Galactose-Resten fiihrt bei rHPC zu einer erhdhten spezifischen Gerinnungshemmung [240].
Im Vergleich zu seinem natiirlichen Analog aus humanem Serum zeigt das rekombinante
humane A1AT aus HEK293-Zellen ebenfalls GaINAc-Reste, welche fiir humanes A1AT bisher
nicht beschrieben sind. Interessanterweise konnte in dieser Arbeit das N-Glykan m/z 1850,6
auch fiir das humane A1AT aus Serum durch MALDI-TOF-MS-Analysen in geringen Anteilen
nachgewiesen werden (Abbildung 27). Diese Masse ist ebenfalls fiir A1AT-Expressionen aus
AGE1.HN nachweisbar (Abbildung 47). In Ubereinstimmung zu der Arbeit mit HPC zeigt auch
rekombinantes A1AT einen geringeren Sialylierungsgrad als A1AT aus humanem Serum (vgl.
Abbildung 33 und Abbildung 52).
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Abbildung 71: Berechnete Anteile des biantenniren N-Glykans mit GalNAc-Struktur m/z 1850,6
der A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen. Die Anteile wurden aus MALDI-TOF-MS-Daten von drei
unabhdngigen Messungen ermittelt.

Betrachtet man den Anteil der GalNAc-Reste innerhalb der A1AT-Varianten nach Einfiigen
zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive mittels gerichteter Mutagenese-PCR, so hat sich dieser
im Vergleich zu A1ATwt nicht erhoht (Abbildung 71). Im Allgemeinen ist der Anteil der
GalNAc-tragenden Strukturen nach dem Einfiigen zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive
reduziert worden. Abgesehen von der ungeklarten Funktion der GalNAc-Reste konnte sich
eine geminderte Zahl freier GalNAc in Bezug auf die Serumhalblebenszeit positiv auswirken.
Die Affinitit von terminalen Galactose-Resten von N-Glykanen zu dem
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) steigt mit zunehmender Antennaritit [241, 242].
Zusatzlich werden terminale GalNAc-Reste im Vergleich zu Galactose-Resten mit 10-50-fach
erhohter Affinitit durch den ASGPR gebunden [243]. So sollte im Hinblick auf eine
Verlangerung der Serumhalblebenszeit der Anteil der freien GalNAc-Reste gering sein.
Entsprechend sollte fiir eine verldngerte Serumhalbwertzeit eine terminale Sialylierung
vorhanden sein, um freie Gal-Reste und freie GalNAc-Reste zu maskieren.

Ein Zusammenhang zwischen der Reduktion der GalNAc-Reste und dem Einfiigen von
N-Glykosylierungsmotiven ist vermutlich auf die Tendenz der N-Glykane zu hoéherer
Antennaritat zuriickzufithren (Abbildung 70). Mit der Abnahme der biantenndren N-Glykane
geht auch die Reduktion der biantennaren GalNAc-Struktur einher.

Weiterhin zeigte die Analyse der permethylierten N-Glykane eine Sialylierung der
GalNAc-Struktur (m/z 3007,5), welche durch Fragmentierung bestdtigt werden konnte
(Abbildung 84). Als terminale Modifikation des GalNAc-Restes wurde in Glykanstrukturen
aus Sdugern neben der Fucosylierung oder der Sulfatierung auch die Sialylierung
nachgewiesen. Die Arbeit von NemansKky et al. bestatigt einen Transfer von Neu5Ac durch die
a (2-6) Sialyltransferase auf Galactose- und auch auf GalNAc-Reste [244]. Die durchgefiihrte
Datenbankrecherche mittels GlycomeDB und EuroCarbDB fiir das korrekte detektierte
N-Glykan (m/z 3007,5) ergab lediglich drei Eintrage. Dieses seltene N-Glykan wurde fiir
humanes Glycodelin (Struktur ID 24465) beschrieben [232], dasselbe biantennire N-Glykan

wird in Anteilen (2-5 %) in Laktotransferrin aus Kuhmilch beschrieben [231], die dritte
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Ubereinstimmung findet sich in geringen Anteilen (0,6-1,4%) in N-Glykanen von
PSP-1/PSP-II (Struktur ID 28783) aus Sperma vom Wildschwein (Sus scrofa) [245].

3.3 Analysen zum Nachweis von Tetraisomeren in N-Glykanstrukturen

Bei der in der MALDI-TOF-MS-Analyse detektierten einfach core-fucosylierten
tetraantennaren N-Glykanstruktur (m/z 2539,9) handelt es sich um zwei N-Glykan-Isomere
(Abbildung 26A). Durch den Einsatz der Kapillarelektrophorese (CE-LIF) war eine Trennung

der Tetraisomere aufgrund der Galactoseverkniipfung méglich (Abbildung 28).
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Abbildung 72: Verteilung der Tetraisomere mit einfacher Fucosylierung bei Expression in
HEK293-Zellen. Mittels CE-LIF gewonnene Daten, Anteile der beiden Tetraisomere mit a (1-4) - bzw.

a (1-3,4)-verkniipften Galactose-Resten.

Die Abbildung 72 zeigt die Verteilung der tetraantenniren Isomere. Exoglycosidaseverdaus
gaben Aufschluss iiber die Art der Tetraisomere (Abbildung 30). Die Anteile der beiden
Tetraisomere variieren innerhalb der erzeugten A1AT-Varianten. Ein anndhernd
ausgewogenes Verhdltnis stellt sich nach Einfiigen einer Glykosylierungsstelle in Position
N123 und N201 sowie den resultierenden Kombinationen N90/201 und N90/123/201 dar.

Das Vorkommen solcher Isomerstrukturen ist bereits fiir tri- und eine tetraantenndre einfach
core-fucosylierte Struktur des r-Epo aus BHK-Zellen und dem u-Epo beschrieben [207]. Die

isomeren Eigenschaften in A1AT beruhen auf der 8 (1-3)-Verkniipfung eines Galactose-Rests
einer Antenne. Der Hauptteil der Galactose-Reste zeigt (3 (1-4)-Verkniipfung. Dieses fiir die
A1AT-Expressionen aus HEK293-Zellen nachgewiesene Tetraisomer wurde vermutlich
aufgrund der geringen Anteile der tetraantennidren N-Glykane in Prolastin mit den
verwendeten Techniken massenspektrometrisch nicht wiedergefunden. Die biologische
Bedeutung des [3(1-3)-verkniipften Galactose-Restes neben hauptsachlich 3 (1-4)-
verknilipften Galactose-Resten fiir A1AT ist noch unklar und ist eine fiir weiterfithrende

Arbeiten zu kldrende Fragestellung.

100



DISKUSSION

3.4 C-Mannosylierung innerhalb A1AT

Bei der C-Mannosylierung wird eine einzelne Mannose iiber eine C-C-Bindung an ein
Tryptophan angehdngt. Nicht selten sind bei der Auftrennung mittels SDS-PAGE mehrere
Proteine in einer Proteinbande enthalten. Nach Aufreinigung der A1AT-Varianten ist das
sekretierte Protein nahezu vollstindig homogen vorhanden. Aus diesem Grund muss die
unterschiedliche Position der Banden auf eine Modifikation des Proteins A1AT
zurlickzufiihren sein. Da nach Sialylierung von A1AT ein geringer Masseverlust im SDS-PAGE
und anschliefSender Coomassie-Farbung beobachtet wurde, wird vermutet, dass der untere
durch den anti-CMT-Antikorper detektierte Anteil der Proteinbande unvollstdndig oder gar
nicht sialyliert vorliegt (Abbildung 85). Dieser Asialo-Proteinanteil wird durch den
Antikorper erkannt, hingegen wird die Detektion innerhalb des héher sialylierten A1ATwt
durch die N-Glykane behindert. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die rdumliche Nahe
der N-Glykosylierungsstelle Asn 247.

Um die Bedeutung des Motivs WxxL aufzuklaren wurden Varianten mit einem veranderten
C-Mannosylierungsmotiv durch gerichtete Mutagenese-PCR erzeugt (neue Motive WxxA und
AxxL). Beide Varianten lief3en sich im Vergleich zu A1ATwt deutlich schlechter exprimieren.
Eine erhohte intrazellulire Ansammlung der neuen Proteinvarianten mit den verdnderten
Motiven WxxA und AxxL zeigte sich jedoch nicht, so dass auf eine verminderte
Expressionsrate geschlossen wurde (Daten nicht gezeigt). Deshalb liegt es nahe, dass die
Verdnderung des C-Mannosylierungsmotivs eine Auswirkung auf die Translation und/oder
Sekretion von A1AT hat. Die MALDI-TOF-MS-Daten zeigen bei der Analyse der tryptisch
verdauten Peptide keine eindeutige Masse, die sich dem C-mannosylierten Peptid zuordnen
lasst. So liegt der Schluss nahe, dass die C-Mannosylierung nur teilweise in A1ATwt vorliegt.
In RNase 2 ist das Motiv WxxW auf dem Protein exponiert [101], fiir A1AT liegt es etwas
mehr innerhalb des Proteins. Aufgrund der Zuganglichkeit des Motivs WxxL innerhalb von

A1AT konnte vergleichsweise weniger Protein C-mannosyliert vorliegen.

3.5 Vergleich von A1AT-Expressionen verschiedener

Expressionssysteme

Die Glykosylierungsprofile verschiedener Expressionszelllinien ermoglichen eine gezielte
Auswahl erzeugter Glykoproteine mit den den Anforderungen entsprechenden
Glykanstrukuren.

Nach umfangreicher Analyse der Expressionen aus HEK293-Zellen zeigt der Vergleich zu
Expressionen aus anderen Expressionssystemen (AGE1.HN und HEK293-SialT/GalT), dass
die Steuerung der N-Glykanausstattung abhingig vom gewadhlten Expressionssystem ist,

jedoch grundlegend durch das Protein A1AT bestimmt wurde.
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Die Modifikation von N-Glykosylierungsstellen unterstiitzt die Sekretionsrate eines
Glykoproteins [21, 59]. N-Glykane sind fiir den Export aus der Zelle nicht zwingend
notwendig, dennoch sind Oligosaccharide fiir die effiziente Sekretion vieler Proteine
erforderlich [246, 247]. Nach Einfiigen zuséatzlicher N-Glykosylierungsmotive konnte fiir die
Sekretion der A1AT-Variante N123, eine vergleichsweise gute Sekretionsrate festgestellt
werden. Diese Beobachtung kann auch auf die anderen verwendeten Zelllinien iibertragen
werden. Die Expressionsraten aus AGE1.HN-Zellen fielen im Vergleich zu HEK293-Zellen
insgesamt deutlich geringer aus. In den verwendeten Zelllinien wurde A1AT stets mit
komplexen N-Glykanen ausgestattet. Abweichend zu den Expressionen in HEK293-Zellen
weisen die A1AT-Expressionen aus der neuronalen AGE1.HN-Zelllinie einen erhoéhten
Fucosylierungsgrad auf. Im Vergleich zu der Expression in HEK293-Zellen hat sich der Anteil
der Fucose-Reste etwa verdoppelt. Ein hoher Fucosylierungsgrad ist fiir Glykoproteine, die
beispielsweise aus dem Gehirn stammen, beschrieben [248].

Auch der Sialylierungsgrad der N-Glykane, isoliert von A1AT-Varianten aus der
AGE1.HN-Zelllinie, fiel im Vergleich zu Expressionen aus HEK293-Zellen niedriger aus.
Wahrend Glykoproteine im Serum eine hohe Sialylierungsrate aufweisen, welche fiir den
Schutz vor einer schnellen Clearance durch den ASGPR von Bedeutung ist, sind Glykoproteine
aus dem Gehirn durch eine niedrige Sialylierungsrate gekennzeichnet [248]. Der Unterschied
koénnte auch dadurch bedingt sein, dass die fiir HEK293-Zellen verwendeten
Expressionsbedingungen in Bezug auf das verwendete Medium, die Rithrgeschwindigkeit und
die Begasung fiir eine bessere Vergleichbarkeit der A1AT-Expressionen auf AGE1.HN-Zellen
tibertragen wurden. Es ist nicht auszuschlieflen, dass durch weitere Optimierung eine
Steigerung der Sialylierungsrate erreicht werden konnte.

Die Optimierung der Sialylierung, mit einer erhohten Vollstdndigkeit der endstdndigen
Sialinsduren, wurde durch eine enzymatische Modulation der HEK293-Zellen erreicht, indem
B (1-4) Galaktosyltransferase und o (2-6) Sialyltransferase iiberexprimiert wurden. Die
unvollstdndig sialylierten N-Glykanstrukturen konnten reduziert, die vollstindig mit
Sialinsduren modifizierten hingegen gesteigert werden. Ein Einfluss der veranderten
Konzentration der Glykosyltransferasen auf die Ausbildung neuer oder abweichender

N-Glykanstrukturen wurde jedoch nicht festgestellt.

3.6 Einbaunachweis und Wirkung nicht natiirlicher Monosaccharide

Es konnte gezeigt werden, dass der Einbau der nicht natiirlichen Monosaccharide 2dGal und
ManNProp auch in die N-Glykanstrukturen von A1ATwt moglich und nachweisbar ist.
Frithere Arbeiten mit den Supplementen waren unter anderem auf die Integration in die
Glykoproteine von Membranen gerichtet [185, 187]. Die Konzentrationen der eingesetzten
Analoga konnten auf die Expression von A1ATwt mittels HEK293-Zellen libertragen werden.

Dabei korrelierten die ermittelten Integrationsraten mit den Einbauraten in die
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Membranglykoproteine von HEK293-Zellen (2dGal 20 % und Neu5Prop 83 %) [187]. Bei der
kombinierten Supplementation mit 2dGal und ManNProp zeigten sich fiir 2dGal verminderte
Einbauraten (11 %). Hingegen scheint der Einbau von NeuS5Prop unbeeinflusst von der
Kombinationsgabe beider Monosaccharide (82 %). In vivo-Arbeiten mit Ratten erreichten
hingegen Einbauraten von etwa 56 %. Auch die Expression in CHO-Zellen hat deutlich hohere
Einbauraten (60 %) von 2dGal in die Membranglykoproteine gezeigt [187, 249].

Es ist bekannt, dass 2dGal mithilfe der Enzyme des Leloir-Wegs, wie die natiirliche Galactose,
metabolisiert wird [250, 251]. Allerdings reagieren die Enzyme des Leloir-Wegs sensitiv auf
die Verdnderung der 2dGal am C 2-Atom. Geilen et al. beschreiben eine Wachstumshemmung
von HepG2-Zellen in Gegenwart von 2dGal [160]. 2dGal wird auf dem Leloir-Weg auch in
2dGlc metabolisiert, so dass eine Hemmung durch 2dGal und 2dGlc erfolgen kann. Eine
Unterscheidung zwischen GDP-Mannose und GDP-2dGlc (fehlende Hydroxylgruppe am C2)
ist der Zelle nicht mdglich. Wird GDP-2dGlc anstelle der natiirlichen Mannose auf
Dolicholphosphat-(GIcNAc), iibertragen, kommt es in der Folge zum Abbruch der
Prozessierung und damit zu einer Hemmung der Glykosylierung. In fritheren Arbeiten konnte
eine Hemmung der Proteinbiosynthese in K562-Zellen beobachtet werden [187]. Ein Einfluss
auf die HEK293-Zellen wurde unter den verwendeten Z2dGal-Konzentrationen nicht
beobachtet. Hingegen ist die Gesamtsialylierungsrate bei ManNProp-Gabe leicht verringert
(Abbildung 42).

Der partielle Austausch der Galactose durch das unphysiologische Analogon bedingt einen
verminderten Einbau von L-Fucose. Dies hat den Verlust des Kurzzeitgedichtnisses bei
Hithnerkiiken zur Folge, so dass der L-Fucose eine biologische Bedeutung zugewiesen
werden konnte [252]. Ein Einfluss auf die core-Fucosylierungsrate von A1ATwt wurde in
dieser Arbeit jedoch nicht festgestellt. Das Verhaltnis der Monosaccharidbausteine GlcNAc
und Man unter Einfluss der Substratanaloga zeigt keine Veradnderung. Dies spricht
erwartungsgemaf$ fiir die Erhaltung einer N-Glykanausstattung (= 4:3 = komplex, < 4:3 =
mannosereich).

Mittels Neuraminidase-Assays wurde der Einfluss der nicht natiirlichen terminalen und/oder
subterminalen Monosaccharide auf die Sialidaseresistenz untersucht. Die 2dGal-Gabe
resultierte in der besten Sialidaseresistenz der N-Glykane von A1AT. Im Test wird die
Sialidaseresistenz anhand freier Gal-Reste gemessen. Bei der Kombination von ManNProp
und 2dGal, scheint 2dGal die durch ManNProp verminderte Sialidaseresistenz zum Teil zu
kompensieren, so dass sich der Kurvenverlauf etwa im mittleren Bereich befindet. Der
Reaktionsmechanismus des Neuraminidase-Assays beruht auf der Oxidation der OH-Gruppe
am C1l-Atom der Galactose. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass der
beobachtete Effekt auf die fehlende OH-Gruppe der 2dGal am C2-Atom zuriickzufiihren sein

konnte.
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Anhand der zugrunde liegenden Reaktion wird deutllch, dass die Galactose-Oxidase zu einer

Oxidation der OH-Gruppe des C1-Atoms fiihrt. Die fiir die 2dGal fehlende OH-Gruppe am
C2-Atom konnte die Oxidation beeinflussen, so dass in der Folge weniger Resorufin entsteht.
Mit diesem Wissen sollte in weiterfiihrenden Arbeiten die hohere Sialidaseresistenz fiir A1AT
nach 2dGal-Supplementation noch mit einer weiteren Methode, unabhdngig von der

OH-Gruppe, liberpriift werden.

3.7 Invitro-Tests: Clearance-Assay, Oxidationsmessung und invasives
Potential

Fiir den in dieser Arbeit entwickelten Clearance-Assay konnten die beiden Untereinheiten des
ASGPR stabil in HEK293-Zellen exprimiert und mittels Western Blot nachgewiesen werden
(Abbildung 55). A1ATwt wurde in Gegenwart des ASGPR1/2, im Vergleich zu den
A1AT-Varianten mit zusatzlichen N-Glykosylierungsmotiven, schneller abgebaut. Der
Clearance-Assay lieferte erste Tendenzen zu Unterschieden, bedingt durch einen veranderten
N-Glykosylierungsgrad (Abbildung 56), so dass in vivo-Tests in Betracht gezogen werden

konnten.

A1AT konnte bereits in verschiedenen Organismen produziert werden. Dazu zdhlen E. coli,
Saccaromyces cerevisiae, Insekten- und CHO-Zellen, transgene Pflanzen und Tiere. Fiir die
Therapie wurde allerdings bisher kein rekombinantes A1AT zugelassen [123]. Die Ursache
daflir liegt unter anderem in einer moglichen Immunogenitit, die von nicht humanen
Produkten ausgehen kann, begriindet. Glykanstrukturen kénnen die immunogene Wirkung
von Glykoproteinen beeinflussen, indem sie antigene Bereiche des Proteins maskieren,
andererseits konnen sie auch selbst als Antigen wirken [253]. Fiir Glykane aus nicht humanen
Expressionssystemem wie Pflanzen wurden immunogene Effekte durch die Detektion von
Antikérpern in humanem Serum spezifisch fiir Glykanepitope aus Pflanzen gezeigt [254].
Dazu zdhlen N-Glykane die Epitope wie B (1-2) Xylose, a (1-3) Fucose oder das Lea-Epitop

enthalten.
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Der zellbasierte Assay in dieser Arbeit wurde mit Vollblut in Gegenwart von A1ATwt und
A1AT-Varianten aus HEK293-Zellen von der Firma CellTrend durchgefiihrt. Als Maf fiir eine
Immunreaktion wurde die oxidative Aktivitit von neutrophilen Granulozyten (auch
Neutrophile) und Monozyten gemessen. Die reaktiven Sauerstoffspezies werden aus Granula
freigesetzt und dienen der ersten Immunabwehr. Aus den gewonnenen Daten lasst sich eine
einheitliche Aktivitat fiir Neutrophile und Monozyten in Gegenwart von Prolastin, dem A1AT
aus humanem Plasma und rekombinantem A1ATwt aus HEK293-Zellen erkennen.

Die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies kann auch zur Inaktivierung von A1AT fiihren.
Die Oxidation bewirkt eine wesentliche Aktivititsminderung der Antiprotease, so dass die
von Neutrophilen freigesetzten Proteasen voll wirksam werden konnen [255]. Eine
zusatzliche Aktivierung der Neutrophilen durch die rekombinanten A1AT-Varianten und ihre
N-Glykanstrukturen hatte folglich einen gegenldufigen Effekt. Die Tests zeigen keine
zusatzliche Aktivierung von Neutrophilen bzw. Monozyten (Abbildung 57, Abbildung 58).

Voraussetzung fiir die Metastasierung von Tumorzellen ist deren Invasion in das umliegende
Gewebe [200]. Ein Zusammenhang zwischen A1AT-Mangel und verschiedenen
Krebserkrankungen konnte bereits gezeigt werden [256, 257]. In diesem Zusammenhang
wurde der Einfluss von A1ATwt und zwei A1AT-Varianten auf die Invasivitit einer
Lungentumorzelllinie (A549-Zellen) untersucht. Trotz der Expression eines humanen
Glykoproteins in einem humanen Expressionssystem, sollte ein Einfluss der veranderten
N-Glykanstrukturen ausgeschlossen werden. Auch dieser Assay gab keinen Hinweis auf eine
Veranderung der Invasivitit durch den Einfluss von rekombinanten A1AT-Varianten aus
HEK293-Zellen.

Inwiefern die Glykanaustattung einen Einfluss auf die physiologischen Eigenschaften von
A1AT hat, sollte in kiinftigen Untersuchungen zunichst in einer defizienten Maus getestet
werden. Langzeitversuche mit Mehrfachapplikation und gesteigerten A1AT-Dosen sind im
Anschluss an diese Arbeit sinnvoll, um die Nebenwirkungen der Neoglykoproteine im

Vergleich zu A1ATwt abschatzen zu konnen.

3.8 Einfluss verschiedener Modifikationen auf die
pharmakokinetischen Eigenschaften von A1AT-Varianten

Die pharmakokinetischen Eigenschaften der rekombinanten A1AT-Varianten wurden nach
Injektion einer Einzeldosis (30 pg) in die Schwanzvene von CD-1-Mausen untersucht. Die
A1AT-Proteinvarianten und A1ATwt wurden von den CD-1-Miusen gut vertragen. Wie zu
erwarten war, zeigt der desialylierte A1ATwt die kiirzeste Serumhalbwertzeit. Dies ist mit
der fehlenden negativen Ladung und der maskierenden Wirkung durch die terminalen
Sialinsduren zu begriinden, zudem wurde es als Bestdtigung fiir das in vivo-Clearance-

Mausmodell  betrachtet. Die  Zirkulationszeit basiert grundlegend auf den
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Haupteliminierungswegen, der renalen Clearance, welche die Ausscheidung des exogenen
Glykoproteins aus dem Blut durch die Niere darstellt, und der Aufnahme durch den ASGPR in
der Leber sowie der nachfolgenden intrazelluliren Degradation. Im Gegensatz zum
Menschen, bei dem Proteinausscheidungen im Urin ein Symptom fiir z.B. Diabetes mellitus
und ein Anzeichen fiir Nierenerkrankung sind [258], besitzen Méuse eine physiologische
Proteinurie. Dabei arbeitet die Filtrationsbarriere in der Niere als grofien- und
ladungsspezifischer Filter [259]. Als Grof3engrenze flir das Filtrationssystem gelten Proteine,
die grofier als 60 kDa sind. Diese werden unter physiologischen Bedingungen nahezu nicht

filtriert.

Der positive Einfluss von zusatzlichen N-Glykanen auf die Stabilitidt einer Proteinstruktur
sowie deren Serumhalblebenszeit konnte fiir verschiedene Glykoproteine, wie Epo, das
Folikel stimulierende Hormon (FSH) und Interferon-a (IFN-a), bereits gezeigt werden [70,
260-263]. Den in dieser Arbeit detektierten komplexen N-Glykanen aus A1AT-Varianten
kommt fir die Clearance im Vergleich zu den Hybrid- oder den High-Mannose Formen
besondere Bedeutung zu. Die vergleichsweise enormen A1AT-Proteinexpressionsraten von
bis zu 30g/l, wie sie in Pichia pastoris moglich sind, erzeugen ein Glykoprotein mit
N-Glykanen des High-Mannose-Typs und daraus resultierenden kurzen in
vivo-Halblebenszeiten. Dies macht das Glykoprotein wenig nutzbar und mitunter sogar
immunogen [264]. Eine Humanisierung des Hefe-Expressionssystems ware eine Moglichkeit,
um therapeutisch einsetzbare Glykoproteine zu erzeugen [265].

Die N-Glykane der in der Arbeit verwendeten Expressionssysteme weisen eine Mischung aus
sialylierten und nicht sialylierten komplexen Strukturen fiir die A1AT-Varianten auf, wobei
die AGE1.HN-Expressionen im Vergleich weniger Sialinsduren tragen
(AGE1.HN < HEK293 < HEK293-SialT/GalT). Ein Hinweis auf die Vollstandigkeit der
Sialylierung wurde durch die massenspektrometrischen Ergebnisse der permethylierten
Strukturen und HPLC-Analysen 2AB-markierter N-Glykane der A1AT-Varianten gewonnen.
Da ein deutlicher Anteil der isolierten N-Glykane nicht vollstandig sialyliert ist, sind freie
Galactose-Reste und zum Teil auch freie GalNAc-Reste, die eine gesteigerte Affinitdt zum
ASGPR besitzen, vorhanden [241-243]. Die deutliche Erh6hung des Sialylierungsgrads, wie
sie fiir Epo nach Einfiigen von zwei zusatzlichen N-Glykanmotiven beobachtet wurde, ergab
sich fiir A1AT nicht (Abbildung 32, Abbildung 52). Fiir das rekombinante A1AT aus
HEK293-Zellen erzielt erst die exogene Expression der a (2-6) Sialyltransferase und der
B (1-4) Galactosyltransferase eine terminal vollstindigere Ausstattung mit einer nahezu
vollstandigen Sialylierung (Abbildung 52).

Die Halbwertzeiten der A1AT-Neoglykoproteine und von Al1ATwt exprimiert in
HEK293-Zellen sind im Vergleich zu desialyliertem A1ATwt einheitlich erhoht (8-13-fach,
Abbildung 61) Insbesondere sind Verianderungen fiir die A1AT-Varianten N123 und N201 zu
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verzeichnen. Neben der verbesserten Halbwertzeit zeigt sich eine deutlich verringerte
Clearanc-Rate (Abbildung 63). Die in vivo-Halblebenszeit fiir das rekombinante Epo
(Darbepoetin alfa) mit zwei zusatzlichen N-Glykanen aus der Ratte konnte nahezu auf das
humane System libertragen werden. Ware dieser Zusammenhang auch fiir A1AT vorhanden,
so wére fiir die A1AT-Variante N123 eine Steigerung der Serumhalblebenszeit um 62% im
Vergleich zu A1ATwt (in vivo 76 h zu 47 h) zu erwarten. Beide A1AT-Varianten (N123, N201)
haben im Vergleich zu A1ATwt und den A1AT-Varianten N90 und N108 dhnliche Anteile fiir
bi-, tri- und tetraantennire N-Glykane. Die Verteilung der N-Glykanprofile der
A1AT-Varianten mit einer Kombination zusatzlicher N-Glykosylierungsmotive und einem
daraufhin erh6éhten Kohlenhydratanteil weisen eine deutliche Verlagerung zugunsten der
hoéherantennadren N-Glykane auf. Es wird vermutet, dass der Effekt der hoheren Proteinmasse
zweitrangig ist. Mit der nur leichten Steigerung des Sialylierungsgrades wird keine weitere
Steigerung der Serumhalblebenszeit erreicht (Abbildung 68 und Abbildung 69). Zu
begriinden ist dieser Effekt mit der hoheren Affinitit der freien Gal- und GalNAc-Reste der
hoherantenndren Strukturen fiir den ASGPR. Zusitzlich kénnte die nur schwache negative
Ladung die Ausscheidung iiber die Niere begiinstigen. Dieser Effekt sollte jedoch bei der
vorhandenen molekularen Masse > 60 kDa sehr gering sein.

Der Austausch der terminalen natiirlichen Sialinsdure durch Neu5Prop und/oder der
subterminalen Galactose durch 2dGal hatte fiir die Serumhalblebenszeit von A1ATwt keine
signifikante Bedeutung (Abbildung 64-66). Der jedoch vorhandene Unterschied in Bezug auf
die relative Clearance-Rate, die nach ManNProp-Gabe am niedrigsten ausfallt, konnte auf eine
reduzierte Bindung an den ASGPR oder veranderte Bedingungen bei der glomeruldren
Filtration des 52 kDa-Glykoproteins A1AT in der Niere zuriickzufiihren sein. Horstkorte et al.
konnten fiir CEACAM durch ManNProp-Gabe eine Steigerung der Serumhalblebenszeit von
26 h auf 40 h erreichen [137]. In diesem Fall handelt es sich um eine Modifizierung durch
Polysialylierung. Damit ist das Verhaltnis von Glykan- zu Proteinanteil im Vergleich zu A1AT
deutlich verlagert. So ist es nachvollziehbar, dass ein Einfluss, der aus der Arbeit fiir
Neu5Prop als Tendenz erkennbar, fiir CAECAM mit Polysialinsduren einen weitaus starkeren
Effekt zeigt.

Fiir die A1AT-Varianten aus AGE1.HN konnten aufgrund niedriger Expressionsraten nur zwei
Neoglykoproteine (N123, N123/201) im Vergleich zu A1ATwt in der CD-1-Maus getestet
werden (Abbildung 67). Das Vorhandensein vieler freier Galactose-Reste bei Expressionen
aus AGE1.HN-Zellen fiihrt zu vergleichsweise niedrigen Serumhalblebenszeiten. Die
beobachtete Steigerung der Serumhalblebenszeit bei Erhohung des Kohlenhydratanteils wird
vermutlich durch die Zunahme der molekularen Masse bedingt, die ebenso einen senkenden
Effekt auf die Clearance-Rate der A1AT-Variante N123/201 hat.

Nach Expression in HEK293-SialT/GalT-Zellen wurde der Grad der Sialylierung erheblich

verbessert. In der Folge waren die zu beobachtenden Unterschiede zwischen A1ATwt und

107



DISKUSSION

den erzeugten A1AT-Neoglykoproteinen im Hinblick auf ihre Serumhalblebenszeit jedoch
gering (Abbildung 68 und 69). Mit der Einfiihrung von mindestens zwei zusatzlichen
N-Glykosylierungsmotive (N123/201) erhohte sich die Serumhalblebenszeit. Wiederum
konnte diese Steigerung durch ein weiteres N-Glykosylierungsmotive (N90/123/201) nicht
erhoht werden. Im Weiteren sind die Clearance-Raten im Vergleich zu den Expressionen aus
HEK293- und AGE1.HN-Zellen deutlich gesenkt. Besonders auffillig ist die Verdnderung fiir
A1ATwt (vgl. Abbildung 63 und 69).

Zusammenfassend wird deutlich, dass fiir das therapeutisch relevante Serumglykoprotein
A1AT der Steigerung des Sialylierungsgrades gegeniiber der Erhéhung der molekularen
Masse eine groflere Bedeutung zukommt. Die Uberexpression der Sialyltransferase kann als
Erfolg versprechende Strategie zur Verbesserung des Sialylierungsgrads von A1AT und
anderen  Glykoproteinen gesehen werden [266]. Der Sialylierungsgrad der
N-Glykanstrukturen scheint dabei grundlegend, jedoch nicht allein fiir die Halbwertzeit der
untersuchten A1AT-Varianten verantwortlich zu sein. Die Maskierung durch die terminale
Sialinsdure verhindert zum einen die Bindung an den ASGPR und zum anderen beeinflussen
Proteinmasse und Proteinladung das Ausschleusen durch die Niere. Auch die Position der
zusatzlichen N-Glykane und die Kombination der eingefiigten N-Glykosylierungsmotive sind
von Bedeutung. Bei vollstiandiger Sialylierung ist dies jedoch weniger relevant, weil freie Gal-
bzw. GalNAc-Reste der Strukturen zu einer schnelleren Bindung an den ASGPR fithren. Der
Ort einer N-Glykosylierung entscheidet iiber die Zuganglichkeit fiir Glykosyltransferasen und
im Folgenden iiber die Zuganglichkeit der N-Glykane fiir den ASGPR.

Im Allgemeinen konnte gezeigt werden, dass die Glykanmodifikation einen positiven Effekt
auf die Serumhalblebenszeit von A1AT hat. Beste Effekte konnten mit kurzlebigen Proteinen,
wie Epo, FSH und IFN-a, nach Modifikation der N-Glykosylierungsstellen nachgewiesen
werden. Dies ist vor allem auf die geringere molekulare Masse der Ausgangsproteine
zurickzufithren. A1AT hat bereits eine molekulare Masse von 52 kDa, so dass die weitere
Erh6hung der Proteinmasse einen weniger deutlichen Einfluss auf die renale Clearance hat.
Zudem ist die verminderte Epo-Rezeptoraffinitdt von Darbepoetin alfa grundlegend fiir die
Verlangerung der Serumhalblebenszeit verantwortlich [147, 148].

Weiterfithrende Versuche miissen zeigen, inwiefern die Steigerung der Serumhalblebenszeit
in vivo zu einer Verbesserung der Therapie beitragen koénnte. Dazu sollen in einem
defizienten Mausmodell A1ATwt und ausgewahlte, potenziell langer in der Zirkulation

verbleibende A1AT-Varianten untersucht werden. .
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4 Material und Methoden

In der Arbeit verwendete geschiitzte Warenzeichen sind nicht als solche gekennzeichnet. Aus
dem Fehlen einer Kennzeichnung kann folglich nicht geschlossen werden, dass der

Produktname frei von Rechten Dritter ist.

4.1 Gerate

4.1.1 Elektrophorese und Westernblot

= Dot-Blot-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen)

= Gel Doc XR (Bio-Rad, Miinchen)

= Geltrockner mgD-5040 (VWR, Darmstadt)

= Horizontal-Elektrophoresesystem, mini Sub DNA Cell (Bio-Rad, Miinchen)
=  Power Pack P25 (Biometra, Gottingen)

=  Power Pac 3000 (Bio-Rad, Miinchen)

=  VersaDoc 4000 MP (Bio-Rad, Miinchen)

= Vertikal-Elektrophoresesystem, mini-Protean 3, Multi-Casting Chamber

= (Bio-Rad, Miinchen)

4.1.2 Zell- und Bakterienkultur

= Begasungsbrutschrank CB (Binder, Tuttlingen)

= Inkubationsschiittler Certomat BS-1 (Sartorius, Gottingen)
= Lichtmikroskop Leica DMIL (Leica, Wetzlar)

= Membran-Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim)

= Sterilwerkbank HERAsafe KS 12 (Heraus, Hanau)

4.1.3 Zentrifugen

= Minifuge (VWR, Darmstadt)

= Tischzentrifuge 5402, kiihlbar (Eppendorf, Hamburg)

=  Ultrazentrifuge J2-21 (Beckman, Fullerton, USA)

= Vakuumzentrifuge CentriVac (Heraus, Hanau)

= Vakuumzentrifuge Univapo 150 ECH (Uniequip, Planegg)
= Zellzentrifuge Multifuge 3S-R (Heraus, Hanau)

4.1.4 Chromatographie

= AKTA explorer (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

= Anionenaustauschersaule MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)
= (CarboPac PA-1, 250 x 2 mM (Dionex, Idstein)

= FPLC System LKB (Pharmacia, Freiburg)

= Fraktionssammler Frac-950 (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

=  Gemini C18 3 x 4 mM (Phenomenex, Aschaffenburg)

= High Load 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)
= Phenomenex Gemini 5y C18 110A4; 4,6 x 250 mM (Phenomenex, Aschaffenburg)
= Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

= Shodex Asahi-Pak, NH,P-50 E4, 250 x 4,6 mM (Showa Denko, Miinchen)
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=  Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

4.1.5 Sonstige Gerite

= Analysenwaage (Sartorius, Gottingen)

= Dionex-Summit (Dionex, Idstein)

= Dionex-Ultimate 3000 (Dionex, Idstein)

= Heizblock Digi-Block (Laboratory Devices Inc., USA)

= Inkubationshaube Unimax 1010 (Heidolph, Kelheim)

= Inkubator 1000 (Heidolph, Kelheim)

= Kapillarelektrophorese P/ACE MDQ DNA System (Beckman Coulter, Krefeld)
= Kiihlfalle Unicryo MC2 x 21 -60 °C (Uniequip, Planegg)

= MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer Ultraflex III (Bruker, Bremen)
= Mehrkanalpipette ,Charlotte” (Siidlabor, Gauting)

= Mikroplattenphotometer Infinite M200 (Tecan, Mdannedorf, Schweiz)
= pH-Meter pH211 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein)

= Photometer UltroSpec 3000 (Pharmacia, Freiburg)

= Robocycler Gradient 96 (Stratagene, La Jolla, USA)

= Sequenzierer ABI Prism 310 (Perkin Elmer, Weiterstadt)

= Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)

= Wasseraufbereitungssystem MilliQ Plus (Millipore, Neu-Isenburg)

4.2 Verbrauchsmaterial

4.2.1 Chemikalien

Die gangigen Chemikalien werden in p.A. Qualitidt von den Herstellern Merck (Darmstadt),

Sigma (Deisenhofen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

= 1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimid (DMB) (Wako Pure Chemicals, Japan)
= 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

= 2-Aminobenzamid (2AB) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

= 2-Desoxy-D-galactose (Pfanstiehl Laboratories Inc., Waukegan, USA)
= 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

= 6-Aza-2-thiothymin (ATT) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

=  Acrylamid-Bisacrylamid Fertiglosung 30 % (37,5:1) (Merck, Darmstadt)
= Agarose NEEO Ultra-Qualitat (Roth, Karlsruhe)

=  Ammoniumpersulfat (Bio-Rad, Miinchen)

= Arabinosazon (Synthese durch Dr. Matthias Kaup)

=  Bromphenolblau (Natriumsalz) (AppliChem, Darmstadt)

= (Calbiosorb Adsorbent (Calbiochem, USA)

= Complete-Proteinaseinhibitor (Roche, Mannheim)

= Coomassie Biosafe (Bio-Rad, Miinchen)

=  Dimethylsulfoxid (AppliChem, Darmstadt)

= Ethylendiamintetraacetat (Roth, Karlsruhe)

= Hi-Di Formamid (Applied Biosystems, Foster City, USA)

* Luminol (3-Aminophtalhydrazid) (Roth, Karlsruhe)

=  Magermilchpulver (AppliChem, Darmstadt)

= Methyliodid (VWR, Darmstadt)

= N,N,N'N'-Tetramethylethylendiamin (Merck, Darmstadt)

= Natriumcyanoborhydrid (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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Natriumdodecylsulfat (Serva, Heidelberg)
N-Benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Nonidet P-40 (Roche, Mannheim)

Peracetyliertes N-Propanoyl-Mannosamin (Synthese durch Dr. Matthias Kaup)
Ponceau S (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Proteome Lab APTS labeling dye (Beckman Coulter, Miami, FL, USA)
SDS (Serva, Heidelberg)

Sinapinsaure (SA) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Tetrahydrofuran (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Tris (Base) (Roth, Karlsruhe)

Triton-X100 (Serva, Heidelberg)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, Steinheim)
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure (ACCA) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
[3-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe)

4.2.2 Zell- und Bakterienkultur

Adenovirus-Expressionsmedium (Gibco, Eggenstein)
Agar (AppliChem, Darmstadt)

Ampicillin (Natriumsalz) (Roth, Karlsruhe)

BSA (Serva, Heidelberg)

Chloramphenicol (AppliChem, Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (AppliChem, Darmstadt)
Dulbecco's Modified Eagle Medium mit 4,5 g/1 Glucose (PAA, Pasching, Osterreich)
Dulbecco's PBS (PAA, Pasching, Osterreich)

Fetales Kilberserum (Biochrom AG, Berlin)

Ham's F12 mit L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich)
Hefeextrakt (AppliChem, Darmstadt)

Kanamycinsulfat (AppliChem, Darmstadt)

L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich)

Natriumpyruvat (PAA, Pasching, Osterreich)
Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG, Berlin)
RetroNectin (r-Fibronectin) (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)
Trypanblau (Biochrom AG, Berlin)

Trypsin-EDTA (PAA, Pasching, Osterreich)

Tryptone (AppliChem, Darmstadt)

Zeocin (Invitrogen, Karlsruhe)

4.2.3 Antikorper

mAK aus dem Schaf gegen humanes A1AT, HRP konjugiert (The Binding Site,
Schwetzingen)

pAK aus dem Kaninchen gegen humanes A1AT (Dako, Glostrup, Ddnemark)

pAK aus dem Kaninchen gegen ASGPR1 (Aviva Systems Biology, San Diego, CA, USA)

pAK aus dem Kaninchen gegen ASGPR2 (Aviva Systems Biology, San Diego, CA, USA)

pAK aus dem Kaninchen gegen C-mannosyliertes Tryptophan (Yoshito Ihara, Kimiidera,
Wakayama, Japan)

pAK aus dem Kaninchen gegen a (2-6) Sialyltransferase, 28047 (IBL, Briissel, Belgien)
Ratten-IgG gegen Maus-IgG, HRP konjugiert (Jackson Immuno Research, Newmarket, UK)
Ziegen-IgG gegen Kaninchen-IgG, HRP konjugiert (Jackson Immuno Research,
Newmarket, UK)
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4.2

4.2

4.2
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4 Enzyme

Agarose-gekoppelte a (2-3,6,8) Sialidase aus Vibrio cholerae (Calbiochem, USA)
Pfu-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim)

PNGase F aus Escherichia coli (Roche, Mannheim)

Restriktionsendonukleasen und Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot)
T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe)

Trypsin aus dem Rinderpankreas (Sigma-Aldrich, Steinheim)

a (1-2,3,4,6) Fucosidase aus Rinderniere (Prozyme, CA, USA)

a (1-3,4) Fucosidase aus Xanthomonas maniotis (Sigma-Aldrich, Steinheim) oder
Mandelkleie (Prozyme, CA, USA)

a (2-3,6,8) Sialidase aus Arthrobacter ureafaciens (Roche, Mannheim)

B (1-3,6) Galactosidase (Calbiochem, USA)

B (1-4) Galactosidase aus Streptococcus pneumoniae (Prozyme, CA, USA)
[-Galactosidase aus Rindertestis (Prozyme, CA, USA)

.5 Standards

Alpha-1 saures Glykoprotein (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Dextran Standard (DH) aus Leuconostoc mesenteroides (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Precision Plus All Blue Proteinstandard (Bio-Rad, Miinchen)

Interner Standard Maltose (Beckman Coulter, Miami, FL, USA)

Rekombinantes humanes A1AT (300 pg/ml) aus Zellkulturiiberstand von AGE1.HN Zellen
(zur Verfligung gestellt von Silke Rieck, ProBioGen AG, Berlin)

.6 Sonstige Verbrauchsmaterialien

BCA Protein Assay (VWR, Darmstadt)

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA)
C18 Reversed-Phase-Chromatographiesaulen (Alltech, Deerfield, USA)

Calbiosorb (Calbiochem, Darmstadt)

Carbohydrate Labeling Kit (Beckman Coulter, Krefeld)

Extract-Clean Carbographséulen (Alltech, Deerfield, USA)

Filtermembran 47 mM, Nylon, 0,22 um (Alltech, Unterhaching)

Gelextraktionskit, NucleoSpin Extract II (Macherey & Nagel, Diiren)

GeneRuler 1 kb-DNA-Molekiilmassenmarker (Fermentas, St. Leon-Rot)

2 ml-Glasgefafie (Wheaton science products, Millville, NJ, USA)
Immobilion-P-Membran (Serva, Heidelberg)

Luer Spritzen Plastipak, verschiedene Volumen (BD, Heidelberg)

Luer Spritzenfilter Rotilabo PES 0,22 um (Roth, Karlsruhe)

Luer Spritzenfilter Rotilabo PVDF 0,45 pum (Roth, Karlsruhe)

Midi Kit (QIAGEN, Hilden)

Mikroplatten MaxiSorp, round-bottom (Nunc, Wiesbaden)

Nitrocellulosemembran Protran BA 85 (Whatman International Ltd., Maidstone, UK)
NucleoSEQ (Macherey & Nagel, Diiren)

QIAGEN Plasmid-Aufreinigungs-Kit (QIAGEN, Hilden)

QIAGEN-tip 100 (QIAGEN, Hilden)

Sterile Einwegmaterialien (Corning Incorporated, New York, USA und BD, Heidelberg)
Sterilfilter einzeln verpackt, 0,2 um (VWR, Darmstadt)

Steripak-GP Filter 0,22 pm (Millipore, Neu-Isenburg)

Taq PCR Kit (New England Biolabs, Ipswich, USA)

Vivaspin 6 30.000 MWCO (Sartorius, Gottingen)

Whatman Filterpapier 3MM (Whatman International Ltd., Maidstone, UK)

Zellglas (Roth, Karlsruhe)
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4.2.7 Oligonucleotide

Die synthetischen Oligonukleotide werden von der Firma Metabion bezogen. Im Folgenden

sind die zur Sequenzierung sowie die zur gerichteten Mutagenese eingesetzten

Oligonukleotide aufgefiihrt (Tabelle 5,
Tabelle 6).

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die DNA-Sequenzierung.

Primer Sequenz (5' — 3")

T7-fw TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
BGH-rev CTA GAA GGC ACA GTC GAG G
A1AT-Seq-721-fw CAG TGA GCA TCG CTA CAG CC
A1AT-Seq-1026-fw CAG ATC AAC GAT TAC GTG G
A1AT-Seq-1325-fw GAT GAG GGG AAA CTA CAGC
A1AT-Seq-1623-fw CCA TAC CAATGT CTA TCC

Tabelle 6: Verwendete Oligonukleotide fiir die gerichtete Mutagenese-PCR.

Oligonukleotid

Sequenz (5' — 3')

A1AT-N114T116-fwy
A1AT-N114T116-rey
A1AT-N132T134-fw
A1AT-N132T134-rev
A1AT-N147T149-fw
A1AT-N147T149-rev
A1AT-N225-fw
A1AT-N225-rev
A1AT-N347T349-fw
A1AT-N347T349-rev
A1AT-N347T349Pro-fw
A1AT-N347T349Pro-rev

CGGAGATTCCGGAGAATCAGACCCATGAAGGCTTCC
GGAAGCCTTCATGGGTCTGATTCTCCGGAATCTCCG
CCAGCCAGACAACCAGACCCAGCTGACCACC
GGTGGTCAGCTGGGTCTGITCGTCTGGCTGG
GTTCCTCAGCGAGAACCTGACGCTAGTGGATAAG
CTTATCCACTAGCGTCAGGTTCTCGCTGAGGAAC
GACCTTTTGAAGTCAATGACACCGAGGACGAG
CTCGTCCTCGGTGTCATTGACTTCAAAAGGTC
CTCCGGGGTCACAAACGAGACACCCCTGAAGCTCTC
GAGAGCTTCAGGGGTGTCTCGTTTGTGACCCCGGAG
CTCCGGGGTCACAAACGAGACACCGCTGAAGCTCTC
GAGAGCTTCAGCGGTGTCTCGTTTGTGACCCCGGAG

A1AT-W215-fw
A1AT-W215-rev
A1AT-W259-fw
A1AT-W259-rev
A1AT-WXXA-fw
A1AT-WXXA-rev
A1AT-AXXL-fw
A1AT-AXXL-rev

GAATTACATCTTCTTT GGCAAATGGGAGAGACC
GGTCTCTCCCATTTGCCCCAAAAGAAGATGTAATTC
CAGCACTGTAAGAAGTGGTCCAGCTGGGTACTG
CAGTACCCAGCTGGACCACTTCTTACAGTGCTG
CAGCTGGGTGCTGGCGATGAAATACCTGG
CCAGGTATTTCATCGCCAGCACCCAGCTG
GAAGCTGTCCAGCGCGGTGCTGCTGATG
CATCAGCAGCACCGCGCTGGACAGCTTC

Die Abkiirzungen ,fw“ und ,rev“ stehen fiir forward und reverse. Fehlpaarende Basenpaare sind farbig

hervorgehoben. Die auszutauschenden Triplets sind unterstrichen.

4.2.8 Vektoren, Zelllinien und Bakterienstaimme, Mause

A549, humane Lungenadenokarzinomzellen (NIH, Rockville, MD, USA)

AGE1.HN, humane neuronale Zelllinie, Dr. Volker Sandig (ProBioGen AG, Berlin)

ASGPR1, IRAUp969B0980D (ImaGenes, Berlin)
ASGPR2, IRAUp969E0375 (ImaGenes, Berlin)
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= (CD-1-Maus, (Crl:CD1(ICR)), Auszucht-Maus (Charles River, Sulzfeld)

= CHO-K1, Ovarienzellen aus dem chinesischen Hamster (DSMZ, Braunschweig)

= E. coli DH5a (Promega, Mannheim)

= Expressionsvektor pcDNA3.1hygro (Invitrogen, Karlsruhe)

= Expressionsvektor pcDNA3.1zeo(+) (Invitrogen, Karlsruhe)

= HEK-293, humane embryonale Nierenzellen (DSMZ, Braunschweig)

= pIRES2St6Gal1B4GalT1 hergestellt von Alexandra Lorenz (AG Marc Ehlers, DRFZ, Berlin)
=  pslLoxA1AT (ProBioGen AG, Berlin)

4.3 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der eukaryotischen Zellen erfolgt im Brutschrank bei einer Temperatur von
37 °C unter 5% CO; und 95 % Luftfeuchte. Alle Arbeiten werden an der Sterilwerkbank
durchgefiihrt. Hierzu werden ausschlief3lich steril verpackte Einmalartikel oder bei 120 °C fiir
20 min im Wasserdampf sterilisierte Materialien verwendet. Die Zellzahlung wird in einer
Neubauer-Zihlkammer durchgefiihrt, wobei eine Vitalititskontrolle mittels

Trypanblau-Farbung erfolgt.

4.4 Kultivierung HEK-293-Zellen

Die adhdrent wachsenden Zellen werden in DMEM (4,5 g/1 Glucose, 10 % (v/v) FKS, 1 mM
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) kultiviert
und alle drei bis vier Tage passagiert, sodass eine Zelldichte von 1 x 105 Zellen/ml erreicht
wird. Die serumfreie Kultivierung in Suspension erfolgt nach zweimaligem Waschen der
adhérenten Zellen mit PBS in AEM (2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin).

4.4.1.1 Supplementierung von HEK-293-Zellen mit Substratanaloga
Stammlésung ManNProp 1M in DMSO (MW 401)
Stammlésung 2Dgal 0,5 M in PBS (MW 164,16)

Fiir eine gezielte Modifikation der N-Glykane des A1AT-Wildtyp werden dem Medium zur
Proteinexpression  peracetyliertes = N-Propanoylmannosamin  (0,5mM)  und/oder
2-Desoxy-D-galactose (0,25 mM) zugesetzt. Die verwendeten Konzentrationen wurden in

fritheren Arbeiten bereits getestet [187].

4.4.2 Kultivierung AGE1.HN

Die neuronale Zelle ist eine Suspensionszelllinie, kann aber durch Beschichtung der
Kulturgefiafle mit Retronectin (2,5 pg fiir 10-cm-Schale) auch adhirent wachsen. Zur
Subkultivierung werden die Zellen trypsiniert und anschlieflend in Kulturmedium (1:2
DMEM und Ham's F12, 5% (v/v) FKS, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml
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Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) resuspendiert, sodass eine Zelldichte von 2-5x 105

Zellen/ml erreicht wird. Die Suspensionszellen werden in AEM kultiviert.

4.4.3 Herstellung Cryokulturen

Zum Sichern von Zellstimmen werden etwa 5x 106 Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase pelletiert (5 min, 900 rpm) und in 1 ml Einfriermedium (90 % FKS, 10 %
DMSO) aufgenommen. Das Einfrieren erfolgt schrittweise (-20 °C, -80 °C, fliissiger Stickstoff)
bis zur endgiiltigen Lagerung in fliissigem Stickstoff.

Das Auftauen der Zellen erfolgt bei Raumtemperatur. Die Zellen werden in 10 ml
Zellkulturmedium aufgenommen, zentrifugiert (5 min, 900 x rpm), und das Pellet wird

erneut in Zellkulturmedium resuspendiert.

4.4.4 Stabile Transfektion mit Lipofectamin

Fir die stabile Expression werden die DNA-Konstrukte mit dem Transfektionsreagenz
Lipofectamin in die verwendeten eukaryotischen Zellen eingebracht. Lipofectamin besteht
aus einer Mischung kationischer und neutraler Lipide, mit welchen die negativ geladenen
Phosphatgruppen der Plasmid-DNA interagieren. Auf diese Weise gebildete Komplexe
konnen von den zu transfizierenden Zellen durch Endozytose aufgenommen werden. Einen
Tag vor der Transfektion werden die Zellen in 6-Loch-Platten ausgesdt (HEK-293-Zellen
1 x 106, AGE1.HN-Zellen 5 x 10¢ Zellen/Vertiefung). Das weitere Vorgehen erfolgt nach
Anweisung des Herstellers. Zur Gewinnung stabiler Zellen wird als Selektionsdruck in
Abhédngigkeit vom eingesetzten Expressionsvektor ein Antibiotikum zum verwendeten
Kulturmedium zugesetzt (DMEM: 100 pg/ml Zeocin, 50 pg/ml Hygromycin, 500 ug/ml G418;
AEM: 50 pg/ml Zeocin, 25 pg/ml Hygromycin, 250 pg/ml G418 oder in Kombination). Die

Antibiotikakonzentration wird zuvor in einer Testreihe mit Wildtyp-Zellen bestimmt.

4.4.5 Fluorescent activated cell sorter (FACS)

Das FACS (fluorescence activated cell sorting), auch als Durchflusszytometer bezeichnet, ist
eine Methode zur Untersuchung ganzer Zellpopulationen. Die Zellen emittieren einen Laser-
strahl von 488 nm in unterschiedlicher Weise. Die Streuung ist neben der GrofRe der Zellen
von deren Granularitdt abhingig. Die Expression eines Proteins kann beispielsweise mittels
antikorpervermittelter Fluoreszenz oder mittels Fusion an das griin fluoreszierende Protein
(GFP) {berprift werden. Im Rahmen der Arbeit erfolgt mittels FACS-Analyse eine
Uberpriifung der a (2-6) Sialyltransferase 1-Expression durch einen fluoreszenzgekoppelten
Antikorper. Pro Messung werden 1 x 10¢ Zellen eingesetzt. Die Zellen werden zentrifugiert

(5 min, 900 rpm), einmal mit PBS gewaschen (10 ml) und rezentrifugiert. Die Zellsuspension
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(50 ul) wird in eine 96 Well-Platte mit V-Boden iberfiihrt, nach Zentrifugation (2 min,
14.000 rpm) wird der Uberstand ausgeschlagen. Zur Fixation wird Cytofix/Cytoperm
zugegeben und inkubiert (80 pl, 15 min). Nach Zugabe des Waschpuffers erfolgt erneut ein
Zentrifugationsschritt (5xPBS, 5 % FKS, 0,05 % Natriumazid, 0,5 % Saponin). Der Antikorper
(anti-a (2-6) Sialyltransferase) wird 1:300 in Waschpuffer aufgenommen und nach 20 min
mit 150 pul Waschpuffer erganzt. Nach Zentrifugation und Ausschlagen der Platte erfolgt die
Behandlung mit dem fluoreszenzgekoppelten sekunddren Antikérper (Alexa Fluor 647 Cy5
Blue, Invitrogen, A21244), 1:600 in Waschpuffer, 20 min. Die Zugabe von Waschpuffer und
Zentrifugation erfolgen wie nach der Behandlung mit dem primédren Antikorper.
Anschliefiend werden die Pellets in PBS/BSA aufgenommen, filtriert (Pre-Separation Filter,
MACS) und fiir die Messung in ein FACS-Rohrchen fberfithrt. Der Nachweis der
B (1-4) Galactosyltransferase 1 in transfizierten HEK-293-Zellen erfolgte anhand des
Fusionsproteins eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein). Dem codierenden Bereich der
B (1-4) Galactosyltransferase schliefd3t sich, gekoppelt liber eine IRES-Sequenz (Internal
Ribosomal Entry Site), die cDNA von eGFP an, sodass eine erfolgreiche Expression durch den
Marker eGFP nachgewiesen werden kann (Abbildung 87). Die Messung wird am Facscalibur
mit dem Programm CellQuest Pro durchgefiihrt. Fiir die Auswertung wird das Programm

Flow Jo verwendet.

4.4.6 Zelllyse
Lysepuffer: 1% (v/v) Triton X-100, 1:25 Complete-Proteinaseinhibitor in

Wasser
Die Zellen einer konfluent bewachsenen Kulturschale werden zweimal mit 10 ml PBS
gewaschen, zweimal in 10 ml PBS aufgenommen und pelletiert (3 min, 900 rpm). Das
Zellpellet wird in 100 ul Lysepuffer aufgenommen und im Uberkopfschiittler inkubiert (2 h,
4 °C). AnschliefSend wird das Zelllysat durch Zentrifugation (15 min, 13.000 rpm, 4 °C)
abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefifd tiberfiihrt. Die isolierten Proteine werden mit

SDS-PAGE (4.6.1.1) aufgetrennt und immunologisch nachgewiesen (4.6.2.2).

4.4.7 In-vitro-Clearance-Assay

Der Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR), exprimiert auf der Oberfliche von Hepatozyten,
bindet terminale Galactose- und N-Acetylgalactosamin-Reste von desialylierten Glykanen [2].
Durch eine rezeptorvermittelte Endozytose wird das Glykoprotein in die Zelle geschleust und
im Proteasom degradiert oder im Lysosom in seine Bausteinen gespalten und recycelt [267,
268]. Fir einen funktionellen Rezeptor sind im humanen System zwei Untereinheiten

erforderlich. Mittels in-vitro-Clearance-Assay wird der Abbau der A1AT-Varianten im
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Vergleich zum A1ATwt untersucht, um den Einfluss zusatzlicher N-Glykane auf die
in-vitro-Clearance zu testen.

Die Plasmide fiir die Expression der beiden Untereinheiten des ASGPR werden mittels
Gateway Technologie (Invitrogen) laut Angaben des Herstellers generiert. Die codierende
Sequenz fiir ASGPR 1 wird nach pcDNA3.1zeo, die codierende Sequenz fiir ASGPR 2 nach
pcDNA3.1hygro umkloniert. Nach Transfektion der HEK-293 mit ASGPR1 und dem
erfolgreichen Nachweis des Rezeptors in Zelllysaten der stabil exprimierenden Zellen mittels
SDS-PAGE und Western-Blot erfolgt die Transfektion mit ASGPR2. Die erfolgreiche
Expression wird erneut durch SDS-PAGE und Western-Blot iiberpriift. Der Clearance Assay
wird im 96 Well-Format durchgefiihrt. Die gereinigten und sterilfiltrierten Proteine, A1ATwt
und die A1AT-Varianten, werden in DMEM aufgenommen, und das proteinhaltige Medium
wird direkt zu den Zellen gegeben. Zur Kontrolle werden neben den HEK-293-Zellen mit
einem funktionellen ASGPR, HEK-293wt- und HEK-ASGPR1-Zellen mitgefiihrt. Die
Uberstinde werden je Well zu festgelegten Zeiten abgenommen und bis zur

Konzentrationsbestimmung mittels anti-A1AT-ELISA bei -20 °C gelagert.

4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1.1 Vektoren pcDNA3.1zeo(+), pcDNA3.1hygro

Die pcDNA3 Vektorserie eignet sich fiir die Expression von rekombinanten Proteinen in
Sadugerzellen. Der Vektor pcDNA3.1zeo(+) enthdlt einen CMV-Promotor und besitzt
Resistenzgene gegen die Antibiotika Ampicillin und Zeocin. Der Vektor pcDNA3.1hygro
enthalt einen CMV-Promotor und besitzt Resistenzgene gegen die Antibiotika Ampicillin und

Hygromycin (Abbildung 78).

4.5.1.2 Polymerasekettenreaktion

Mithilfe der Polymerasenkettenreaktion konnen DNA-Sequenzen in-vitro spezifisch
vervielfaltigt werden [269]. Die DNA-Polymerase katalysiert die Synthese der DNA an einer
DNA-Matrize. Der zu amplifizierende Abschnitt wird durch Oligonukleotide (Primer)
bestimmt. Durch die Erweiterung der Primer mit dem Template nichtkomplementdren
Bereichen bietet sich die Mdéglichkeit, Basen auszutauschen oder Restriktionsschnittstellen

anzuhéngen.

4.5.1.3 Gerichtete Mutagenese

Die gerichtete Mutagenese zielt auf einen Austausch bestimmter Nukleotide innerhalb einer
bekannten Sequenz. Um zusitzliche N-Glykosylierungsstellen einzufiigen, werden die
Triplettcodes so verdandert, dass die gewiinschte Aminosaure entsprechend dem Motiv NXT

in die Proteinsequenz eingebaut wird. Das Pipettierschema fiir die Mutagenese-PCR wird in
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der Tabelle 7 gezeigt. Die Pfu-Polymerase wird erst nach einem initialen

Denaturierungsschritt von 2 min zugegeben.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir die gerichtete Mutagenese

Reagenz Volumen
10 x Pfu-Puffer 2,5 ul

10 mM dNTP 1,0 ul
Primer fw (5 pM) 1,0 pl
Primer rev (5 pM) 1,0 ul
Pfu-Polymerase (3 U/ul) 1,5ul
pcDNA3.1zeo/A1ATwt 0,75 pl
Steriles MilliQ-Wasser (ad 25 ul) 17,25 pl

Tabelle 8: PCR-Programm fiir die gerichtete Mutagenese

Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 50°C 30s 13 x
Strangverldngerung 72°C 7 min
Finale Strangverldngerung 72 °C 10 min

Anschliefend wird der PCR-Ansatz mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut, dabei wird die
methylierte bakterielle DNA geschnitten, jedoch nicht die neu synthetisierte DNA aus der
PCR-Reaktion. Der Verdauansatz mit 20 U Dpnl und Reaktionspuffer wird mit Wasser auf ein
Volumen von 100 pl gebracht, um stérende Komponenten aus der PCR-Reaktion zu
verdiinnen. Nach Inkubation (2 h, 37 °C) erfolgt eine DNA-Fallung mit zunichst 0,9 ml 3 M
Natriumacetat (pH 7,5), anschliefend wird 100 %iges Ethanol (800 pl) zugegeben. Nach
Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm) wird die DNA mit 70 %igem Ethanol (800 pul) gewaschen
und das Pellet luftgetrocknet. Anschliefdend wird das Pellet in 5 pl sterilem MilliQ-Wasser

aufgenommen und transformiert (Abschnitt 4.5.5.1).

4.5.1.4 Sequenzbewahrende Amplifikation

In Tabelle 9 ist das Pipettierschema fiir eine Standard-PCR aufgefiihrt. Die
sequenzbewahrende Amplifikation wird unter anderem zur Kontrolle von Plasmiden und zur
Optimierung von PCR-Bedingungen eingesetzt. Alle Reagenzien werden aus dem ,Taq

PCR-Kit"“ verwendet.
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Tabelle 9: Pipettierschema fiir die sequenzbewahrende Amplifikation

Reagenz Volumen
10 x PCR-Puffer (MgCl;) 5ul

10 mM dNTP 1,0 ul
Primer fw (5 uM) 2,0 ul
Primer rev (5 uM) 2,0 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
Plasmid-DNA (~ 15 ng/pl) 2,0 ul
Steriles MilliQ-Wasser (ad 50 pl) 37,8 ul

Tabelle 10: PCR-Programm fiir die sequenzbewahrende Amplifikation

Temperatur Zeit Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95°C 30s
Primeranlagerung 50-70°C 40s 30 x
Strangverldngerung 72 °C 1 min

Finale Strangverldngerung 72 °C 10 min

4.5.2 Agarosegelelektrophorese

4.5.2.1 Elektrophoretische Auftrennung

TAE-Laufpuffer: 40 mM Tris/Essigsdure; pH 8,3; 5 mM Natriumacetat, 1 mM
EDTA

6 x DNA-Probenpuffer: 10 mM Tris/HCl; pH7,6; 60 % Glycerol, 0,15 % Orange G,

0,03 % Xylencyanol FF, 60 mM EDTA

Ethidiumbromidlésung: 1 pg/ml Ethidiumbromid in MilliQ-Wasser

In Abhdngigkeit von der erwarteten Fragmentgrofie werden Agarosegele verschiedener
Konzentration (0,8-1,2% (w/v)) verwendet. Die Agarose wird in TAE-Puffer unter
Aufkochen geldst und im Gelschlitten bis zur Aushartung vollstdndig abgekiihlt. Die zu
testenden PCR-Produkte oder Restriktionsverdaus werden in DNA-Probenpuffer
aufgenommen, auf das Agarosegel geladen und bei einer konstanten Spannung von 100 V in
TAE-Laufpuffer aufgetrennt. Anschlieféend wird das Gel fiir 5 min in Ethidiumbromidlésung

gefarbt, kurz in MilliQ-Wasser gespiilt und unter UV-Licht betrachtet.

4.5.2.2 Isolierung von DNA aus prdparativen Agarosegelen

Nach elektrophoretischer Auftrennung wird das Gel in Ethidiumbromidlésung gefarbt und
unter UV-Licht detektiert. Die DNA-Bande wird mit einem in Ethanol gereinigten Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mithilfe des Gelextraktionskits (NucleoSpin Extract II)

nach Angaben des Herstellers isoliert.
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4.5.3 Restriktionsverdau

Als Restriktionsverdau wird die spezifische Spaltung von DNA durch bakterielle
Restriktionsendonukleasen bezeichnet. Restriktionsendonukleasen vom Typ II schneiden
doppelstrangige DNA an definierten Sequenzen, die meist 4-8 bp lang und palindromisch
sind. Der Doppelverdau wird mit zwei Restriktionsenzymen durchgefiihrt und dient der
Vorbereitung von Vektor und gereinigtem PCR-Produkt auf die Klonierung oder als Kontrolle
einer erfolgreichen Plasmidpréaparation. Fiir die Linearisierung eines Vektors wird mit einem
Restriktionsenzym verdaut. Der Ansatz des Verdaus, die Inkubationsdauer und -temperatur

werden entsprechend den Angaben des Herstellers gewahlt.

4.5.4 Ligation

Die mittels Restriktionsendonukleasen geschnittenen DNA-Fragmente werden mit
DNA-Ligase inkubiert und so kovalent verkniipft. Die Ligase bildet mithilfe des Kofaktors ATP
Phosphodiesterbindungen aus, sodass sich ein ringférmiges Plasmid ergibt, welches fiir die
Transformation eingesetzt werden kann. Durch den Intensitdtsvergleich der Banden eines
Agarosegels wird ein Masseverhdltnis von 1:3 (Vektor zu Insert) eingestellt. Der

Ligationsansatz wird nach Angaben des Herstellers pipettiert.

4.5.5 Herstellung chemokompetenter Bakterien

Tf-Puffer 1: 30 mM Kaliumacetat, 100 mM Rubidiumchlorid, 10 mM
Kalziumchlorid, 50 mM Manganchlorid, 15 % Glycerol; pH 5,8
mit Essigsaure, sterilfiltriert

Tf-Puffer 2: 10 mM MOPS, 75 mM Kalziumchlorid, 10 mM Rubidiumchlorid,
15 % Glycerol; pH 6,5 mit 1 M Kaliumhydroxid

Durch die Behandlung mit Rubidiumchlorid wird die Zellmembran der Bakterien vorbereitet,

sodass die DNA bei einem Hitzeschock leichter in die Zellen gelangen kann. Eine

2 ml-Starterkultur der gewtlinschten Bakterien, die am Vortag mit einer Einzelkolonie von

einer frischen Platte angeimpft wird, wird zu 75 ml frischem LB-Medium gegeben und

inkubiert (37 °C bis Assonm = 0,6). Alle folgenden Schritte werden auf Eis und in gekiihlten
sterilen Gefafden durchgefiihrt. Nach Inkubation auf Eis (5 min) werden die Bakterienzellen
abzentrifugiert (5 min, 5000 rpm, 4°C) und in 20ml Tf-Puffer 1 resuspendiert. Die

Suspension wird nach Inkubation auf Eis (5 min) zentrifugiert (5 min, 5000 rpm, 4 °C). Das

Pellet wird in 2 ml Tf-Puffer 2 aufgenommen, auf Eis gekiihlt (5 min) und aliquotiert. Die

Aliquots werden schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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4.5.5.1 Transformation

LB-Medium: 1% (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl;
pH7

LB-Agar: 1,5 % (w/v) BactoAgar in LB-Medium

Antibiotikazusatz: 100 pg/ml Ampicillin

50 pg/ml Kanamycin

12,5 pg/ml Chloramphenicol
Die chemokompetenten Bakterien (50 pul) werden mit 5 pl Ligationsansatz oder fiir eine
Retrafo mit 0,5 pl Vektor-DNA (min. 150 ng) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die
Transformation erfolgt durch einen Hitzeschock (30s, 42 °C). Nach erneuter Inkubation auf
Eis (2 min) werden 500 pl vorgewarmtes LB-Medium zugegeben und eine Stunde bei 37 °C
geschiittelt (150 rpm). Die Bakterienzellen werden auf der entsprechenden LB-Platte
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.5.6 Lagerung von Bakterien in Glycerol

Zur Sicherung von gentechnisch verinderten E. coli werden 850 pl einer Ubernachtkultur mit

150 pl sterilem Glycerol (100 %) versetzt und bei -80 °C gelagert.

4.5.7 Praparation von Plasmid-DNA

Puffer 1: 50 mM Tris/HCl; pH 8,0; 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A
Puffer 2: 200 mM NaOH, 1 % SDS
Puffer 3: 2,8 M Kaliumacetat; pH 5,1

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgt durch alkalische Lyse. Bei diesem Schritt werden die
Bakterienzellen zundchst aufgeschlossen [270]. Die so freigesetzte DNA wird durch Alkohol
gefillt. Fir die Aufreinigung kleinerer DNA-Mengen wird LB-Medium fiir eine
Ubernachtkultur mit einer Einzelkolonie angeimpft (3 ml, 37 °C). Die Kultur wird pelletiert
(5 min, 5000 rpm) und in 150 pl Puffer 1 resuspendiert. Zur Lyse der Zellen werden 150 ul
Puffer 2 zugegeben. Nach kurzer Inkubation (3 min, Raumtemperatur) wird die L6sung durch
Zugabe von 150 pl eiskaltem Puffer 3 neutralisiert. Nach Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm,
4 °C) wird die DNA durch Zugabe von 100 %igem Ethanol (800 pl) aus dem Uberstand gefillt.
Anschliefend wird die pelletierte (10 min, 14.000 rpm) Plasmid-DNA mit 70 %igem Ethanol
(500 pl) gewaschen und luftgetrocknet.

Grofdere Mengen Plasmid-DNA werden mithilfe einer Anionenaustauschersidule gewonnen.
Ausgehend von einer Einzelkolonie werden 100 ml LB-Medium 1:1000 aus einer
Starterkultur angeimpft. Die Bakterienzellen werden nach Angaben des Herstellers pelletiert,
lysiert, und die Plasmid-DNA wird iiber eine Anionenaustauschersaule (QIAGEN-tip 100)

gereinigt. Die eluierte DNA wird durch Zugabe von Isopropanol gefillt und zentrifugiert
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(30 min, 15.000 x g, 4 °C). Das DNA-Pellet wird mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach
erneuter Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm) luftgetrocknet. Nach Losen der isolierten DNA
in sterilem MilliQ-Wasser werden Konzentration und Reinheit in einer Quarzkiivette

photometrisch tberpriift [271].

Konzentration: 0OD260nm = 1 entspricht 50 pug dsDNA/ml
Reinheit: OD2¢0 nm/Ongo am = 1,8 bis 2,0
4.5.7.1 DNA-Sequenzierung

Die Uberpriifung der DNA-Sequenz wird mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al.
durchgefiihrt [272]. Zunachst wird eine PCR mit einem Primer durchgefiihrt, um die DNA nur

linear zu  amplifizieren. Durch den Einbau eines fluoreszenzmarkierten
3',5'-Didesoxynukleotid-Triphosphats (ddNTPs) kommt es aufgrund der fehlenden
3'-Hydroxylgruppe zum Abbruch der DNA-Synthese. Der Einbau erfolgt zufillig, sodass eine

Reihe unterschiedlich langer DNA-Fragmente entsteht, die sich nach Auftrennung in der

Kapillarelektrophorese durch die fluoreszenzmarkierten ddNTPs nachweisen lassen.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir eine Sequenzierungs-PCR

Reagenz Volumen
Plasmid-DNA 1,5 ul
5 x BigDye Sequenzierungspuffer 2,0 pl
BigDye Reaktionsmix 1,5 ul
Sequenzierprimer (5 uM) 1,0 ul
MilliQ-Wasser (ad 10 ul) 4,0 ul

Tabelle 12: PCR-Programm fiir die Sequenzierungs-PCR

Temperatur Zeit ZyKklenzahl

Initiale 96 °C 1 min
Deanturierung

Denaturierung 96 °C 10s
Primeranlagerung 50°C 10s 35 %
Strangverlangerung 60 °C 4 min

Das PCR-Produkt wird iiber eine NucleoSpin Extract Il Sdule aufgereingt, das Eluat in der
Vakuumzentrifuge eingeengt und anschliefiend in 20 pl Hi-Di Formamid aufgenommen und

im Sequenzierer analysiert.
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4.6 Proteinbiochemische Methoden

Im Folgenden sind héufig verwendete Puffer aufgefiihrt.

PBS: 137 mM NacCl, 1,5 mM KH2PO4;

2,7 mM KCI; 8,0 mM Na;HPO4; pH 7,4
TBS: 20 mM Tris, 137 mM NaCl; pH 7,4
TBST 0,1: 0,1 % Tween 20 in TBS; pH 7,2

4.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der A1AT-Varianten wird der BCA-Assay
verwendet [273], der auf der Reduktion von Cu?* zu Cu* beruht, wobei Cu* mit BCA spezifisch
einen Farbkomplex bildet. Die Reduktion erfolgt in alkalischer Losung durch die Seitenketten
von Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan und der Peptidbindung. Dabei bilden Cu*-lonen mit
Bicinchoninsdure einen violetten Komplex [274]. Der Farbkomplex kann anschliefdend
kolorimetrisch bei 562 nm detektiert werden. Auf einer 96 Well-Mikroplatte werden 10 pl
der proteinhaltigen Probe mit 100 pul BCA-Reagenz versetzt, welche laut Herstellerangaben
frisch angesetzt wird. Nach Inkubation unter leichtem Schiitteln (30 min, 37 °C) wird die
Absorption im Mikroplattenphotometer bei 562 nm gemessen. Die Proteinkonzentration

wird anhand einer Standardkurve mit BSA ermittelt.

4.6.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI; pH 6,8

4 x SDS-Probenpuffer: 0,3 M Tris/HClL; pH 6,8; 50 % (v/v) Glycerol, 15 % (w/v) SDS

0,015 % (w/v) Bromphenolblau, 8 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

(reduzierend)
Die Trennung von Proteinen entsprechend ihrer Molekiilmasse erfolgt durch die
diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli [275]. Diese
Methode beruht auf der Wanderung geladener Proteine durch eine Gelmatrix zum
entgegengesetzten Pol des angelegten elektrischen Feldes. Das anionische Detergens SDS
bindet quantitativ an das Protein, sodass es in Abhdngigkeit zu seiner Grofie Richtung Anode
wandert [274], kleinere Proteine schneller als grofiere. Des Weiteren bricht SDS die
Sekundar- und Tertidrstrukturen des Proteins auf, sodass es vollstindig denaturiert vorliegt.
Die Polyacrylamidgele werden entsprechend dem Pipettierschema hergestellt (Tabelle 13).
Die Proben werden mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min gekocht. Die Elektrophorese
wird mit 20 mA je Polyacrylamidgel bei einem Maximum von 200 V in SDS-Laufpuffer

durchgefiihrt.
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Tabelle 13: Pipettierschema fiir Sammel- und Trenngel

Losungen Sammelgel 4 % Trenngel 10 %
30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid 0,65 ml 3,3 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml —
Trenngelpuffer — 1,7 ml
MilliQ-Wasser 2,95 ml 4,8 ml
10 % (w/v) SDS 50 ul 100 pl
TEMED 5pl 10 ul
10 % (w/v) APS 50 ul 100 pl

4.6.1.2 Nachweis von Proteinen durch Coomassie-Fdrbung

Coomassie-Brillant-Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der unspezifisch Proteine anfarbt,
indem er sich an die basischen Seitenketten der Aminosiauren innerhalb des Proteins
anlagert. Das Anfarben von SDS-Gelen erfolgt nach Angaben des Herstellers. Nach der

Farbung werden die Gele in Zellglas im Geltrockner getrocknet (1,5 h, 60 °C).

4.6.2 Westernblot

4.6.2.1 Proteintransfer
Blotpuffer: 25 mM Tris, 114 mM Glycin, 10 % (v/v) Ethanol
Ponceau-S-Firbelosung: 0,1 % (w/v) Ponceau-S, 5 % (v/v) Essigsaure

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine lassen sich fiir weitere Untersuchungen auf eine
Tragermembran libertragen [276]. Fir den auch als Blotten bezeichneten Vorgang werden
das SDS-Gel und die Tragermembran 5 min in Blotpuffer dquilibriert und im Anschluss
blasenfrei im Sandwich-Verfahren aufeinander gelegt. Der Proteintransfer erfolgt im
Tankblotverfahren unter Kithlung (1 h, 250 mA). Um den Erfolg des Transfers zu liberpriifen,
wird eine Ponceau-S-Farbung vorgenommen. Nach kurzer Inkubation (1 min) und
wiederholtem Waschen mit MilliQ-Wasser werden die Proteinbanden sichtbar. Der Farbstoff
bindet reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der Proteine und kann durch

Waschen mit PBS wieder vollstindig entfernt werden.

4.6.2.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen
Blockierlésung: 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS oder TBS
Loésung A: 0,1 M Tris; pH 8,5; 1,25 mM Luminol

Losung B: 6,8 mM p-Cumarsaure in DMSO

Die elektrophoretisch getrennten Proteine auf der Tragermembran kénnen durch spezifische
Antikorper nachgewiesen werden. Die Membran wird in Blockierlosung inkubiert (1 h, RT),
um freie Bindungsstellen der Membran abzudecken. Die Inkubation mit den Antikérpern

erfolgt wie in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Verwendete Primér- und Sekundirantikorper fiir die Inmundetektion

Primarantikérper Verdiinnung  Puffer Inkubationsdauer Blocken
Anti-hA1AT (HRP) 1:4000 PBS 1 h, Nitrocellulose 5 % MaMiPu
Anti-CMT 1:2000-5000 TBS-ToapH 7,2  Uber Nacht, PVDF TBS-To1pH 7,2
Anti-ASGPR1 1:1666 PBS iiber Nacht, PVDF 5 % MaMiPu
Anti-ASGPR2 1:325 PBS-To,1 iiber Nacht, PVDF ohne
Sekundarantikérper Verdiinnung Puffer Inkubationsdauer
Anti-Kaninchen-HRP 1:5000 5% MaMiPuin 1h

PBS, PBS-To,1
Anti-Maus-HRP 1:5000 5% MaMiPuin 1h

PBS

Unspezifisch gebundener Antikérper wird durch wiederholte Waschschritte (10 min, 20 ml)
entfernt. Fiir die Detektion des Signals wird Chemilumineszenz verwendet, die Losungen (A:
1ml, B: 10 ul, 1l 30% H202) werden frisch vorbereitet und 1 ml gleichmafdig auf der
Membran verteilt. Die Reaktion wird durch die Peroxidase des konjugierten Antikdrpers
katalysiert. Nach kurzer Inkubation (1 min) wird das Signal am ,VersaDoc 4000 MP“ mit
Belichtungszeiten von 60-1500 s detektiert.

Soll eine Membran mehrfach detektiert werden, wird der Antikorper durch saures Strippen
von der Membran entfernt (200 mM Glycine, 0,1 % SDS, 0,01% Tween 20, pH 2,2, auf 11 mit
Milli Q). Alle Schritte werden bei RT durchgefiihrt. Auf zwei Inkubationsschritte mit dem
Strippingpuffer folgen zwei Waschsschritte mit 1XPBS. Anschlieflend wird die Membran
geblockt.

4.6.3 A1AT-ELISA

Waschpuffer: 0,2 % (v/v) Tween 20 in PBS
Blockierlésung: 1 % (w/v) BSA in Waschpuffer
Stopplosung: 1,8 M H,S04

Der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) erfolgt nach dem Sandwich-Verfahren und
dient der sensitiven Konzentrationsbestimmung der rekombinanten A1AT-Varianten.
Zunichst wird eine 96 Well-Mikrotiterplatte (MaxiSorp) mit dem polyklonalen Anti-hA1AT
Antikorper beschichtet (1:8000, 16h, 4°C, 100 pl/Vertiefung in PBS). Nach einem
Waschschritt (200 pl  Waschpuffer/Vertiefung) werden freie Bindestellen mit der
Blockierlosung abgedeckt (200 pl/Vertiefung, 2h, RT). Der Inkubation der Proben in
Dreifachbestimmung (100 pl/Vertiefung, 2 h, RT) schliefien sich vier Waschschritte an. Es
folgt die Inkubation mit dem HRP-konjugierten Anti-hA1AT Antikérper (1:8000, 100yl je
Vertiefung, 1h, RT), der sich sechs Waschschritte anschlief;en. Nach Zugabe des Substrats
(TMB, 1:4 in PBS, 100 ul/Vertiefung) fiir die Peroxidase wird die Reaktion mit Schwefelséure
(1,8 M, 50 pl/Vertiefung) abgestoppt und der entstandene Farbstoff bei einer Wellenlange

von 450 nm (Referenz 620 nm) im Mikroplattenphotometer ,Infinite M200“ gemessen. Die
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Quantifizierung erfolgt anhand von rekombinantem A1AT aus Zelliiberstand der AGE1.HN,
welches in Doppelbestimmung gemessen wird. Zur Auswertung der Daten wird das

Programm ,Magellan V 6.4“ verwendet.

4.6.4 A1AT-Aktivititsassay

Reaktionspuffer: 15 mM Tris, 100 mM NaCl; 0,01 % (v/v) Triton X-100
Trypsin: 100 pg/ml Trypsin in PBS
BAPNA: 2,75 uM in Reaktionspuffer

Die Aktivitit von A1AT lasst sich indirekt tiber die inhibitorische Wirkung gegentiber Trypsin
bestimmen. Die Aktivitit von Trypsin selbst kann durch die Reaktion mit
N-Benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilin (BAPNA) ermittelt werden. Dabei wird BAPNA durch
Trypsin am Arginin gespalten, sodass es zur Freisetzung des Farbstoffs p-Nitroanilin kommt,
der photometrisch nachgewiesen werden kann. Demnach entspricht eine hohere Absorption
in dem Test einer grofleren Menge aktiven Trypsins und somit einer geringeren
A1AT-Aktivitat. In Vorbereitung auf den Test werden die Proben im ELISA quantifiziert und
in der Konzentration angeglichen. Fiir den Aktivititstest werden 60 ul A1AT (1,2 pg) mit
20 pl Trypsin (2 pg) vorinkubiert (10 min, 37 °C). Anschliefend werden die Proben in
Dreifachbestimmung (20 pul des vorinkubierten A1AT-Trypsin-Mixes/Vertiefung) in einer
96 Well-Mikrotiterplatte mit 90 ul BAPNA inkubiert (40 min, 37 °C). Die Messung der
Absorption erfolgt bei 405nm im Mikroplattenphotometer ,Infinite M200“ Die
Quantifizierung wird anhand der Standardreihe des rekombinanten A1AT aus
Zellkulturiiberstand der AGE1.HN, welche in Doppelbestimmung gemessen wird (1,0-0,031
ug; 1:2-Verdiinnungschritte). Zur Auswertung der Daten wird das Programm ,Magellan V 6.4

verwendet.

4.7 Chromatographische Methoden

Alle Losungen werden vor der Verwendung sterilfiltriert (0,45 pm).

4.7.1 Anionaustauschchromatographie

Saule: MonoQ 5/50 GL und Q Sepharose Fast Flow XK16
Puffer A: 0,5 x PBS
Puffer B: 0,5 x PBS; 1 M NaCl

Proteine binden aufgrund ihrer Nettoladung unterschiedlich stark an eine geladene
Saulenmatrix. Je nach Stiarke der Wechselwirkung, die von pH-Wert und lonenstdrke des
Puffers sowie dem isoelektrischen Punkt des Proteins abhdngt, kdnnen gebundene Proteine
mit einem ansteigenden Salz- oder pH-Gradienten eluiert werden [277]. Das Saulenmaterial

besteht aus einer hydrophilen Polyetherharzmatrix mit quartiren Ammoniumliganden
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(-CH2-N*(CH3)3), welche mit den sauren Gruppen des Proteins in Wechselwirkung treten. Fiir
den ersten Aufreinigungsschritt der A1AT-Varianten wird der Zellkulturiiberstand
zentrifugiert (20 min, 1000 rpm, 4 °C). Kleine Partikel werden durch Filtration (0,22 pm
Filter) entfernt, anschlieRend wird der Uberstand 1:2 mit MilliQ-Wasser verdiinnt und auf die
mit Puffer A dquilibrierte Saule aufgebracht (2 ml/min). Die Sdule wird mit Puffer A
gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm konstant bleibt. Im Anschluss wird ein linearer
Salzgradient angelegt (1 ml/min, Puffer A gegen Puffer B, 0-100 % innerhalb von 4 ml). Die
Elution der Proteine wird bei einer Absorption von 280 nm verfolgt, die Eluate werden in
1 ml-Fraktionen gesammelt. Zur Uberpriifung werden die Fraktionen mittels SDS-PAGE und

anschliefdender Coomassiefarbung des Gels (4.6.1.2) analysiert.

4.7.2 Gelfiltration

Saule: Superdex 200 (S200) 10/300 GL, (High Load 16/60
Superdex 200 prep grade)
Gelfiltrationspuffer: 0,5 x PBS, (1 x PBS)

Die Gelfiltration ermdoglicht eine Trennung der Proteine nach Grofie und Form. Die
Sdulenmatrix besteht aus einem quervernetzten Polymer mit definierter Porengrofie. Beim
Durchlaufen dieser Matrix wandern grofdere Proteine schneller, da sie nicht wie die kleineren
in die Poren der Polymerkiigelchen eindringen kénnen. Die Gelfiltration wird mit den
A1AT-enthaltenden Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt (0,6 ml
(3ml)). Diese werden mit einer Fliefdgeschwindigkeit von 0,5-1 ml/min auf die mit
Gelfiltrationspuffer dquilibrierte Saule aufgebracht. Die Absorption wird bei 280 nm verfolgt.
Es werden 0,5ml Fraktionen gesammelt, die nach gelelektrophoretischer Auftrennung

mittels anschliefender Coomassiefarbung (4.6.1.2) analysiert werden.

4.8 Pharmakokinetische Analyse

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von A1ATwt und den A1AT-Neoglykoproteinen
werden im Tierversuch in der Maus untersucht. Die Tierhaltung und Versuchsdurchfiihrung
erfolgt im Tierlabor der EPO GmbH (Berlin-Buch). Die erwachsenen weiblichen CD1-Mause
weisen ein Gewicht von 22-25 g auf (Charles River). Die Haltung erfolgt in Gruppen von nicht
mehr als finf Tieren pro Kafig unter vollklimatisierten Bedingungen bei einer Temperatur
von 23 °C mit einem Tag-Nacht-Zyklus sowie Zugang zu Wasser und Futter.

Den Mausen wird in Gruppen von je drei Tieren die sterilfiltrierte Probe einer A1AT-Variante
iiber die Schwanzvene gespritzt (Dosis 30 pg/ 100 ul). Nach Applikation der Proteinlésungen
wird Blut aus dem orbital sinus der Maus entnommen (nach 5 min, 30 min, 120 min, 6 h, 24 h,
48 h, 72 h) und um ein Gerinnen zu verhindern in Greiner-Rohrchen, beschichtet mit EDTA,

aufgenommen. Die Lagerung der Plasmaiiberstdnde bis zur weiteren Untersuchung erfolgt
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bei -80 °C. Die A1AT-Konzentration im entnommenen Plasma wird mithilfe des A1AT-ELISA
bestimmt (4.6.3). Die Berechnung der pharmakologisch entscheidenden Grof3en der ,Flache-
unter-der-Konzentrations-/Zeitkurve (,area under the curve, AUC), der Elimination (k), der
Halbwertzeit (t1,2), sowie der Clearance (CL) wird mithilfe folgender Formeln durchgefiihrt
[278],

_ -kx

Y =Ywe

t,, =In2/k

— Z’: (CI ti +ZC[-1' t[-1) . (ti—ti-l)

injizierte Dosis )
tb=\"ac,.,

AUC

0-tz

Die Variable y gibt die Konzentration [pg/ml] an, x den Zeitpunkt [h], C; entspricht den
gemessenen Konzentrationen von A1AT zum Zeitpunkt ¢; und ¢, dem letzten bertcksichtigten
Zeitpunkt (72 h). Die AUC ist dabei ein Maf3 fiir die Bioverfiigbarkeit einer Substanz, die CL

beschreibt die Verweildauer des Stoffes im Blut.

4.9 Oxidationsmessung

Die Arbeiten zur Untersuchung des Einflusses der rekombinanten A1AT-Varianten auf
Neutrophile wurden bei der Firma CellTrend GmbH (Luckenwalde) durchgefiihrt. Die
Proteinkonzentrationen der gereinigten A1AT-Varianten werden im BCA-Assay Uberpriift
und mit PBS auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Im Anschluss wird die Probe
sterilfiltriert und auf Trockeneis an die Firma CellTrend GmbH versandt.

Die Oxidationsmessung wird bei der Firma CellTrend GmbH nach folgenden Angaben
durchgefiihrt: Der Test erfolgt in 100 pl Heparin-Vollblut (10 min, 37 °C). Als Positivkontrolle
wird Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA; 10 pl 1 pg/ml) verwendet. Jeder Ansatz wird mit
einem gleichbleibenden Volumen (10-25 % Testsubstanz und 10 ul PMA oder 10 ul PBS).
Nach Zugabe von 20 pl 100 uM 2',7'-Dichlorofluorescein-Diacetat (DCFA) erfolgt eine weitere
Inkubation (10 min, 37 °C). DCFA ist ein sensitiver Indikator fiir die Akkumulation von
reaktiven Sauerstoffspezies [198, 199]. Es wird nach der Aufnahme durch die Zellen
hydrolytisch in nicht mehr zellmembrangingiges Dichlorfluorescein umgesetzt, welches eine
hohe Reaktivitit gegeniiber oxidativen Spezies besitzt. Es wird bei dieser Reaktion zu dem
eigentlichen Fluorophor 2',7'-Dichlorfluorescein (DCF) umgesetzt, welches sensitiv
quantifiziert werden kann. Zu diesem Zweck werden die Erythrozyten lysiert (1 ml Lyse-
Puffer), pelletiert (400 g) und gewaschen (3 ml PBS). Zur Messung werden die Zellen in
300 pl PBS aufgenommen und sofort am Durchflusszytometer gemessen. Die Granulozyten-
und die Monozytenpopulation werden durch ein Gate im Vorwarts-/Seitwartsstreulicht-

Dotplot ausgewahlt. Es werden jeweils 10.000 Granulozyten gemessen. Zur Auswertung der
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Daten werden der Mittelwert und der Median der Fluoreszenzintensitit (Histogramm)

bestimmt.

4.10 Assay zur Untersuchung des invasiven Potenzials von A549-Zellen

Die Arbeiten zur Untersuchung des invasiven Potenzials von A549-Zellen unter dem Einfluss
der rekombinanten A1AT-Varianten wurden bei der Firma CellTrend GmbH (Luckenwalde)
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentrationen der gereinigten A1AT-Varianten werden im
BCA-Assay iiberpriift (4.6.1) und mit PBS auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Im
Anschluss wird die Probe sterilfiltriert und auf Trockeneis an die Firma CellTrend GmbH
versandt.

Der Test wird nach den folgenden Angaben durchgefiihrt: Eine 24-Transwell-Platte (6,5 mM,
8,0 um) wird 24 Stunden vor Testbeginn mit 10 % Matrigel Matrix beschichtet. Nur
metastatische Tumorzellen und Leukozyten konnen die Barriere aus Matrigel Matrix
durchqueren, nicht karzinogene Zellen sind jedoch nicht invasiv [279, 280]. Der Test wird in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die A549-Zellen (50 pl, 5 x 106 Zellen/ml, in RPMI 1640
ohne FKS) werden entsprechend 250.000 Zellen in den oberen Teil der Kammer ausgesat
(Abbildung 74). In den oberen Teil werden anschlief3end die Testsubstanzen zugegeben. Das
Medium unter der Kammer wird mit 10 % FKS versetzt (Negativkontrolle mit 0 % FKS,
unbehandelte Kontrolle). Nach 24 Stunden Kultivierung wird die Migration mittels

ATP-Bioluminescence-Assay gemessen [281].

Transwell-Einsatz

aktive Wanderung
————————

obere Kammer

Zellkulturplatte
A549-Zellen—___ |

Matrigel Matrix~
untere Kammer—|

| PET-Membran

Abbildung 74: Experimenteller Aufbau fiir die Untersuchung des invasiven Potenzials. Einfluss
der rekombinanten A1AT-Varianten auf eine aktive Wanderung von A549-Zellen.

4.11 Glykananalytische Methoden

4.11.1 Enzymatische Freisetzung von Glykanen

Fiir die Untersuchung der asparagingebundenen N-Glykane des A1AT und der Varianten ist
die Abspaltung der Glykane notwendig. Diese erfolgt durch enzymatische Freisetzung mittels
Peptide-N*-(N-Acetyl-f-glucosaminyl) Asparagine Amidase (PNGase F). Die Endoglykosidase
spaltet die N-glykosidische Bindung zwischen der Zuckerkette und dem Asparagin des
Polypeptids [162, 282]. Zunachst werden 30 pg A1AT, um Stérsignale zu verhindern, im
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Glasgefafd in der Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlief3end denaturiert (0,1 % SDS, 2 %
2-Mercaptoethanol, 5 min 95 °C, 2 % NP-40, 0,5 U PNGase F). Nach Inkubation (16 h, 37 °C)
wird das Enzym durch kurzes Erhitzen inhibiert (5 min, 95 °C). Fiir die weitere Analyse
werden die Glykane in Abhingigkeit vom Arbeitsziel mit Calbiosorb, C18- und
Carbograph-Material aufgereinigt. Eine Ubersicht zu den verwendeten Methoden ist in

Abbildung 75 dargestellt.
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Abbildung 75: Methodeniibersicht zur Generierung, Isolierung und Charakterisierung von
N-Glykanen aus rekombinantem A1AT. Nach Expression und chromatographischer Aufreinigung
werden die Glykoproteine fiir in vivo- oder in vitro-Tests eingesetzt. Fiir die N-Glykananalyse erfolgt
eine TFA-Hydrolyse mit anschlieRender Monosaccharidanalyse. Enzymatisch freigesetzte N-Glykane
werden nach Markierung mittels HPLC-Methoden untersucht. Desialylierte N-Glykane konnen nach
APTS-Markierung mittels Kapillarelektrophorese bestimmt werden. Die N-Glykane konnen nach
Permethylierung oder verschiedenen Exoglykosidaseverdaus mittels MALDI-TOF-MS untersucht
werden. Aufreinigungsschritte und detaillierte Arbeitsschritte zwischen den verwendeten Methoden
sind nicht dargestellt.

4.12 Isolierung und Aufreinigung von N-Glykanen

4.12.1 Calbiosorb

Um die beim PNGase F-Verdau zugesetzten Detergenzien aus der Probe zu entfernen, wird

die Probe mit den mit MilliQ-Wasser gewaschenen hydrophoben Granulatkiigelchen
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behandelt (400 pl Schlamme in Wasser, 16 h, rotierend). Das Material adsorbiert und entfernt
organische Verunreinigungen aus der Probe, die bei der MALDI-TOF (matrix-assisted laser-

desorption ionization-time of flight) storen wiirden.

4.12.2 C18 Reversed-Phase-Chromatographie

An der C18-Matrix binden Proteine und Glykoproteine reversibel, freie Glykane jedoch nicht.
Zur Trennung von Peptiden und Glykanen wird die Probe auf 0,1 % TFA angesauert. Die
Sédule (Extract-Clean C18 SPE 100 mg, 1,5 ml) wird &quilibriert (80 % ACN, 0,1 % TFA und
0,1 % TFA in H20). Nach Aufbringen der Probe auf die Sdule werden die Glykane mit von der
Séaule gewaschen (0,1 % TFA in H;0), der Peptidanteil kann im zweiten Schritt von der Sdule
eluiert werden (50 % ACN, 0,1 % TFA). Das gewonnene Eluat wird entweder mit einer

Carbograph-Séule weiter behandelt oder in der Vakuumzentrifuge eingeengt.

4.12.3 Carbograph-Saule

Das Graphit-Material bindet Oligosaccharide und Proteine [283] und ermdglicht durch
gezielte Elution eine Trennung von Glykanen und Peptiden, insbesondere nach Enzymverdau,
des Weiteren werden Salze aus der Probe entfernt. Die verwendeten Losungen werden stets
frisch bereitet. Zunachst wird die Probe auf 0,1 % TFA gebracht. Die Saule (Alltech
Extract-Clean Carbograph SPE 150 mg, 4 ml) wird dquilibriert (80 % ACN, 0,1 % TFA und
0,1 % TFA in H20). Im Anschluss wird die angesduerte Probe auf die Saule gebracht und
gewaschen (0,1 % TFA in H,0). Die gebundenen Glykane werden in 25 %igem Acetonitril
eluiert (25 % ACN, 0,1 % TFA). Die ungeladenen Strukturen eluieren zuerst, die geladenen

werden in Schritt zwei und drei von der Saule gelost [284].

4.12.4 TopTip

Bei den TopTip Typ 2 handelt es sich um Graphit-gefiillte Pipettenspitzen, die analog zu den
Carbograph-Saulen verwendet werden. Einsatz finden die Pipettenspitzen beispielsweise
nach Exoglykosidaseverdaus, die in kleinen Volumina erfolgen. Die Spitzen werden mittels
Adapter in Eppendorf-Reaktionsgefafien fixiert und in der Minifuge nach jedem Schritt kurz

zentrifugiert (10 s, Volumen je 10 pl).

4.12.5 Entfernung von Salzen

Wenn nach der Trocknung, insbesondere nach Essigsdurehydrolyse, noch Salzspuren
sichtbar sind, wird die Probe durch Zugabe von Ethanol/Methanol (1:1) und einer

wiederholten Trocknung in der Vakuumzentrifuge entsalzt.
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4.12.6 Trocknen von Proben

Proben werden zur Volumenverringerung von Aufreinigungen, zum Aufkonzentrieren von
Fraktionen nach der Gelfiltration und dem Umpuffern der Proben fiir eine

Exoglykosidasebehandlung in der Vakuumzentrifuge eingeengt.

4.12.7 Exoglykosidasebehandlung

Spezifische Exoglykosidasen werden fiir eine genaue Charakterisierung eingesetzt, um die
einzelnen Monosaccharide der isolierten N-Glykane Schritt fiir Schritt abzuspalten und
Riickschliisse auf den Bindungstyp und die Position des jeweiligen Monosaccharids zu ziehen
[285, 286].

4.12.7.1 Sialidase

Fir die vollstindige Desialylierung wird Neuraminidase (Arthrobacter ureafacien, Roche)
verwendet, die a (2-3,6,8) Bindungen spaltet [287]. Die aufgereinigten N-Glykane (20 pg
Glykoprotein) werden in 100 mM Natriumacetatpuffer pH 5,0 verdaut (10 pl, 37 °C, 16 h,
100 mU/ml Sialidase). Vor der massenspektrometrischen Messung wird die Probe mittels
TopTip aufgereinigt (4.12.4), anschliefend in MilliQ-Wasser aufgenommen und auf das
Target gespottet.

4.12.7.2 Fucosidase

Die Defucosylierung der Glykane wird entweder mit a (1-3,4) Fucosidase (50 U/ml), welche
spezifisch fiir antenndar gebundene Fucosen ist [288], oder mit a (1-2,3,4,6) Fucosidase
(0,2U/ml) durchgefiihrt, welche auch antennidre Fucosen abspaltet, jedoch eine deutlich
grofere Aktivitit gegeniiber core-gebundenen Fucosen aufweist. Nach Inkubation (37 °C,
16 h) erfolgt eine Inaktivierung (5 min, 95 °C). Im Anschluss wird die Probe mittels TopTip
entsalzt (4.12.4) und massenspektrometrisch untersucht. Das Ergebnis der Verdaue im

Vergleich erlaubt Riickschliisse auf die Position der Fucose.

4.12.7.3 Galactosidase

Um zwischen Galactosen und Lactosamineinheiten zu differenzieren, werden Enzymverdaus
mit Galactosidasen durchgefiihrt. Die $-Galactosidase katalysiert die Hydrolyse der terminal
gebundenen Galactosen in komplexen N-Glykanen (0,5 U/ml, 37 °C, 16 h). Zuvor sollten
terminale Fucosen entfernt werden, da sie die Aktivitiat der Galactosidase einschranken. Um
Riickschliisse auf den Verkniipfungstyp zu erhalten werden spezifische Galactosidasen
eingesetzt (5 mU/ml -1/3,6) Galactosidase, 0,2 U/ml B (1-4) Galactosidase, 37 °C, 16 h).
Nach der Entsalzung mittels TopTip wird die Probe mit MALDI-TOF/ TOF gemessen.
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4.13 Permethylierung von N-Glykanen

Die Permethylierung der isolierten Sialo-N-Glykane ermdglicht die Analyse mittels MALDI-
TOF-MS [289]. Die derivatisierten Hydroxylgruppen steigern das Potenzial der
Oligosaccharide zu ionisieren. Die Modifikation flihrt zu einer héheren Sensitivitat, was zu
einem glinstigeren Peak-Basisrauschen-Verhiltnis fiihrt. Zudem koénnen gleichzeitig neutrale
und geladene Zucker detektiert werden. Zunachst wird eine NaOH/DMSO-L6sung hergestellt
(3-4 NaOH-Platzchen, 3 ml wasserfreies DMSO, morsern). Die Losung wird vor Benutzung
und wahrend der Verwendung wiederholt griindlich gevortext. Die gereinigten N-Glykane
(ausgehend von 20 pg Protein) werden eingeengt und in der NaOH/DMSO-Losung
resuspendiert. Nach Inkubation und wiederholtem Vortexen wird CHsl zugegeben. Wahrend
der Inkubation bildet sich bei ausreichend basischem pH ein weifdlicher Niederschlag. Im
Folgenden werden erneut NaOH/DMSO-Losung und CHsl zugegeben und weiter unter
mehrfachem Vortexen inkubiert. Nach Zugabe von CHClz und MilliQ-Wasser wird die
wassrige Phase so lange erneuert und verworfen, bis pH 7 erreicht wird (pH-Streifen). Die
Probe wird getrocknet und in 10 ul 70 % ACN resuspendiert. Fiir die Massenspektrometrie
werden 0,5 pul der permethylierten Probe mit 0,5 pl Matrix auf das Target aufgetragen
(4.14.2).

4.14 Massenspektrometrie mittels MALDI-TOF-MS Ultraflex III Bruker

MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) ist ein Verfahren in der
Massenspektrometrie, welches die Charakterisierung eines Molekiils nach seiner Masse
ermoglicht. Das Gerét setzt sich aus drei Hauptkomponenten zusammen: der lonenquelle,
dem Analysator (time of flight) und dem Detektor. Hauptvoraussetzung fiir die Messung ist
die Entstehung von Ionen, da die Molekiile nur anhand ihrer Ladung detektierbar sind. Die
Grundlage fiir eine Messung ist die Kokristallisation von Analytmolekiil und Matrix. Als
Matrix werden Kkleine organische Molekiile eingesetzt, die in Abhédngigkeit von der Probe
gewahlt werden. Die durch den Laser erzeugten Ionen sind einfach geladen. Die Analyse
erfolgt durch das Anlegen eines elektrischen und/oder magnetischen Feldes. Die Daten
werden im Hochvakuum mittels Flugzeitanalysator in Form eines
Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses (m/z) gewonnen, da die Anzahl der Kationen bzw.
Deprotonierungen das Verhalten im elektrischen Feld verdndern. Aufgrund der bekannten
Strecke (Beschleunigungselektrode bis Detektor) und der bekannten angelegten Spannung,
kann aus der Flugzeit die Masse des lons bestimmt werden. Molekiile mit kleinerer Masse
haben eine kiirzere Flugzeit. Zusatzlich kann der Reflektor verwendet werden, der im
Vergleich zum linearen Modus eine hohere Auflosung liefert. Eine wichtige Rolle spielt die

Fragmentierung von Analyten. Dabei wird das Mutter-lon gezielt zerstért, wodurch
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Fragmente entstehen, die im MS»-Modus bestimmt werden. Fiir Standardmessungen am

MALDI-TOF-MS Ultraflex IIl werden folgende Einstellungen verwendet:

Tabelle 15: Standardparameter fiir die Messung am MALDI-TOF-MS Ultraflex III

Positiver Modus Negativer Modus
PIE Delay 10 ns 10 ns
Ionenquelle-Spannung 1 | 25 kV 20 kV
Ionenquelle-Spannung 2 | 21,5 kV 17,2 kV
Linsenspannung 10 kV 8 kV
Reflektor-Spannung 1 26,3 kV 21 kV
Reflektor-Spannung 2 13,75 kV 10,979 kV
Laserintensitat 15-40 30-60

4.14.1 Matrizes im positiven Modus

Fiir die Analyse im positiven Modus wird Arabinosazon (ARA, 5mg in 1 ml EtOH) oder
2,5-Dihydroxybenzoesdaure (DHB, 10 mg/ml 10% ACN) verwendet [290, 291]. Die
Oligosaccharide werden mit Sialidase behandelt oder sind durch die Permethylierung
(Abschnitt 4.13) derivatisiert. Die entsalzten N-Glykane (0,5 ul) werden auf das Stahltarget
aufgetragen und mit 0,5 pl der Matrix versetzt. Die Messung ist nach vollstandiger Trocknung

der Probe moglich. Als Kalibrierstandard wird Dextran-Hydrolysat (0,15 pg/ul) verwendet.

4.14.2 Matrizes im negativen Modus

Die Messung sialylierter N-Glykane oder die Kontrolle der Probe auf posttranslationale
Verdanderungen wie Phosphorylierung und Sulfatierung wird im negativen Modus in den
Matrizes DHB (10 mg/ml 50 % ACN) oder in a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdaure (Spatelspitze
ACCA in 70 % ACN, 10 min Ultraschall, 3 min 14.000 rpm) durchgefiihrt [292].

4.15 Kapillarelektrophorese-laserinduzierter Fluoreszenz (CE-LIF)

CHO-Puffer: Beckman Coulter

THF/L3: 50 % Tetrahydrofuran; 7,5 % AcOH in MilliQ-Wasser
NaCNBH3: 1 M NaCNBH3 in Tetrahydrofuran

APTS in Essigsiure 100 mg/ml in 15 % Essigsaure

Mittels Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE) lassen sich N-Glykane in einem
elektrischen Feld nach Grofle und Struktur auftrennen. Die Messungen wurden an der
Messapparatur der Firma Beckman mit einer integrierten Spannungsquelle und einem
Fluoreszenzdetektor durchgefiihrt. Die nétige Ladung erhalten die Glykane durch eine
Aminierungsreaktion mit dem negativ geladenen Fluorophor 8-Aminopyrene-1,3,6-
trisulfonat (APTS) an das reduktive Ende. Die Messung erfolgt mittels laserinduzierter

Fluoreszenz (LIF) bei 488 nm und einer Emission von 520 nm. Im Unterschied zur
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Massenspektrometrie kdnnen auch Strukturisomere mit identischer Masse aufgetrennt
werden. Die desialylierten und aufgereinigten N-Glykane werden mit APTS markiert (3 pl
THF/L3, 0,5 pl NaCNBH3, 0,5 pl APTS-Losung, 37 °C, 16 h). Das verwendete Programm ist in
Tabelle 16 aufgefiihrt. Die Anregung erfolgt bei 488 nm, die Emission bei 520 nm. Die

Auswertung der Daten erfolgt mit dem Programm ,32 Karat".

Tabelle 16: Programmierung der CE-LIF zur Auftrennung der APTS-gelabelten N-Glykane

Zeit [min] Event Werte Dauer Zugang Ausgang
Spiilen 30,00 psi 2 min BI:B1 B0:B1
Injektion 0,50 psi 4s SI:D1 B0:B1
Pause 0,2 min BI:A1 B0:A1

0,00 Separate-Voltage 30,00 kV 20 min BI:A2 B0:A2

1,00 Autozero

20,00 Ende

4.16 Markierung von N-Glykanen

4.16.1 Fluoreszenzmarkierung von Oligosacchariden mit 2-Aminobenzamid

Die Reaktion mit 2-Aminobenzamid (2AB) beruht auf der Eigenschaft aromatischer Amine
mit Aldehydgruppen, am reduzierenden Ende der Glykanstrukturen zu reagieren.

Unter der Abspaltung von Wasser kommt es zur O

Bildung einer Schiff'schen Base. Ein Molekil 2AB

reagiert mit einem Oligosaccharide. Die Zugabe des

starken Reduktionsmittels Natriumcyanoborhydrid H2N

fiihrt zur Reduktion der Schiff'schen Base zu einem

sekunddren Amin. Das Produkt wird dem HoN

Gleichgewicht entzogen, wodurch eine grofiere

Stabilitit und eine quantitative Markierung Abbildung 76: 2-Aminobenzamid

wird zur Fluoreszenzmarkierung

gewadhrleistet werden [293]. Die Markierung von Oligosacchariden eingesetzt

ermoglicht die Derivatisierung und Quantifizierung

der Glykane in der HPLC [294, 295]. Die Stabilitit der Markierung ermoglicht weitere
Untersuchungen in der Massenspektrometrie [296]. Das Reaktionsgemisch wird stets frisch
bereitet und ist wie die derivatisierten Proben lichtempfindlich und daher nur eine Stunde
lang verwendbar. Die Proben sollten deshalb wahrend der Inkubation vor direktem Licht
geschiitzt werden. Das 2AB (0,05mg/pl Endkonzentration) wird in einem
Essigsaure/DMSO-Gemisch (7:3) geldst. In dieser Losung wird das Natriumcyanoborhydrid
(5:6, 2AB zu NaCNBHj3) aufgenommen. Je nmol eingeengtes Glykoprotein werden 10 pl des
Reagenz zugegeben (2 h, 65 °C). Die sich anschliefiende Aufreinigung der Glykane tiber die
Papierchromatographie dient der Abtrennung des iiberschiissigen 2AB (je 5 ul auf 3 mM

Chromatographiepapier, 2,5% 10 cm). Nach Trocknung (3 h, lichtgeschiitzt) erfolgt die
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Chromatographie in Butanol:Ethanol:Wasser (4:1:1) fiir 60 min in der Glaskammer. Nach der
Auftrennung und Trocknung werden die Spots unter UV-Licht ausgeschnitten und
anschliefdend in Luer-Lock-Spritzen (3 ml) mit einem aufgesetzten Millex-HV Filter (4 mM;
0,22 pm) nach kurzer Inkubation eluiert (3 X 500 ul MilliQ-Wasser, 10 min Inkubation, 5 min
3000 rpm/min).

4.16.1.1 Hydrolyse von Sialinsduren

Fiir die Hydrolyse werden 20 pg des eingeengten Glykoproteins in 200 pul 3 M Essigsdure
aufgenommen und fiir 90 min bei 80 °C inkubiert. Dem kurzen Abkithlen auf Eis folgt die
Neutralisation (NH3; und MilliQ-Wasser). Das sich bildende Salz wird durch die Zugabe von
Ethanol/MilliQ-Wasser (3:1), Trocknung, Ethanol/MilliQ-Wasser (1:1) und erneuter

Trocknung entfernt. Die Entsalzungsschritte sind in Abhdngigkeit von der Salzbildung zu

wiederholen (2-3 X).

4.16.1.2 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzen-Fluoreszensmarkierung

DMB-Reagenz: 157mg DMB-2 HCl, 17,1mg Natriumdisulfit, 586 pl
2-Mercaptoethanol ad 10 ml (min. 3 Wochen Lagerung in
Aliquots, -20 °C, Lichtempfindlichkeit beachten)

o) NH,

+2 HCI

Abbildung 77: 1,2-Diamino-4,5-Methylen-

o NH dioxybenzen wird fiir die Fluores-

2 zenzmarkierung von Sialinsauren eingesetzt.
Diese Methode ermdglicht die Markierung von Sialinsduren und anderen 2-Keto-Sauren und
damit die Detektion in der HPLC [167, 297]. Zur Quantifizierung wird ein Standard
(N-Acetylneuraminsaure) verwendet, der parallel zur Probe analysiert wird. Nach Hydrolyse
des Glykoproteins (4.16.1.1) wird die Probe gelost (10 pl MilliQ-Wasser) und mit 100 pl
DMB-Reagenz versetzt. Die Inkubation erfolgt unter Lichtschutz (2,5 Stunden, 56 °C,

300 rpm/min). Eine Lagerung der markierten Probe ist bei -20 °C moglich.

4.17 HPLC-Methoden

Zur Untersuchung mittels HPLC sind verschiedene Saulen und Trennungsbedingungen notig,

um Glykanstrukturen und deren Bausteine zu charakterisieren.
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4.17.1 Monosaccharidbestimmung mit HPAEC-PAD

Grundlage der HPAEC-PAD (High-Performance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric Detection) ist die Anionenaustauschchromatographie, die eine Auftrennung
unter alkalischen Bedingungen ermdglicht. Die alkalischen Bedingungen sind Voraussetzung
fiir einen direkten Kohlenhydratnachweis mittels PAD [298]. Bei hohen pH-Werten liegen die
Mono- und Oligosaccharide in deprotonierter Form vor. Die resultierenden Anionen werden
an der Dionex Summit auf einer PA-1-Saule (250 X 2 mM) getrennt. Durch Oxidation oder
Reduktion der Kohlenhydrate an einer Goldelektrode kommt es zu einem messbaren Strom
am Detektor, der proportional zur Konzentration des Molekiils ist. Die Bestimmung der
Monosaccharide lasst Riickschliisse auf die Glykosylierungsform zu. Aufierdem ist eine
Quantifizierung der einzelnen Komponenten mdglich. Die Zuordnung der Signale ermdglicht
ein Monosaccharid-Standard-Mix. Die Monosaccharide GlcNAc und GalNAc verlieren bei der

Hydrolyse die Acetylierung, sodass sie als Amine nachweisbar sind (GlcNH, GalNH>).

4.17.1.1 TFA-Hydrolyse (Standard-Methode)

Eluent A KOH (durch Eluentengenerator hergestellt)
Eluent B 200 mM NaOH

Eluent C 100 mM NaOH mit 600 mM NaAc

Die HPAEC-PAD kann in Verbindung mit der sauren Hydrolyse der Oligosaccharide zur
qualitativen und quantitativen Analyse der Monosaccharid-Zusammensetzung von Glykanen
angewendet werden [299, 300]. Fiir die saure Hydrolyse der Proben wird das Gesamtprotein
in der Vakuumzentrifuge eingeengt, in 2N TFA aufgenommen und im Umluftschrank
inkubiert (4h, 100 °C). Nach vollstindiger Abkiihlung auf Eis (15 min) wird die leicht
fliichtige TFA in der Vakuumzentrifuge entzogen. Die Probe wird gewaschen (MilliQ-Wasser)
und nach erneuter Trocknung im internen Standard-Mix gelést (500 pmol/10 ul Fructose,
500 pmol/10 ul Desoxyribose). Die Monosaccharide des Standard-Mixes sind nicht in
Glykanen enthalten. Als Referenzprobe wird das Protein alpha-1-saures-Glykoprotein (AGP,

75 pmol) verwendet.

Tabelle 17: Zusammensetzung des externen Kalibrierstandards

Zucker Konzentration
Desoxyribose 500 pmol/10 ul
N-Acetyl-D-glucosamin 250 pmol/10 pl
D-Fructose 500 pmol/10 ul
N-Acetyl-D-galactosamin 250 pmol/10 pl
D-Glucose 250 pmol/10 pl
D-Mannose 250 pmol/10 pl
L-Fucose 250 pmol/10 ul
D-Galactose 250 pmol/10 pl
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Tabelle 18: Parameter bei der Monosaccharidbestimmung mittels HPAEC-PAD

HPLC-Methode 18 mM KOH

Saule CarboPac PA-1 250 x 2 mM
Vorsiule CarboPac PA-1 50 x 2 mM
Sidulenthermostat 25°C

Das Eluenten-Programm ist der Tabelle 19 zu entnehmen. Die Trennung wird mit 18 mM

KOH bei einer Flussrate von 180 pl/min vorgenommen.

Tabelle 19: Eluentenprogramm fiir die Trennung von Monosacchariden

Zeit Flussrate | EluentA Eluent A Eluent B[ %] | Eluent C[ %]
[min] [ml/ml] 18 mM [ %] | 100 mM [ %]

0 180 100 0 0 0
30,0 180 100 0 0 0
30,1 180 0 0 0 0
30,5 250 0 0 0 0
31,0 250 0 0 0 100
41,0 250 0 0 0 100
42,0 250 0 0 100 0
52,0 250 0 0 100 0
52,8 250 0 0 0 0
53,0 250 0 100 0 0
58,0 250 0 100 0 0
59,0 180 100 0 0 0
80,0 180 100 0 0 0

4.17.1.2 Einbauraten 2-Desoxy-D-galactose (sanfte TFA-Hydrolyse)

Die Methode zum Nachweis der Einbaurate von 2-Desoxy-D-galactose (2dGal) wurde bereits
in fritheren Arbeiten etabliert [187]. Fir die genaue Beurteilung der
Monosaccharid-Zusammensetzung der N-Glykane des A1AT aus supplementierten
HEK-293-Zellen wurden die Standard-TFA-Hydrolyse und die sanfte TFA-Hydrolyse
angewandt. Die Methoden der TFA-Hydrolyse und HPAEC-PAD (Abschnitt 4.17.1.1 und
4.17.1) werden fir die sanfte TFA-Hydrolyse leicht abgewandelt. Die sanfte TFA-Hydrolyse
wird verkiirzt (25 min) mit 0,25 N TFA durchgefiihrt. Die Kalibrierstandards werden mit der
2dGal (250 pmol/10 pl) ergédnzt. Ein Verlust von 32,4 % wird bei der Quantifizierung

einbezogen.

4.17.1.3 Einbauraten DMB-markierter Sialinsduren
Eluent A MilliQ-Wasser

Eluent B Acetonitril/Methanol (60/40)

Zum Nachweis des Einbaus von N-Propanoylmannosamin und zur Bestimmung der

Einbauraten in die N-Glykane des A1ATwt wird eine RP-C18-Saule verwendet.
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Tabelle 20: Parameter bei der Auftrennung DMB-markierter Sialinsauren

HPLC-Methode Umkehrphase

Saule Phenomenex Gemini 5u C18 1104; 4,6 X 250 mM
Vorsdule Gemini C18 3 X 4 mM

Saulenthermostat 30°C

Detektion Fluoreszenz, Extinktion 373 nm, Emission 448 nm

Die DMB-markierten Sialinsduren werden mit dem folgenden Gradienten aufgetrennt:

Tabelle 21: Gradientenprogramm fiir die Trennung
DMB-marKkierter Sialinsiduren

Zeit [min] | Flussrate | EluentA Eluent B
[ul/ml] [ %] [ %]
0 500 83 15
10 500 83 15
60 500 65 33
61 500 0 100
71 500 0 100
72 500 83 15
87 500 83 15

Nach der Messung wird die Sdule mit Eluent B gespiilt und bei RT gelagert.

4.17.2 Ladungsprofile mit Asahi-Pak

Eluent A 2 % Essigsaure, 1 % Tetrahydrofuran in Acetonitril

Eluent B 5 % Essigsaure, 1 % Tetrahydrofuran, 3 % Triethylamin in
MilliQ-Wasser

Die 2AB-markierten Glykane (4.16.1) werden mit der Methode nach den vorhandenen

geladenen Sialinsduren aufgetrennt. Die Trennung erfolgt in neutrale Strukturen (AO),

Strukturen mit einfacher (A1), zweifacher (A2), dreifacher (A3) oder vierfacher (A4)

Sialinsdureausstattung.

Tabelle 22: Parameter bei der Bestimmung des Ladungsprofils 2AB-markierter N-Glykane

HPLC-Methode Anionenaustauscher

Saule Shodex Asahi-Pak, NH,P-50 E4, 250 X 4,6 mM
Saulenthermostat | 50 °C

Detektion Fluoreszenz, Extinktion 330 nm, Emission 420 nm
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Tabelle 23: Gradientenprogramm fiir die Probentrennung mittels Asahi-Pak

Zeit [min] | Flussrate | EluentA | EluentB
[pl/mi] [ %] [ %]
0 800 70 30
82 800 5 95
97 800 5 95
98 800 70 30
125 800 70 30

Als Kontrolle wird eine 2AB-markierte Glykanisolierung des AGP gemessen. Die Sdule ist

nach Verwendung mit [sopropanol zu spiilen und wird bei Raumtemperatur gelagert.

4.18 Verwendete Software

Microsoft Word (Windows)

Microsoft Excel (Windows)

»,Magellan V 6.4 (Tecan)

»32 Karat” Beckman (Coulter)

Chromeleon 6.80 (Dionex)

Corel DRAW 11 (Corel)

FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics)

FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics)

Glycoworkbench (www.EuroCarbDB.org)
Glyco-peakfinder (http://www.glyco-peakfinder.org/)
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5 Anhang

PUC ori

Abbildung 78: Vektorkarte des eukaryotischen Expressionsplasmids pcDNA3.1. Das Plasmid
verleiht eine Ampicillinresistenz (100 pg/ml) in Prokaryoten und bei Verwendung in eukaryotischen
Zellen wurde die Zeocinselektion (100 pg/ml fiir Medium mit FKS und 50 pg/ml fiir serumfreie
Kultivierung) bzw. Hygromycinselektion (100 pg/ml fiir Medium mit FKS und 50 pg/ml fiir serumfreie
Kultivierung) genutzt.

B N-Acetylglucosamin (GIlcNAc) O N-Acetylhexosamin (HexNAc)

@ Mannose (Man) O N-Acetylgalactosamin (GalNAc)

O Galactose (Gal) ® Glucose (Glc)

< Fucose (Fuc) o 2-Desoxy-D-Galactose (2dGal)

¢ Sialinsaure (Sia) <& N-Propanoyl-Mannosamin (ManNProp)

Abbildung 79 Legende fiir die Symbole und Abkiirzungen der Monosaccharideinheiten.

A1ATwWt N9O0 N108 N123 N201

" -.

kDa

75 e

50 a»

Abbildung 80: Expressionskontrolle von A1ATwt und A1AT-Neoglykoproteinen. Die in
CHO-Zellen serumfrei exprimierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und im Western Blot mit dem Peroxidase-gekoppelten Antikérper gegen
humanes A1AT detektiert. Der Nachweis erfolgte mittels Chemilumineszens.
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A1AT-Konstrukte Zelllinie Referenz
A1ATwt in pcDNA3.1zeo HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit
A1AT-N90/T92 in pcDNA3.1 zeo | HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit
A1AT-N108/T110 in pcDNA3.1 zeo| HEK293 diese Arbeit
A1AT-N123/T125 in pcDNA3.1 zeo| HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit
A1AT-N201 in pcDNA3.1 zeo HEK293 diese Arbeit
A1AT-N90/T92 HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit
und N123/T125 in pcDNA3.1 zeo

A1AT-N90/T92 HEK293 diese Arbeit
und N201 in pcDNA3.1 zeo

A1AT-N123/T125 HEK293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit
und N201 in pcDNA3.1 zeo

A1AT-N90/T92,N123/T125 HEK?293, HEK293-SialT/GalT, AGE1.HN | diese Arbeit

und N201 in pcDNA3.1 zeo

HEK293-SialT/GalT

pIRES HEK?293-SialT/GalT AG Marc Ehlers
A1AT supplementiert |
A1ATwt mit 2dGal HEK293 diese Arbeit
A1ATwt mit ManNProp HEK?293 diese Arbeit
A1ATwt mit 2dGal/ManNProp HEK293 diese Arbeit
ASGPR

ASGPR1 in pcDNA3.1zeo HEK293 diese Arbeit
ASGPR1/2 in pcDNA3.1hygro HEK293 diese Arbeit

Abbildung 81: Ubersicht der erzeugten Konstrukte und deren Verwendung in verschiedenen
Expressionssystemen.
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Abbildung 82: Fucosidaseverdaus wurden mittels MALDI-TOF iiberpriift. Die enzymbehandelten
N-Glykane zeigen einen Masseverlust von 146 m/z, nachdem sie mit der ,core“spezifischen
a (1-2,3,4,6) Fucosidase behandelt wurden. Die o (1-3,4) Fucosidase hatte keinen Effekt.
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Abbildung 83: MALDI-TOF-TOF 2AB-markierter Hauptstrukturen des A1ATwt zur Bestimmung
der Position der Fucose. Ergebnisse zur Fragmentierung der einfach fucosylierten bi-, tri- und

teraantennaren N-Glykane.
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Abbildung 84: MALDI-TOF/TOF-MS der permethylierten Struktur m/z 3007,5. Die terminale
Sialylierung findet an der Galactose und dem GalNAc-Rest statt, dies konnte mittels Fragmentierung

bestatigt werden.
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Abbildung 85: Nachweis eines Masseverlusts nach
Sialidasebehandlung. Auftrennung von A1ATwt mittels SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen und anschliefende Coomassie-
Farbung. Im Vergleich sind Al1ATwt unbehandelt (-) wund
sialidasebehandelt (+) aufgetragen.

A1ATWt

A1ATwWt
2dGal

A1ATwWt
ManNProp
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min
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12,0 200 250 30,0 350 400
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Abbildung 86: Verinderung der Retentionszeit bei Asahi-Pak-HPLC. Bei Trennung
supplementierter N-Glykane zeigt sich nach ManNprop-Gabe eine Verschiebung der Retentionszeit.
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Abbildung 87: Vektorkarte des eukaryotischen Expressionsplasmids pIRES2-EGFP. Das Plasmid
verleiht eine Kanamycinresistenz (50 pg/ml) in Prokaryoten und bei Verwendung in eukaryotischen
Zellen wurde die G418 (500 pg/ml fiir Medium mit FKS und 250 pg/ml fiir serumfreie Kultivierung)

genutzt.
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