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Proteinsequenzen

Signalpeptid / TMcytNCAM 140

MELASARLLR GQIPWRGLLL TASLLTYWSP LTTADIGAIV GILIVIFVLL
LVVMDITCYF LNKCGLLMCI AVNLCGKAGP GAKGKDMEEG KAAFSKDESK
EPIVEVRTEE ERTPNHDGGK HTEPNETTPL TEPELKGPVE TKSEPQESEA
KPAPTEVKTV PNEATQTKEN ESKA

(Rot): Signalpeptid von CEACAM, (Grün): Transmembrandomäne von NCAM, (Schwarz):

cytosolische Domäne von NCAM 140

Physikalisch-chemische Daten:

TMcytNCAM 140: Molekulare Masse: 14,86 kD; pI : 4,7

Signalpeptid / TMcytNCAM 180 (Rattenhirn)*

MELASARLLR GQIPWRGLLL TASLLTYWSP LTTADIGAIV GILIVIFVLL
LVVMDITCYF LNKCGLLMCI AVNLCGKAGP GAKGKDMEEG KAAFSKDESK
EPIVEVRTEE ERTPNHDGGK HTEPNETTPL TEPELPADTT ATVEDMLPSV
TTVTTNSDTI TETFATAQNS PTSETTTLTS SIAPPATTVP ESNSVPAGQA
TPSKGVTASS SSPPASVPKV APLVDLSDTP TSAPSANNLS STVLANQGAV
LSPSTPASAG ETSKVPATSK PSPTPTPTPA GAASPLAAVA APATEAPQAK
QEAPSTKGPD PEXTQPGTGK NPTEAATAPA SPKSKAPSVS TTNPSQGEDL
KMDEGNFKTP DIDLAKDVFA ALGSPAPATG ASGQASELAP STADSAVPPA
PAKTEKGPVE TKSEPQESEA KPAPTEVKTV PNEATQTKEN ESKA

(Rot): Signalpeptid von CEACAM, (Grün): Transmembrandomäne von NCAM,

(Blau): cytNCAM 180-spezifisches Insert kodiert von Exon 18; (Schwarz): Sequenz, die in

cyt NCAM 140 und cytNCAM 180 vorkommt

(*): Aminosäurensequenz von cytNCAM 180 des Rattenhirns, wie sie aus den cDNA-

Sequenzierergebnissen dieser Arbeit abgeleitet werden konnte.

Physikalisch-chemische Daten

TMcytNCAM 180: Molekulare Masse: 40,98 kD; pI :4,5
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Aminosäurensequenz von cyt NCAM 140 mit His-tag-Fusionsanteil:

                    Fusionsanteil              
MRGSHHHHHH GMASMTGGQQ MGRDLYDDDD KDRWILDITCY FLNKCGLLMC
IAVNLCGKAG PGAKGKDMEE GKAAFSKDES KEPIVEVRTE EERTPNHDGG
KHTEPNETTP LTEPELKGPV ETKSEPQESE AKPAPTEVKT VPNEATQTKE
NESKA

(Unterstrichen): Fusionsanteil mit His6

Physikalisch-chemische Daten:

His-Tag-fusioniertes cytNCAM 140:  Molekulare Masse: 17,2 kD; pI: 4,6

cytNCAM 140:   Molekulare Masse: 13    kD; pI: 4,7

Fusionsanteil:   Molekulare Masse:  4,2  kD; pI : 8,1

Aminosäurensequenz von cyt NCAM 180 (Rattenhirn)* mit His-tag-Fusionsanteil

            Fusionsanteil
MRGSHHHHHH GMASMTGGQQ MGRDLYDDDD KDRWILDITC YFLNKCGLLM
CIAVNLCGKA GPGAKGKDME EGKAAFSKDE SKEPIVEVRT EEERTPNHDG
GKHTEPNETT PLTEPELPAD TTATVEDMLP SVTTVTTNSD TITETFATAQ
NSPTSETTTL TSSIAPPATT VPESNSVPAG QATPSKGVTA SSSSPPASVP
KVAPLVDLSD TPTSAPSANN LSSTVLANQG AVLSPSTPAS AGETSKVPAT
SKPSPTPTPT PAGAASPLAA VAAPATEAPQ AKQEAPSTKG PDPEXTQPGT
GKNPTEAATA PASPKSKAPS VSTTNPSQGE DLKMDEGNFK TPDIDLAKDV
FAALGSPAPA TGASGQASEL APSTADSAVP PAPAKTEKGP VETKSEPQES
EAKPAPTEVK TVPNEATQTK ENESKA

(Unterstrichen): Fusionsanteil mit His6

(*): Aminosäurensequenz von cytNCAM 180 des Rattenhirns, wie sie aus den cDNA-

Sequenzierergebnissen dieser Arbeit abgeleitet werden konnte.

Physikalisch-chemische Daten:

His-Tag-fusioniertes cytNCAM 180: Molekulare Masse:  43,3 kD;   pI : 4,5

cytNCAM 180:  Molekulare Masse:  39,1 kD;   pI : 4,5

Fusionsanteil:  Molekulare Masse:    4,2 kD;   pI : 8,1
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Aminosäurensequenz des Kontrollproteins (inclusive His-tag-Fusionsanteil)

Fusionsanteil
MRGSHHHHHH GMASMTGGQQ MGRDLYDDDD KDRWIRPRDL QLVPWNSKLD
PAANKARKEA ELAAATAEQL APLGASKRVL RGFLLKGGTI SGSGVIAKRP
APIALPNSCA A

(Unterstrichen): Fusionsanteil mit His6, (Nicht unterstrichen): vom pRSET C-Vektor

kodierende Sequenz stromabwärts des Fusionsanteils bis zum Stopcodon.

Physikalisch-Chemische Daten:

Kontrollprotein: Molekulare Masse:   11,9 kD;     pI : 8,7
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Zusatzprojekt:

Stimulierung von neuronalen Zellen durch den synthetischen Sialinsäurevorläufer
N-Propanoylmannosamin (ManNProp)

Die Sialylierung von Glykoproteinen und Glykolipiden spielt bei der Entwicklung und

während regenerativer Prozesse eine wichtige Rolle. Sialinsäuren sind terminale saure

Monosaccharide von komplexen N-Glykanen und vielen O-Glykanen von Glykoproteinen

und Glykolipiden [Varki, 1993]. Sie bestehen aus 9 C-Atomen mit einer Carboxylgruppe an

der C-1-Position und einer Aminogruppe an der C-5-Position. Etwa 40 Derivate der

Neuraminsäure (unsubstituierte Form) sind bekannt, von denen alle bis auf eine an der

Aminogruppe acyliert sind.

Sialinsäuren sind in viele biologische Prozesse involviert, wie der Migration und Proliferation

von Zellen während zelladhäsiver Prozesse. Z.B. dienen sie als spezifische Erkennungsstruk-

turen für Selektine während des Lymphocytenhomings.

Der physiologische Vorläufer der Sialinsäurebiosynthese ist der Aminozucker N-Acetyl-

mannosamin (ManNAc) (Schema 1).

Die Struktur und die biologische Funktion der Sialinsäuren kann durch Applikation von

synthetischen Vorläuferzuckern, die z.B. in der Länge der Acylseitenkette variieren (N-Acyl-

mannosamine), modifiziert werden. Diese Vorgehensweise zur Erforschung der Funktion von

Sialinsäuren, wurde in unserer Arbeitsgruppe in den letzten 10 Jahren entwickelt.

Die meisten Untersuchungen in unserer Abteilung sind mit dem synthetischen Vorläufer N-

Propanoylmannosamin (ManNProp) durchgeführt worden, der im Gegensatz zum physiologi-

schen Vorläufer eine zusätzliche Methylengruppe in der N-Acylseitenkette besitzt.

ManNProp wird von Zellen in vivo und in vitro toleriert, wird wie ManNAc metabolisiert und

als N-Propanoylneuraminsäure (Neu5Prop) in Glykoproteinen der Zelloberfläche eingebaut

[Kayser et al., 1992] [Keppler et al., 1995] [Schmidt et al., 1998] [Keppler et al., 2001].

Der Ersatz der natürlichen N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac) durch N-Propanoyl-neuramin-

säure ist gewebespezifisch. In der Leber ist der Austausch mit 50% am größten, im Gehirn mit

23% am niedrigsten. Der Gesamtgehalt von Sialinsäuren wird nicht beeinflußt. Veränderte

Zellfunktionen nach ManNProp-Gabe  ist bei einigen Zellinien bereits untersucht worden.

Z.B. kann durch ManNProp-Gabe die Proliferation von T-Lymphozyten stimuliert werden

und die IL2-Sekretion ist gesteigert. Die Infektion von Lymphomzellen durch Viren, die

Sialinsäuren als Erkennungstruktur benötigen, wie z.B. Influenzaviren oder Polyomaviren, ist

stark reduziert [Keppler et al., 1998].

Möglicherweise könnte ManNProp eine therapeutisch-nützliche Substanz für die

Stimulierung regenerativer Prozesse des zentralen Nervensystems sein.

In diesem Projekt sollten die Effekte von ManNProp auf das Neuritenwachstum von NGF-

stimulierten PC12-Zellen untersucht werden.
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Schema 1: Biosyntheseweg von physiologischen und  biochemisch modifizierten Sialinsäure-
vorläufern.

Stimulation des Neuritenwachstums von PC12-Zellen durch ManNProp

PC12-Zellen sind Nebennierenmarkszellen der Ratten und differenzieren nach Stimulation

mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF zu einem neuronalem Phänotyp, der sich durch

Ausbildung von Neuriten bemerkbar macht. In früheren Experimenten konnte gezeigt werden,

daß die Stimulation mit ManNProp allein keine neuronale Differenzierung bei PC12-Zellen

bewirken kann. Die NGF-Stimulation war für die Experimente also eine notwendige

Bedingung.

PC12-Zellen wurden in der Gegenwart von suboptimalen Konzentrationen von NGF (10

ng/mL) und unterschiedlichen Konzentrationen von ManNProp (0; 0,5; 5; 25 mM ManNProp)

für drei Tage auf poly-L-Lysin, Kollagen I oder Laminin inkubiert. Als Kontrolle dienten

Zellen, die unter den gleichen Bedingungen mit dem physiologischen Vorläufer ManNAc (5

und 25 mM) inkubiert wurden. Für die Auswertung wurden Ausschnitte bei einer 100-fachen

Vergrößerung fotografiert. Die computergestützte Vermessung der Neuritenlängen wurde von

der Firma ITC-GmbH mit dem Computerprogramm CAPA (Computer-Assisted-Process-

Analysis) durchgeführt.
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Abb. 1: Stimulation des Neuritenwachstums von PC12-Zellen.
A: PC12-Zellen wurden in der Gegenwart von 10 ng/mL NGF und 0,5; 5 oder 25 mM ManNProp auf
Poly-L-Lysin (PLL), Kollagen I (Kol I) oder Laminin (LN) kultiviert. Nach drei Tagen wurde das
Neuritenwachstum quantifiziert. Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der Neuritenlängen-
zunahme gegenüber der Kontrolle +/- Standardabweichung von 25 ausgewerteten Bildern, die jeweils
mindestens 25 Zellen enthielten. B: PC12-Zellen wurden in der Gegenwart von 10 ng/mL NGF und 5
mM ManNAc oder 5 mM ManNProp auf Poly-L-Lysin (PLL), Kollagen I (Kol I) oder Laminin (LN)
kultiviert. Nach drei Tagen wurde das Neuritenwachstum quantifiziert. Die Balken repräsentieren die
Mittelwerte der Neuritenlängenzunahme gegenüber der Kontrolle +/- Standardabweichung von 25 aus-
gewerteten Bildern, die jeweils mindestens 25 Zellen enthielten.
C: Repräsentative Bilder von PC12-Zellen, die auf Laminin ohne oder mit 5 mM ManNProp kultiviert
wurden.
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ManNProp hat eine konzentrationsabhängige und Matrix-abhängige stimulierende Wirkung

auf das Neuritenwachstum in PC12-Zellen. Auf Laminin konnte die stärkste Neuriten-

stimulation durch ManNProp beobachtet werden.

In der Gegenwart von 0,5 mM ManNProp haben die auf Laminin wachsenden PC12-Zellen

30% längere Neuriten als unbehandelte Zellen. Dagegen zeigen die auf Poly-L-Lysin oder

Kollagen I kultivierten PC12-Zellen mit 0,5 mM ManNProp keine Neuritenverlängerung .

Bei der höheren ManNProp-Konzentration von 5 mM zeigen die auf Laminin wachsenden

PC12-Zellen einen Neuritenlängenzuwachs von 69%. Auch die auf Kollagen I kultivierten

PC12-Zellen werden bei dieser Konzentration geringfügig zum Neuritenwachstum stimuliert

(14%), während die auf PLL wachsenden Zellen unbeeinflußt bleiben. In der Gegenwart von

25 mM ManNProp wird das Neuritenwachstum auf Laminin um 61%, das auf Kollagen um

21% und das auf PLL um 18% stimuliert. In der Gegenwart des physiologischen

Sialinsäurevorläufers ManNAc (5mM) werden auf Laminin-wachsende PC12-Zellen

ebenfalls zum Neuritenwachstum stimuliert  (38%), allerdings weniger stark als mit 5 mM

ManNProp (69%). Die auf PLL oder Kollagen I kultivierten PC12-Zellen zeigen in der

Gegenwart von 5 mM ManNAc keine Neuritenverlängerung.

Diese Versuche zeigen, daß der unphysiologische Sialinsäurevorläufer ManNProp und im

geringeren Maße der physiologische Vorläufer ManNAc Neuritenwachstum in Abhängigkeit

vom Matrixsubstrat stimulieren können. Die Matrixabhängigkeit der Neuritenstimulation

durch ManNProp deuten darauf hin, daß die N-Acylseitenkette der Neuraminsäuren von

Integrinen wesentlich an der Neuritenstimulation beteiligt ist. β1-Integrine stimulieren

Neuritenwachstum auf unterschiedlichen Matrixsubstraten [Iv ins  et al., 2000]. Die

beobachteten Unterschiede des Neuritenwachstums auf den Matrixproteinen Laminin und

Kollagen geben den Hinweis, daß wahrscheinlich die α-Integrinuntereinheiten unterschiedlich

von ManNProp-Gabe beeinflußt werden. PC12-Zellen exprimieren vor allem α1β1- und

α3β1-Integrin, beides Rezeptoren für Kollagen und Laminin [Ivins et al., 2000].
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