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1 Einleitung

Auf der Suche nach neuen effektiveren Wegen zur Bekdmpfung folgenschwerer Proteinmange-
lerkrankungen, wie beispielsweise der Mangel an Proteinen der Blutgerinnungskaskade oder
Alpha-1-Antitrypsin, werden verstirkt rekombinante Proteine verwendet [1]. Im Vergleich
zu isolierten Proteinen aus humanem Serum, besteht bei rekombinanten Proteinen durch die
Wahl der Produktionszelllinie und gentechnischer Veranderung die Moglichkeit therapeuti-
sche Proteine dahingehend zu optimieren, dass sie gegeniiber der nativen Form eine héhere
therapeutische Wirkung oder eine langere Halblebenszeit besitzen. Zur Vermeidung einer
Immunreaktion auf das verabreichte rekombinante Protein, sollten neben der Aminosiure-
sequenz auch dessen posttranslationale Modifikationen kaum von der nativen Form abwei-
chen. Bei Serumproteinen zeigt sich vor allem die co- und posttranslationale Modifikation der
Glykosylierung relevant fiir die Eigen- und Fremderkennung durch das Immunsystem [2,3].
Die Proteinglykosylierung tragt zur korrekten Proteinfaltung bei und bietet einen grofen
Spielraum zur gentechnischen Optimierung von Funktion und Halblebenszeit therapeutischer
Proteine [4-7]. Somit kénnen mit zunehmender Optimierung die Applikationsdosen oder -
haufigkeiten als auch die Kosten sinken. Therapeutische Proteine werden industriell sowohl
aufgrund der grossen Homologie zur humanen Glykosylierung vorwiegend in Sdugetierzellen
wie der Chinese Hamster Ovary Zelllinie (CHO) produziert. Alternativ konnen rekombinante
Proteine in Bakterien-, Pilz-, Hefe-, Insekten- oder Pflanzenzellen exprimiert werden, welche
jedoch keine vollstindig human&hnliche Glykosylierung erreichen, da ihnen zumeist ein Teil
der Glykosyltransferasen des Golgi-Apparates fehlt (Abb.1.1) [8-10]. Zudem kénnen human-
fremde Glykosylierungen entstehen, wie die Pauci Mannose bei Insektenzellen [11]|, wodurch
das Risiko eine Immunantwort auszulosen steigt und somit die therapeutische Verwendung
des rekombinanten Proteins eingeschriankt ist. Neben der Produktion therapeutischer Pro-

teine mit bestimmtem Glykosylierungsmuster wird nach spezifischen Verdnderungen in der
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Glykosylierung bei Tumor- oder Autoimmunerkrankungen geforscht [12-15]. Dieses soll die
Nutzung geeigneter Biomarker fiir eine Fritherkennung mit hoheren Heilungschancen ermog-

lichen.

1.0.1 N-Glykosylierung

Die verbreitete N-Glykosylierung von Serumproteinen zeigt sich hochrelevant fiir die kor-
rekte Faltung des Proteins [16] und dessen Interaktion mit verschiedenen Rezeptoren der
Signalerkennung [17,18]. Bei der N-Glykosylierung werden Glykanstrukturen an das Aspara-
gin der Erkennungssequenz Asn-X-Ser oder Thr gebunden, wobei X jede Aminosdure aufer
Prolin sein kann. Weitere Glykosylierungsformen sind die O-Glykosylierung — an Ser oder

Thr gebunden —, sowie Glykolipide und Peptidoglykane [19]. Die N-Glykosylierung beginnt
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Abb. 1.1: Glykan-Biosynthese im ER, Golgi. 1: Oligosaccharyltransferase; 2/3: a-Glucosidasel /II; 4/5:
a-2-Mannosidasen; 6: GlcNAc-Transferasel; 7: a-3/6-Mannosidasell; 8: GlcNAc-Transferasell; 9: a-1-6-
Fucosyltransferase; 10: §-1-4-Galactosyltransferase; 11: «2-3/6-Sialyltransferase. [20].

cotranslational mittels des OST-Komplexes im Endoplasmatischen Retikulum (ER). Dabei




Kapitel 1. Einleitung

wird eine Vorlauferstruktur — bestehend aus Dolichol gebundenen 14 Monosacchariden — an
Asn tibertragen [21]. Die Vorlduferstruktur wird posttranslational im rER und Golgi [22,23]
iiber eine Vielzahl von Enzymen bis zur Core-Struktur getrimmt und iiber weitere Enzyme
zu den verschiedenen N-Glykantypen aufgebaut (Abb.1.2). Der N-Glykanab- und Aufbau fin-
det zum Teil iiberlappend statt, weshalb neben mannosereichen und komplexen N-Glykanen

auch die Ubergangsform die sogenannten hybriden N-Glykane entstehen.

Mannosereich Hybrid Komplex
L 2R 2R 4

® GIcNAc

[ | EEE < Man

Gal

] ] ] 4 Fuc
H <« + NeuSAc

Asn Asn Asn

Abb. 1.2: Ubersicht der N-Glykantypen.

Allen N-Glykantypen gemein ist die exklusive Core-Struktur — Man3GleNAc2. Mittels der N-
Acetylglucosaminyltransferasen (GnT) I-VI kénnen bis zu fiinf N-Acetylglucosamine (GlcNAc)
spezifisch angekniipft werden. Entsprechend der Anzahl angekniipter GlcNAc unterscheidet
man zwischen bi-, tri-, tetra- und pentaantenniren komplexen N-Glykanen. Eine struktu-
relle Besonderheit stellt die so genannte Bisecting-Struktur dar, wobei ein GlcNAc £-1-4-
glykosydisch an die £-Mannose der Core-Struktur gekniipft ist. Die dazu notwendige GnT-I1I
bendtigt zur Aktivierung die vorherige Gn'T-I und -IT Aktivitéit, also eine mindestens bian-
tennére Struktur und kann sowohl in komplexen als auch in hybriden N-Glykanen integriert
sein [19]. Die GnT-III ist in der Lage neben bi- auch tri-, tetra- und pentaantennére N-
Glykanstrukturen als Substrat zu verwenden, da auch héherantennére Bisecting-Strukturen
nachgewiesen werden konnten wie beispielsweise durch Rutherford et al. [4]. Die Anheftung
eines Bisecting-GlcNAcs spreizt die N-Glykanstruktur derart, dass keine weitere Ankniipfung
antennérer GlcNAc iiber die GnT-IV-VI moglich ist [24-26].

An antennéres GlcNAc wird anschliefend iiber Galactosyltransferasen Galactose angeheftet.
Harvey et al. [27] konnte zeigen, dass auch das Bisecting-GleNAc galactosyliert wird. An-
dere Veroffentlichungen weisen jedoch aufgrund sterischer Hinderung auf die ausbleibende
Galactosylierung der Bisecting-Struktur hin [19]. Die terminalen Sialinsduren sind aufgrund
ihrer Grofe, Position und negativen Ladung hochrelevant fiir die Proteinkonformation und

-funktion. Zudem stellen Sialinsduren eine wichtige Erkennungssequenz fiir Rezeptoren dar,
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Abb. 1.3: Ubersicht der N-Acetylglucosaminyltransferasen [19].

was unter anderem von Eigen- und Fremdzellen genutzt wird. Komplexe N-Glykane kon-
nen zusitzlich fucosyliert sein, wobei zwischen der a1-3/4-gebundenen antenniren und der
al-6-gebundenen Core-Fucose unterschieden wird. Die Core-Fucosylierung von IgGs zeigte
beispielsweise einen erheblichen Effekt auf die Antikérper-vermittelte Zellzytotoxizitit (AD-
CC) |28-30]. Antennére Fucose in Verbindung mit GleNAc, Galactose und Sialinsdure — die
so genannte Sialyl Lewis X-Struktur (SLe*) — wird hingegen von verschiedenen Pathogenen
als Erkennungssequenz zur Anheftung an die Zelloberfliche genutzt [31,32].

Héaufig sind Fucosen und Sialinsduren in den verschiedenen Erkennungssequenzen von Pa-
thogenen enthalten [33]. Viren wie der Influenza Virus nutzen vorwiegend Sialinsduren mit-
tels lektindhnlicher Proteine wie Hamagglutinin auf der Virusoberfliche zur Zellanheftung
[33, 34]. Staphylococcus aureus bendtigt hingegen die fucosylierte Sialyl-Lewis X-Struktur.
Bakterien zeigen sich allgemein geringer spezialisiert auf sialylierte Glykanerkennungssequen-
zen. So bendtigt beispielsweise Pseudomonas aeruginosa die fucosylierte aber nicht sialylierte
Lewis a-Struktur — aFucGleNAckGal.

In der evolutiondren Entwicklung des Menschen ging die unterschiedliche Glykosylierung
der Blutzellen — Grundlage der Einteilung in die Blutgruppen ABO — mit unterschiedlicher
Suszeptibiltit fiir Pathogene einher und war anscheinend hochrelevant fiir die evolutionére
Entwicklung. So zeigen beispielsweise Menschen der Blutgruppe 0 statistisch mildere Krank-
heitsverldufe bei Malariainfektion [35]. In &quatornahen Gebieten mit subtropischem Klima,
als Lebensgrundlage der Anopheles-Ubertriger-Moskito, tritt daher eine Konzentrierung der
Blutgruppe 0 (40-90 %) auf. In kiihleren Gebieten, wo keine Fille von Malaria auftreten, ist
die Blutgruppe 0 mit maximal 40 % weitaus geringer vertreten [35].

Die endstdndigen Sialinsduren tragen zudem erheblich zur Halblebenszeit von Serum-Glyko-
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Abb. 1.4: Ubersicht der Blutgruppenantigene ABO und der Sialyl-Lewis X und Lewis a-Struktur als
Erkennungssequenz verschiedener Pathogene [33].

proteinen bei. So werden Glykoproteine mit terminaler Galactose, GIcNAc oder Manno-
se iiber den Asialoglykoprotein- und den Mannose-Rezeptor verstirkt gebunden und an-
schliefend abgebaut [36-38|. Bei metastasierenden Tumorzellen konnten erhéhte Mengen
der Sialyl-Lewis X Struktur nachgewiesen werden [39].Viele Tumorerkrankungen weisen zu-
dem erhohte Mengen an Fucose auf [40-43], was bei neuronalen Zellen zu erhohter neu-
ronaler Plastizitit [44] fithrt und bei Tumorzellen eventuell dhnlich stimulierend auf das
Zellwachstum wirkt. Glykoproteine von Viren, Tumoren und embryonalen Zellen haben
anscheinend einen Vorteil gegeniiber der Immunabwehr durch die erh6hte Expression der
Bisecting-Struktur [45-47|, wohingegen Tumorantikérper mit der Bisecting-Struktur eine er-

hohte Zellzytotoxizitit aufweisen [43].

1.0.2 Heterogenitit der N-Glykosylierung

Die grofe Vielfalt von N-Glykanstrukturen steht in starker Korrelation zu den vorhandenen
zellspezifischen Glykosyltransferasen sowie deren Expressionsstirken. Die Strukturvielfalt
an einer N-Glykosylierungsstelle wird als Mikroheterogenitit beschrieben, welche sich durch
die Makroheterogenitit, also die Strukturvielfalt an verschiedenen N-Glykosylierungsstellen,
noch erweitert. Weitere Modifikationen wie die Acetylierung, Phosphorylierung und Sulfa-
tierung konnen die Heterogenitéit der N-Glykanstrukturen zusétzlich steigern.

Die N-Glykosylierung kann Spezies- [48-50] und Gewebe-spezifisch variieren [47]. So unter-
scheiden sich humane Zellen zu den meisten anderen Sdugetierzellen in der Expression der
ausschlieflichen N-Acetylneuraminséure (NeubAc) statt der {iblichen N-Glykolylneuramin-
sdure (NeubGe). Aufgrund einer Mutation in der CMP-NeubAc-Hydroxylase (CMAH) wird
die Sialinsdure NeubAc nicht weiter zu Neu5Ge hydroxyliert [51,52|. Wie in Abb.1.5 darge-

stellt, unterscheidet sich die NeubGe in einem zusétzlichen O-Atom.
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Neu5Ac Neu5Gc

Abb. 1.5: Struktureller Vergleich der Sialinsduren Neu5Ac und Neu5Ge.

Humane Zellen haben dank dieser Mutation potentiell einen Vorteil gegeniiber Pathoge-
nen, die sich auf NeubGe als Erkennungssequenz spezifiziert haben. Es zeigte sich, dass
die CMAH im Gehirn der meisten Siugetiere geringer exprimiert wird, sodass im Hirn-
bereich geringere Mengen der NeubGe detektiert wurden, selbst bei starker Expression in
anderen Organen. Daher wird ein funktioneller Zusammenhang fehlender Neu5Ge im Hir-
nareal und der komplexen evolutionéren Entwicklung beim Menschen vermutet [53]. Auch
in Hiihnerzellen konnte NeubAc nachgewiesen werden. Hunde-, Meerschwein-, Ratten- und
Kaninchenzellen weisen sogar beide Sialinsiuretypen auf [49]. Fiir Hiihnerzellen konnte kein
CMAH-ahnliches Enzym nachgewiesen werden. Es ist daher wahrscheinlich, dass Vogelzel-
len nie iiber die Eigenschaft der NeubGe-Synthese verfiigten und sich diese erst nach der
evolutiondren Abspaltung der Vigel bei den Sdugetieren entwickelte. Byres et al. [54] konn-
te auch in Hiithnereiern in Abhéngigkeit von NeubGe-reichen Futtermitteln (Rotes Fleisch,
Milchprodukte) den Einbau geringer Mengen Neu5Ge beobachten. Auch in humanem ge-
sunden Gewebe konnten geringe Mengen Neu5Ge und in erkranktem Gewebe sogar erhéhte
Mengen beobachtet werden [3,55,56], was auf alternative Wege der Sialinsduregewinnung in
Form von Recyclingwegen hindeutet. Fiir die industrielle Produktion therapeutischer Pro-
teine ist dies ein Grund mehr, auf jegliche Supplementation mit tierischen Neu5Ge-haltigen
Produkten zu verzichten.

Die Ausbildung der N-Glykosylierung korreliert zusétzlich mit der jeweiligen Proteinsequenz
und Proteinfaltung. Trotz Mikroheterogenitit lassen sich so beispielsweise fiir IgGs relativ
Zelllinien-unabhéngig mehrheitlich biantennire, einfach fucosylierte, nicht sialylierte Struk-
turen im Fc-Teil nachweisen [14,49].

Zudem konnen der Grad der Galactosylierung und Sialylierung in Korrelation zu den Kul-
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turbedingungen variieren. Nicht nur Medien- oder Feedbestandteile, auch die Art der Fer-
mentation, pH-Wert, Riihreintrag, also Parameter, die auf die Zellvitalitdt Einfluss nehmen,
beeinflussen die Glykosylierung rekombinanter Proteine [57-59|. Die Vielzahl von Einflussfak-
toren der Proteinglykosylierung macht Kontrollen und exakte Vorgaben fiir therapeutische
Proteine im Zusammenhang mit der jeweiligen Funktion hochrelevant. Da die Anforderung
der N-Glykosylierung an die Funktion des jeweiligen therapeutischen Proteins gekoppelt ist,
ist es notwendig, iiber verschiedene Wege der Zelllinienveranderung durch Glyco-Engineering

oder auch Supplementierungs- und Kultivierungseffekte zu verfiigen und anzuwenden.

1.1 Rekombinantes IgG

Der Einsatz rekombinanter Antikorper beispielsweise in der Tumortherapie wéchst stetig,
2008 waren bereits 21 monoklonale Antikorper auf dem US-Markt und weitere 100 in klini-
schen Testphasen [1]. Mit rekombinanten Antikérpern wie Infliximab, Rituximab, Trastuzu-
mab — meist vom Subtyp IgG1 — erzielen Pharmafirmen bereits hohe Gewinne und forschen
stets an deren Verbesserung und Kostenreduktion. Vielversprechend zeigte sich die Modifika-
tion der IgG-Glykosylierung. So liefs sich eine Aktivitdtssteigerung um das 50-100fache durch
die Reduktion der IgG-Fucosylierung nachweisen [28,60]. In Korrelation zur IgG-Funktion

stehen zudem terminale Sialinsiure, Galactose, GlcNAc und die Bisecting-Struktur.

1.1.1 1gG-Aufbau

Immunglobuline (Ig) bestehen aus je zwei schweren (H, heavy) und leichten (L, light) Ketten.
Aufgrund von Unterschieden in der konstanten Region (C) der schweren Kette werden die Igs
in die Isotypen IgG, IgA, IgE, IgD und IgM unterteilt. Das IgG ist mit 146 kDa der kleinste
Isotyp und ist als einziger plazentagéngig (Abb.1.6). Das IgG wird beim Menschen aufgrund
weiterer Unterschiede in der schweren Kette () in die vier Subtypen IgG1-4 unterteilt. Das
humane IgG1 ist mit ~9mg/ml am anteilsstiarksten im Serum Erwachsener vertreten. Mit
21 Tagen hat das IgG im Vergleich zu den iibrigen Isotypen die ldngste Halblebenszeit [61].
In der konstanten Region — der CH2-Doméne nahe des IgG-Gelenks (hinge) — befindet sich
am Asparagin 297 (Asn297) die fiir die IgG-Effektorfunktion wichtige N-Glykosylierungsstelle.
Aufgrund der Mikroheterogenitiat der N-Glykosylierung iiber eine Variation der Anzahl von
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Abb. 1.6: Schematische Ubersicht des IgG-Aufbaus.

Galactosen, Sialinsduren und Fucosen sind fiir die humane IgG-Glykosylierung iiber 30 Struk-
turen bekannt [14]. Humanes Serum-IgG tréigt iiberwiegend ein biantennéres komplexes N-
Glykan pro schwerer Kette. Diese ist zu 90 % Core-fucosyliert und iiberwiegend einfach ga-
lactosyliert. Sialylierte Strukturen lassen sich im Fe-Teil nur zu 10 % nachweisen. Zusétzlich
finden sich in humanem Serum IgG geringe Mengen nicht fucosylierter Bisecting-Strukturen,
Hybridstrukturen sowie die mannosereiche Struktur Man5b |48,49].

Die N-Glykane interagieren iiber hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen miteinander
und mit dem Aminosduregeriist. Mittels Rontgen- und NMR-Analysen konnte gezeigt wer-
den, dass die schweren Ketten des Fc-Teils iiber hydrophobe Interaktion der a1-3-Mannose
des jeweiligen biantenniren N-Glykans verbunden sind [6,17,62|. Es wird vermutet, dass
die Glykosylierung an dieser Stelle nicht direkt zur Rezeptorerkennung genutzt wird, son-
dern dass diese sich auf die Konformation des IgG-Molekiils auswirkt und somit indirekt zur
Bindungsspezifitdt beitriagt [7,43].

30 % der humanen Serum IgG sind zusétzlich im Fab-Teil glykosyliert [63,64]. Im Vergleich
zur Fe-Glykosylierung besitzen N-Glykane des Fab-Teils hohere Anteile sialylierter Struktu-

ren, was anscheinend mit IgG-Aggregation und -Loslichkeit korreliert [14].
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Die N-Glykosylierung rekombinanter IgG — zur Produktion von Therapeutika — unterschei-
det sich in Abhéngigkeit der zellspezifischen Glykosyltransferasen, externer Ressourcen (Me-
dium, Feed) sowie der Produktionsbedingungen (Fermentationsart, Riihreintrag) und ist

batchweise zu priifen [57-59].

1.1.2 1gG-Effektorfunktionen

Sobald das IgG spezifisch an sein Antigen (z.B. Tumorzellen, Pathogene, Toxine) bindet,
konnen verschiedene Wege der Immunantwort induziert werden. Zum einen der klassische
Weg der Komplementaktivierung (Complement Mediated Cytolysis, CDC) und zum ande-
ren die Antikorper vermittelte Zellzytotoxizitiat (ADCC, Antibody-Dependent Cell-mediated

Cytotozicity).

1.1.2.1 Komplement vermittelte Zellzytotoxizitit

Bei der Antikorper vermittelten Komplementaktivierung mit resultierender Zelllyse bindet
der Antikorper-Antigen-Komplex (mindestens 2:1) an das clg-Protein und aktiviert das
Komplement — bestehend aus clq, -r, -s. Es folgt die Ausbildung des Membrane Attack
Complez (MAC) bestehend aus ¢5b-c9, der die Zelllyse initiiert (Abb.1.7) [65].

1.1.2.2 Antikorper vermittelte Zellzytotoxizitit

Antigengebundenes IgG kann zudem iiber den Fc-Teil an Fcy-Rezeptoren auf Oberflichen
natiirlicher Killerzellen (NK-Zellen) und der polymorphkernigen, neutrophilen Leukocyten
(PMNs) binden und somit die ADCC auslosen. Aktivierte Effektorzellen, nach IgG-Bindung
an den Fey-RezeptorIlla (CD16), setzen cytotoxische Granula frei. Diese beinhalten Perforine
und Granzyme, die in die Zielzelle eindringen und Apoptose auslosen.

NK-Zellen sind grofer als T- und B-Lymphocyten, zirkulieren im Blut und werden von In-
terferonen oder Cytokinen angelockt. Im Blut zirkulieren vorwiegend die neutrophilen Zellen
oder polymorphkernigen neutrophilen Leukocyten (PMNs). Einkernige Phagocyten im Gewe-
be wie z.B. dem Bindegewebe werden in Histiozyten und Makrophagen unterteilt. Makropha-
gen bilden die erste Instanz zur Bekdmpfung von Eindringlingen. Bei der Pathogenerkennung

werden zur Verstarkung neutrophile Zellen aus dem Blut iiber freigesetzte Chemokine an-
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Abb. 1.7: IgG-induzierte Zelllyse. [61]

gelockt. Verschiedene Rezeptoren der beiden Phagocyten sorgen fiir Eigen und Fremderken-
nung, so der Makrophagen-Mannoserezeptor, Scavenger-Rezeptor oder der CD14-Rezeptor,
der beispielsweise an die bakterielle Lipopolysaccharidschicht (LPS) bindet.

Die Fey-Rezeptoren konnen scheinbar zwischen gebundenem und nicht gebundenem IgG-
Fc-Teil unterscheiden, da bei Immunkomplexierung die Affinitit zum Fc-Teil steigt [66, 67].
Fey-Rezeptoren lassen sich allgemein in drei Gruppen einordnen — den FeyRIIT (CD16), den
FeyRII (CD32) und den FeyRI (CD64). Neben dem ADCC-aktivierenden Rezeptor FeyRIIIa
besitzt der FeyRIIb eine ADCC-inhibierende Funktion [68,69].

1.1.3 Funktion der IgG-Glykosylierung

Effekte der IgG-Glykosylierung auf die IgG-Funktion zeigen sich beispielsweise in der stér-
keren CDC-Aktivitit bei terminaler Galactose im Vergleich zu terminalem GlcNAc [70]. Die
ADCC-Aktivitat zeigt sich hingegen unbeeinflusst von terminaler Gal oder GleNAc [28].

Sialyliertes IgG zeigte eine hohere Affinitit zu dem ADCC-inhibierenden FeyRIIb und besitzt
somit anti-inflammatorische Wirksamkeit [71,72|. Nicht sialyliertes IgG zeigte sich entspre-

chend mit einer erhéhten ADCC-Aktivitat.

10
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Eine besonders starke ADCC-Aktivitiat konnte durch Verminderung der Core-Fucose der
IgG-Glykosylierung erreicht werden, z.B. durch die Expression der nicht fucosylierten Bisecting-
Struktur |43, 73], nicht fucosylierter mannosereicher Strukturen |74| oder nicht fucosylierter
komplexer N-Glykanstrukturen [28,60,75]. Houde et al. [7] zeigte, dass das Fehlen der Core-
Fucose zu keiner Konformationsinderung fiihrt, vielmehr werden Erkennungssequenzen im
IgG-Fc-Teil freigegeben, die mit der N-Glykosylierung am Asn162 des FeyRIIla interagie-
ren [18,76]. Niwa et al. [77| konnten nachweisen, dass alle Subtypen Ig(G1-4 bei verminderter
Fucosylierung eine verstirkte ADCC-Aktivitat aufweisen. Die CDC-Aktivitét zeigte sich bei
IgG1 und IgG3 unbeeinflusst von der verminderten Fucosylierung, wohingegen sie bei 1gG2
und IgG4 nicht mehr messbar war.

In-vivo-Experimente konnten bereits die Wirksamkeit nicht fucosylierter IgGs auf die ADCC-
Aktivitdt nachweisen. So fithrte beispielsweise nicht fucosyliertes Trastuzumab bei Brust-
krebspatienten, die den FeyRIITa-Allotyp 158Val tragen im Vergleich zum Allotyp 158Phe,
zu deutlich hohererer ADCC-Aktivitat [78]. Klinische Studien mit nicht fucosyliertem Ri-
tuximab, zur Behandlung des Non-Hodgkin-Lymphomes (NHL), zeigten ausschlieflich bei
homozygotem Allotyp 158Val eine gesteigerte ADCC-Aktivitdat [79]. Auch Lida et al. [75]
konnte bei in-vivo-Experimenten zeigen, dass nicht fucosyliertes IgG trotz inhibierender Ef-
fekte durch Plasma-IgG auf den FeyRIIla und fucosyliertes IgG in Kompetition um das
Antigen zu einer verbesserten ADCC-Aktivitét fiihrte.

1.1.4 1gG-Halblebenszeit

Der hohe Anteil terminaler Gal oder GlcNAc bei der IgG-Glykosylierung spriche im Ver-
gleich zu anderen Serumglykoproteinen fiir eine relativ kurze Halblebenszeit durch das Bin-
den an den Galactose- bzw. Mannose-Rezeptor [37,80]. Die relativ lange Halblebenszeit von
21 Tagen iiberrascht daher sehr. Anscheinend ist die im Inneren des IgG-Molekiils liegende
N-Glykosylierung nicht frei zugingig fiir Clearance-Rezeptoren wie den Asialoglykoprotein-
rezeptor. Israel et al. [81] konnte den potentiellen Degradationsschutzmechanismus in Form
des FcRn aufzeigen. Proteolytischen Schutz verleiht nach Raju et al. [82] vor allem das
terminale GlcNAc des IgGs.

Der Anteil terminalen GleNAc in Serum-IgG unterscheidet sich geschlechtsspezifisch [83].

11
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Yamada et al. [84] konnten zeigen, dass Ménner im Vergleich zu Frauen bis zum 30. Lebens-
jahr deutlich héhere Anteile terminalen GlcNAc aufweisen. Zusétzlich liefs sich beim Mann
eine Korrelation steigender Anteile terminalen GleNAc mit dem Alter nachweisen. Steigende
Anteile terminalen GlcNAc konnten auch bei chronischen Entziindungen wie Rheumatoider

Arthritis, Tuberkulose und Morbus Crohn beobachtet werden [14,85].

1.1.5 Strategien der Fucosereduktion

Zur Erzeugung nicht fucosylierter therapeutischer Antikorper mit gesteigerter ADCC-Effek-
torfunktion wurden bereits verschiedene Strategien entwickelt. Eine Strategie stellt die nach-
triagliche Fucosereduktion bei aufgereinigtem, rekombinanten IgG iiber Fucosidasen dar. Auf-
grund sterischer Hinderung bei fehlender Denaturierung des IgGs ist ein effizienter Verdau
jedoch nicht méglich |86]. Eine weitere Strategie stellt der Knockout oder die Expressions-
reduktion mittels RNA-Interferenz von Core-Fucose relevanten Genen wie der a1-6-Fucosyl-
transferase (FUTS), der GDP-Mannose4-6-Dehydratase oder der GDP-Fucose-Transporter
dar [87-89]. Die Uberexpression der (§-1-4-)N-Acetylglucosaminyltransferase I1I (GnT-III)
fithrte zu verstirkt nicht fucosylierten Bisecting-Strukturen [73,90]. Und auch die Induktion
nicht fucosylierter mannosereicher Strukturen mittels des Mannosidasel-Inhibitors Kifunen-
sin zeigte sich erfolgreich in der ADCC-Steigerung [74].

Fiir die Bereitstellung aktivierter GDP-Fucose stehen den meisten Bakterien und Saugetier-
zellen der Fucosesyntheseweg und der Fucoserecyclingweg zur Verfiigung (Abb.1.8). Primér
wird jedoch die Neusynthese durchgefiihrt. Hier wird aus dem Grundbaustein GDP-Mannose
unter Verwendung zwei verschiedener Enzyme — der GDP-Man-4,6-Dehydratase und der
GDP-keto-6-desoxymannose-3,5-Epimerase/4-Reduktase — aktivierte GDP-Fucose erzeugt.
Nach dessen Transport in den Golgi-Apparat wird die Fucose von der FUTS8 in die Core-
Struktur komplexer N-Glykane eingebaut. Alternativ ist die Zelle in der Lage, Fucose aus
dem extrazellulirem Raum (Blut/Medium) tiber den Fucosetransporter aufzunehmen und in
die zelleigene Glykosylierung zu integrieren [91]. In seltenen Fillen der Leukocyte adhesion
deficiency type II (LADII), die sich durch eine gestorte Transporterfunktion der GDP-Fucose
zum Golgi-Apparat auszeichnet, konnten Symptome wie Fieber und Entwicklungsstérungen

durch die Einnahme von Fucose gelindert werden [92].
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Primar: Fucose-Neusyntheseweq Sekundéar: Fucose-Recyclingweg
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Abb. 1.8: Schematische Ubersicht der Biosynthesewege der GDP-Fucose. [5].

1.2 Entenzelllinie

Die Entenzelllinie AGE1.CR wurde ausgehend von Retinazellen der Ente Cairina moscha-
ta iiber die stabile Expression adenoviraler E1-Gene des humanen Adenovirus Typ 5 im-
mortalisiert [93]. Diese Zelllinie wurde von der ProBioGen AG als Alternative zu priméren
Hiithnerembryofibroblasten (CEF) fiir die Produktion von Impfstdmmen generiert, die auf
Vogelzellen adaptiert worden sind. Eine derartige Adaption fiihrt dazu, dass im menschli-
chen Impfling die Replikation des Impfstammes langsamer erfolgt und das Immunsystem Zeit
gewinnt, eine adaptive Antwort zu generieren. Dieses Prinzip ist eine Form von Attenuierung
(Abschwichung) und erméglicht dufserst effiziente Lebendimpfstoffe. AGE1.CR.pIX ist eine
zusitzlich modifizierte Form der AGE1.CR-Zelllinie. Sie trigt das pIX-Gen, was als Struk-
turprotein des humanen Adenovirus Typ 5 die Virusstabilitdt und Transkriptionsstirke der
gebildeten Viren positiv beeinflussen soll [94]. So zeichnet sich die AGE1.CR.pIX-Zelllinie
durch eine erhohte Virusproduktivitét fiir verschiedene Viren aus.

Uber die aviire Glykosylierung bekannt ist vor allem anhand verdffentlichter Daten zu re-
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kombinanten humanem IgG aus Hiihnerzellen, dass diese ausschlieflich die humantypische
Sialinsdure NeubAc ausbilden [49]. Zudem wurde eine geringe Fucosylierung fiir avidre Zellen
veroffentlicht, was den Einsatz zur Produktion von Tumor-Antikérpern nahelegt [49,95,96],
da hier eine fehlende Core-Fucosylierung zu gesteigerter ADCC fiihren soll. Sollten sich die
Glykosylierungseigenschaften in der hier zu untersuchenden Entenzelllinie bestiitigen, wére
demnach eine Nutzung der AGE1.CR neben der Virusproduktion auch fiir die Produktion
therapeutischer Glykoproteine moglich.

1.3 Modifizierter Vakzinia Virus Ankara

Der modifizierte Vakzinia Virus Ankara (MVA) stammt von dem Dermovakziniavirus chorio-
allantois-vaccinia virus Ankara (CVA) — einem Vertreter der Orthopoxviren — ab. Der CVA
hat erfolgreich als Impfstoff zur weltweiten ,Ausrottung® der Pocken beigetragen, was offi-
ziell am 8. Mai 1980 auf der 33. Versammlung der Weltgesundheitsorganisation verkiindet
wurde [97]. Zur Reduktion der Impfrisiken durch Nebenwirkungen wurde eine Abschwiichung
(Attenuierung) des CVA-Viruses in iiber 500 Passagen auf Hithnerembryofibroblasten (CEF)
durchgefiihrt [98-101]. Der hierbei auftretende Verlust von ~ 15 % des viralen Genoms fiihrte
zur Deletion bestimmter Faktoren. Dadurch ist der Replikationszyklus nur noch in bestimm-
ten Zellen vollstdndig. In den meisten Saugetierzellen, darunter auch menschliche, ist MVA
jedoch nicht féhig sich vollstédndig zu replizieren [102,103]. Die Immunogenitat des MVA im
menschlichen Organismus zeigt sich durch den Verlust genetischer Information nicht beein-
triachtigt, sondern sogar verstirkt |102,104], was auf fehlende Immunmodulatoren zuriickzu-
fiihren ist. Dem attenuierten MVA fehlen gleich mehrere Immunsuppressoren, wie der 16sliche
Rezeptor fiir Interferon-, - and -3, Tumornekrosefaktoren und CC Chemokine [102]. Diese
Immunmodulatoren nutzt der wildtypische Pockenvirus, um die Immunantwort des Wirts zu
unterlaufen.

Ein Beispiel fiir die Anwendung von MVA zur Generierung von Tumorvakzinen ist TroVax.
Dabei handelt es sich um einen rekombinanten MVA-Vektor, der das fiir verschiedene Ade-
notumore charakteristische Zelloberflichenantigen 5T4 triagt und wird bereits in klinischen
Studien am Patienten getestet [105]. In Mausen konnte bereits eine effiziente Induktion der

Immunantwort gegen rekombinante Antigene mit MVA als Vektor gezeigt werden [106].
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MVA und andere Vertreter der Vakzinia-Viren sind mit ~ 190 kb doppelstrangiger DNA und
einem Durchmesser von 200-400 nm sehr grofte Viren mit komplexer cytosolischer Replikati-
on. Der Vakzinia-Virus hat ein breites Wirtsspektrum und gelangt {iber verschiedene Wege,
vorwiegend iiber Endocytose und Fusion, in die Wirtszelle [107-110]. Hierbei ist die Nutzung
der verschiedenen Zelleintrittswege Wirts-, Virusstamm- und Reifegrad-abhéngig [107,111].
In der MVA-Replikation entstehen zwei verschiedene infektiose Virusformen: der intrazel-
luldre reife Virus (Intracellular Mature Virus, IMV) und der extrazelluldre umbhiillte Virus
(Extracellular Enveloped Virus, EEV), die sich in der Anzahl ihrer Membranen und den dar-
in enthaltenen Glykoproteinen unterscheiden. Eine Ubersicht der fiir diese Arbeit relevanten

Aspekte der MVA-Reifung ist in Abb.1.9, gedndert nach Smith et al. [112], dargestellt.
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Abb. 1.9: Ubersicht zur MVA-Reifung mit seinen unterschiedlichen Membranen und Orten, geéindert
nach Smith et al. [112]. Intrazelluldrer reifer Virus (intracellular mature virus, IMV); Virus-Fabriken im
Cytosol der Wirtszelle; Mikrotubuli (MT); Mikrotubuli Zentrum (MTOC); Trans-Golgi-Netzwerk (TGN);
Frithe Endosomen (EE); intrazelluldr umbhiillter Virus (Intracellular Enveloped Virus, IEV); zellassoziierter
umhiillter Virus (Cellular Associated Enveloped Virus, CEV), extrazelluldrer umbhiillter Virus (Eztracellular
Enveloped Virus, EEV)
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Nachdem freier Virus erfolgreich an der Wirtszelloberfliche angedockt und in die Zelle ein-
gedrungen ist, werden frithe mRNAs repliziert und induzieren die virale DNA-Replikation
nahe des ER. Es bilden sich schlieflich Virusreplikationskomplexe aus, welche von Membra-
nen des rauhen ER umhiillt sind [113]. In diesen sogenannten ,Virusfabriken* sammeln sich
grofe Mengen viraler DNA und Strukturproteine bei gleichzeitigem Ausschlufs von Wirts-
zellproteinen in dem Bereich [114]. Zusétzlich enthalten sie Mitochondria und Filamente des
Zytoskelets, welche fiir den Virusaufbau benotigt werden. Bei fortschreitender Virusrepli-
kation dndert sich die Zusammensetzung der Virusfabriken, so kommen Vimentinfilamente
hinzu [115]. Nach der Zusammensetzung der Virus-DNA und -proteine zu unreifen Viruspar-
tikeln, den IVs (Immature Viruses), entwickeln sich diese weiter zum nun infektitsen IMV-
Partikel, welcher iiber Mikrotubuli (MT) zum Mikrotubuli Zentrum (MTOC) transportiert
wird und somit die Virusfabrik verlafst. Der IMV wird nun in zwei zusdtzliche Membranen
des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) [114] oder Frither Endosomen (EE) [116] gehiillt und das
intrazellulare umbhiillte Virus (Intracellular Enveloped Virus, IEV) entsteht. Dieses gelangt
schlieflich iiber M'T an die Zelloberfliche, wo es iiber Exocytose unter Verlust der duferen
Membran die intakte Wirtszelle verlésst. Der zellassoziierte umbhiillte Virus ( Cellular Asso-
ciated Enveloped Virus, CEV) ist zunéchst iiber lange Aktinfilamente an der Zelloberflache
verankert und ist in der Lage benachbarte Zellen zu infizieren. Weiter entfernte Zellen werden
von dem EEV, nach Abspaltung des CEV von der Zellmembran, infiziert [112].

Bei der Frage nach der Anzahl der Membranen von IMV-Partikeln stehen sich Ergebnisse
einer einzigen Membran [117,118] denen von zwei Membranen gegeniiber [115,119-121].
Bisher wurde in der Literatur lediglich ein Glykoprotein von ~ 40kDa beschrieben, welches
vermutlich tetraantennéire Strukturen besitzt [122]. IMV-Partikel akkumulieren wihrend der
Virusreplikation im Cytosol und treten in der Regel erst bei der Zelllyse nach aufen, um
andere Zellen zu infizieren. Zuvor konnen aber auch geringere Mengen infektitser EEV die
infizierte Zelle verlassen. EEV-Partikel sind durch ihre zusétzlichen Membranen im Vergleich
zu IMV anscheinend besser getarnt und schalten bei der Zellinfektion keine Signalkaskaden
an, was beispielsweise bei einer Infektion mit IMV der Fall ist [107]. Die Membran der EEV
enthdlt acht Proteine, davon sieben Glykoproteine [123]. Bei MVA-Immunisierungen von
Maéusen von Baur et al. [106] konnten hauptséchlich Antikorper gegen die Virenproteine

B5R, A56 und A33R nachgewiesen werden, welche anscheinend die Hauptproteine der EEV-
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Oberfliche darstellen.

Damit die Zielzelle mit EEV infiziert werden kann, miissen sich diese zuvor an die Zello-
berfliche anheften. Wie Influenzaviren besitzt MVA ein Hamagglutinin (HA). Da jedoch
nur zwei Drittel der umhiillten Viren (IEV/CEV/EEV) das HA-Membranprotein (A56) tra-
gen [124], sind Sialinsduren anscheinend nicht das alleinige Oberflichenantigen, welches von

MVA erkannt wird.
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1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertationsarbeit sollten die N-Glykosylierungseigenschaften der neu-
en Designerzelllinie AGE1.CR aus der Ente Cairina moschata charakterisiert werden. Die
Zelllinie stammt aus Retinazellen und wurde iiber die heterologe Expression der adenovi-
ralen Proteine E1A und E1B von Jordan et al [93] immortalisiert. Eine zweite Zelllinie
wurde durch die zusédtzliche heterologe Expression des adenoviralen Strukturproteins pIX
in der AGE1.CR generiert. Aufgrund von Unterschieden in dem Wachstumsverhalten und
der Virusproduktivitét sollten die N-Glykosylierungseigenschaften der AGE1.CR- sowie der
AGE1.CR.pIX-Zelllinie untersucht und verglichen werden.

Mit besonderer Fokussierung auf Sialylierung und Fucosylierung — aufgrund der funktionellen
Relevanz — sollten Zellmembranglykoproteine sowie rekombinante Proteine mittels Lektinfar-
bung, Chromatographie und Massenspektrometrie untersucht werden. Dass die humantypi-
sche N-Acetylneuraminséure (NeubAc) nicht nur in Sdugetierzellen vorkommt, zeigte bereits
Raju et al [49] anhand von Antikorpern des Typs IgG aus Hiihnerzellen. Fiir die Entenzellli-
nie wurde nun ebenfalls Neu5Ac statt der N-Glykolylneuraminsiure (NeubGe) erwartet, was
zu priifen war.

Fiir Vogelzellen wurde zudem eine geringe Fucosylierung vermutet [95,96], was fiir die Enten-
zelllinie im Zusammenhang mit rekombinantem humanem IgG (rek.hIgG) untersucht werden
sollte, da sich die Fucosylierung erheblich auf dessen Fc-Effektorfunktion auswirkt. Anhand
des rek.IgGs sollte die N-Glykosylierung der Entenzelllinie mit der anderer Spezies verglichen
werden [48,49]. Mittels einer neuen Strategie zur vollstindigen Fucosereduktion sollte die
Fe-Effektorfunktion des rek.IgGs gesteigert werden, was es in Funktionsstudien zu priifen
galt.

Da die Entenzelllinie eigens fiir die Produktion von an Vogelzellen adaptierten Viren generiert
wurde, sollte zusétzlich der modifizierte Vakzinia Virus Ankara (MVA) darin produziert
und dessen N-Glykosylierung untersucht werden. Interressant war neben der zu erwartenden
Wirt-&hnlichen N-Glykosylierung der MVA-Partikel [125,126] vor allem die Untersuchung

potentieller infektionsbedingter Anderungen der Zellmembranglykosylierung.
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2 Ergebnisse

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in Hinblick auf den potentiellen Einsatz der Entenzelllini-
en — AGE1.CR und AGE1.CR.pIX — zur Produktion therapeutischer Proteine und Impfstoffe
fiir den Menschen auf dem Vergleich der N-Glykosylierung mit der von humanen Zellen. Die
Entenzelllinien stammen von ProBioGen und wurden iiber eine heterologe stabile Expressi-
on adenoviraler E1A- und E1B-Gene immortalisiert. Der Zellursprung liegt in Retinazellen
der Ente Cairina moschata [93]. Exemplarisch fiir eine humane N-Glykosylierung wurde die
AGE1L.HN-Zelllinie, aus humanen neuronalen Zellen stammend (ProBioGen), verwendet. Zu-
sitzlich wurde die Chinese Hamster Ovary Zelllinie DG44 (CHO), die die verbreitetste Pro-
duktionszelllinie fiir therapeutische Antikérper darstellt, zum Vergleich der N-Glykosylierung
herangezogen, da auch die Produktion rekombinanter Antikorper eine potentielle Anwen-
dung der Entenzelllinien darstellt. Es sollte demnach getestet werden, inwieweit sich die

N-Glykosylierung von Enten- zu der von Human- und Hamster-Zelllinien unterscheidet.

2.1 Zellspezifische N-Glykosylierung

Eine erste Ubersicht zur N-Glykosylierung der Entenzelllinien sollte durch die Charakteri-
sierung von zelleigenen Glykoproteinen erhalten werden. Zum einen sollten Membranglyko-
proteine der Zelloberflichen iiber Lektine verschiedener Spezifitdt angefirbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert werden und zum anderen sollten Zellmembranproteine iiber eine
Rohmembranpraparation (RMP) isoliert und deren N-Glykosylierung chromatographisch so-
wie massenspektrometrisch im Vergleich zu der einer Human- und Hamster-Zelllinie unter-

sucht werden. Eine Ubersicht der hierzu angewendeten Analysemethoden zeigt Abb.2.1.
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Abb. 2.1: Ubersicht angewandter Methoden zur Charakterisierung der zellspezifischen N-Glykosylierung
von Enten- im Vergleich zu Hamster- und humanen Zelllinien.

2.1.1 Lektinfarbung von Zelloberflachen

Die Fucosen und Sialinsduren haben als terminale Bausteine von N-Glykanstrukturen vielsei-
tige Funktionen. So lafst sich in vielen Tumorzellen héufig eine erh6hte Fucosylierung nach-
weisen [40-42] und bei Tumor-spezifischen Antikérpern korreliert nachweislich dessen Defu-
cosylierung mit gesteigerter Aktivitat in Form der Antikérper-abhéngigen Zellzytotoxizitat
(ADCCQ) [28-30]. Nachfolgend wurden daher Fucose- und Sialinséure-spezifische Lektine zur

Anfiarbung von Membranglykoproteinen eingesetzt und durchflusscytometrisch analysiert.

2.1.1.1 Fucose-spezifische Lektinfarbung

Neben der Frage nach dem Anteil fucosylierter N-Glykane ist fiir die Funktion vor allem des-
sen Verkniipfungsart entscheidend. Hier ist allgemein zwischen der a1-6-glykosidisch gebun-
denen Core-Fucose am reduzierenden Ende und der a1-3/4-glykosidisch gebundenen anten-
niren Fucose zu unterscheiden. In diesem Versuch wurden die Zelloberflichen der AGE1.HN-

und CHO-Zelllinie im Vergleich zu denen der Entenzelllinien mit Core-Fucose-spezifischen
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Lektinen Aleuria Aurantia Lectin (AAL) und Lens Culinaris Agglutinin (LCA) angefirbt
(5.4.6.3) und durchflusszytometrisch analysiert(5.4.6.4). Nach Tateno et al [127] ist das LCA
im Vergleich zu AAL spezifischer fiir Core-Fucose. AAL bindet primér an Core-Fucose, er-
kennt sekundér mit einem bestimmten Anteil auch antennére Fucose.

Der Erfolg der jeweiligen Lektinfirbung von Zelloberflichen wurde iiber Fluoreszenzmikros-
kopie kontrolliert. In Abb.2.2 sind Fluoreszenzaufnahmen AAL- und LCA-markierter Zell-

oberflichen gegeniibergestellt.
AAL LCA

AGE1.HN
13
- --
o -

CHO »
»

"

Abb. 2.2: Fluoreszenzmikroskopie zur Kontrolle der Lektinfirbung von Zelloberflichen der AGE1.HN-,
AGE1.CR-~, AGE1.CR.pIX und der CHO-Zelllinie mit Core-Fucose spezifischen Lektinen AAL und LCA.
Zusatzlich wurde die DNA mittels DAPI angefirbt, um auch nicht lektingefarbte Zellen erkennen zu
kénnen.

Um auch nichtmarkierte Zellen zu erkennen, wurde die Zellkern-DNA mittels DAPI-Farbstoff

blau angefarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen, dass alle iiber DAPI-gefarbten Zellen auch

21



Kapitel 2. Ergebnisse

eine — wenngleich zum Teil nur schwache — Griinfarbung der Zellmembran aufweisen. Es konn-
te demnach nicht nur iiberpriift werden, dass sich die Zelloberflichen positiv fiir die AAL-
und LCA-Farbung zeigten, sondern gleichfalls, dass die Zellmembranen noch sichtlich intakt
waren, was fiir die nachfolgende durchflusszytometrische Analyse relevant war. Zum quan-
titativen Vergleich von Fluoreszenzintensititen wurde die durchflusszytometrische Analyse

der lektingefarbten Zellen angewendet (Abb.2.3).
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Abb. 2.3: Durchflusszytometrische-Analyse  lektinmarkierter  Zelloberflichen  der ~ AGE1.HN-
AGE1.CR.pIX und der CHO-Zelllinie mit den Core-Fucose spezifischen Lektinen AAL (A) und
LCA (B).

Da sich in den fucosespezifischen Lektinfarbungen der Zelloberflichen keine Fluoreszenz-
unterschiede zwischen den Entenzelllinien detektieren liefsen, sind in Abb.2.3 exemplarisch
nur die Daten der AGE1.CR.pIX-Zelllinie dargestellt. Die lektinmarkierten Zelloberflichen
der Entenzelllinien AGE1.CR und AGE1.CR.pIX zeigen sich mit beiden Lektinen dhnlich
stark fluoreszierend und dies deutlich geringer im Vergleich zur CHO-Zelllinie, was darauf

hindeutet, dass die CHO-Zelllinie deutlich starker Core-fucosyliert ist. Die lektinmarkierten
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Zelloberflichen der humanen Zelllinie (Abb.2.3 A und B) zeigen sich nach Fiarbung mit
AAL (Abb.2.3 A) im Vergleich zu denen der Entenzelllinien stirker fluoreszierend. In der
Lektinfarbung mit LCA (Abb.2.3 B) wiesen die Zelloberflichen der humanen Zelllinie und
der Entenzelllinien eine dhnlich starke Fluoreszenz auf. Da nach Tateno et al. [127] das LCA
im Vergleich zu AAL spezifischer fiir Core-Fucose ist, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
die Entenzelllinien ausschlieflich Core-fucosyliert sind und die humane Zelllinie zuséatzlich

antennare Fucose besitzt.

2.1.1.2 Sialinsdure-spezifische Lektinfarbung

SNA MAA-I

AGE1.HN

AGE1.CR

AGE1.CR.pIX

Abb. 2.4: Fluoreszenzmikroskopie zur Kontrolle der Lektinfarbung von Zelloberflichen der AGE1.HN-
, AGE1.CR~, AGE1.CR.pIX-Zelllinie mit Sialinsiure spezifischen Lektinen SNA und MAA-I. Zusétzlich
wurde die DNA mittels DAPI angefiarbt, um auch nicht lektingefirbte Zellen erkennen zu kénnen.

Neben dem Sialylierungsgrad wird vor allem zwischen der humantypischen N-Acetyl-Neura-
minsdure (NeubAc) und der human immunogenen N-Glykolylneuraminsidure (Neu5Ge) un-
terschieden. Es stellt sich demnach die Frage, ob bei den Entenzelllinien NeubGe oder die
humantypische NeubAc nachgewiesen werden kann. Bei detektierter NeubAc gilt es zusétz-

lich den Verkniipfungstyp zu bestimmen. Herkommlich wird hier zwischen der a2-3, a2-6
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und «2-8 glykosidisch verkniipften NeubAc unterschieden, was Zell- und Gewebe-spezifisch
variieren kann. Dazu wurden Zelloberflichen von Enten- und CHO-Zelllinien im Vergleich zu
denen der humanen Zelllinie iiber die Lektine Sambucus Nigra Agglutinin (SNA; NeubAc a2-
3) und Maackia Amurensis Agglutinin (MAA-T; NeubAc o2-6) markiert (5.4.6.3) und dessen
Fluoreszenzintensitiat durchflusszytometrisch analysiert (5.4.6.4). Die fluoreszenzmikrosko-
pische Priifung der SNA- und MAA-gefirbten Zelloberflichen zeigte fiir alle mit DAPI-
gefirbten Zellen eine positive Griinfarbung der Zelloberfliche (Abb.2.4).

Der quantitative Vergleich der Fluoreszenzintensititen nach SNA- und MAA-Farbung er-
folgt in Abb.2.5 mittels durchflusszytometrischer Analyse. In Sialinsédure-spezifischen Lektin-
farbungen zeigten sich die Oberflaichen beider Entenzelllinien positiv fiir @2-3- und a2-6-
verkniipfte NeubAc (Abb.2.5 A und B). Im Vergleich zur humanen Zelllinie wiesen die En-
tenzelllinien eine geringere a2-6-verkniipfte NeuS5Ac auf (SNA-Farbung s. Abb.2.5 A), die
AGEL.CR.pIX- im Vergleich zur AGE1.CR-Zelllinie zeigte sich geringfiigig stirker a2-6 sia-
Iyliert. Nach MAA-I-Férbung (Abb.2.4 B) stellten sich die Zelloberflichen der Entenzelllinien

in gleichem Ausmalfs a2-3 sialyliert dar, wie die der humanen Zelllinie.

A SNA B: MAA

600 +

B Negativ-Kontrolle

BAGE1.CR.pIX
AGE1.CR

EAGE1.HN

400 -

fluoreszierende Zellen

200 -+

0,1 1 10 100 10000 0,1 1 10 100 10000

relative Fluoreszenz

Abb. 2.5: Durchflusszytometrische- Analyse lektinmarkierter Zelloberflachen der AGE1.HN-, AGE1.CR-,
AGE1.CR.pIX-Zelllinie mit den Sialinsdure-spezifischen Lektinen SNA (A) und MAA-I (B).
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2.1.2 Sialinsauretyp von Membranglykoproteinen

Nachdem iiber Lektinfirbungen Neu5Ac in Entenzelllinien nachgewiesen werden konnte
(2.1.1), sollte nachfolgend chromatographisch das potentielle Vorhandensein von Neu5Ge
untersucht werden. Dafiir wurden Membranglykoproteine iiber Rohmembranpraparation iso-
liert (5.3.5.2), mittels Trypsin verdaut (5.5.1.1), die N-Glykane iiber PNGase I freigesetzt
(5.5.1.2) und iiber C18- (5.5.2.1) und Carbographsdulen (5.5.2.2) von Salzen und Prote-
inen getrennt. Die Sialinsduren, ausgehend von aufgereinigten N-Glykanen (jeweils 50 ug
Protein), wurden schlieklich iiber saure Hydrolyse mit Essigsdure abgespalten (5.5.7.1) und
im Anschluss DMB-markiert (5.5.7.2). Die Fluoreszenz markierte Probe wurde dann iiber
RP-HPLC nach 5.5.7.3 analysiert. Zum qualitativen Vergleich sind in Abb.2.6 exemplarisch
Chromatogramme der Sialinsdurebestimmung von Membranglykoproteinen der AGE1.CR-

(B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C) gegeniibergestellt.

A\
@ 9“560 c
“ “e\)sP < A: Standard
E
£ B: AGE1.CR
[00]
3
g
&
J C: AGE1.CR.pIX
| | | | | | | | |
20 24 28 32 Zeit [min] 36

Abb. 2.6: RP-HPLC: Sialinsdurebestimmung der i{iber Rohmembranpriparation isolierten Membran-
glykoproteine der AGE1.CR- (B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinien (C). Der Vergleichsstandard (A) beinhaltet
KDN, Neu5Gc und Neu5Ac. Die Sialinsduren wurden mittels Essigsidurehydrolyse freigesetzt und anschlie-
fend DMB-markiert. Der mit Stern markierte Peak ist Label spezifisch.
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Fiir die Entenzelllinien konnte lediglich Neu5Ac mit einem Peak bei ~ 25 min, aber keine
Neu5Ge bei ~20min (Abb.2.6 A) detektiert werden. Nach der Literatur tragen die meisten
Saugetiere NeubGe, der Mensch aber tragt aufgrund einer Mutation vorwiegend NeubAc und

auch Vogel tragen iiberwiegend NeubAc [50,53,128|.

2.1.3 Monosaccharide von Zellmembranproteinen

Nachdem bereits einzelne Saccharide wie Fucose und Sialinséduren untersucht wurden (2.1.1),
stellte sich die Frage nach der weiteren Zusammensetzung der N-Glykanstrukturen mit Blick
auf den vorherrschenden N-Glykantyp sowie den Grad der Antennaritit und Galactosylie-
rung komplexer N-Glykane. Erste Antworten auf diese Fragen sollte die Monosaccharid-
analyse mittels HPAEC-PAD geben. In der Strukturanalyse iiber MALDI-TOF-MS (2.1.4)
sind diese dann zu vertiefen. Fiir die Untersuchung wurden Membranglykoproteine iiber
Rohmembranpriaparation der AGE1.CR~, AGE1.CR.pIX- und AGE1.HN-Zelllinien nach 5.3.5.2
isoliert.

Die in allen Chromatogrammen der Membranglykoproteine (Abb.2.7a) detektierten Mono-
saccharide Xylose (Xyl) und Glucose (Glc) sind vermutlich auf Verunreinigungen durch das
Medium bzw. auf einzelne Schritte der N-Glykanpréiparation zuriickzufithren, da die detek-
tierten Mengen stark variierten. Durch die saure Hydrolyse werden GalNAc und GlcNAc zu
ihren entsprechenden Aminen GalNH, und GIcHNy hydrolysiert. Sialinsduren werden unter
diesen Bedingungen zerstort und miissen durch mildere Sduren gesondert isoliert werden
(2.1.2). Das ebenfalls in allen Proben detektierte GalNH, deutet auf das Vorhandensein von
O-Glykosylierungen in Membranglykoproteinen der humanen- und den Entenzelllinien, was
jedoch in diesem Zusammenhang nicht ndher untersucht wurde. Der Grad der Fucosylierung
in Membranglykoproteinen der Entenzelllinien (Abb.2.7a B und C) liegt deutlich unterhalb
dem der humanen Zelllinie (Abb.2.7a A), was bereits in Fucose-spezifischen Lektinfirbungen
(Abschnitt 2.1.1.1) gezeigt wurde.

Die zusammengefassten Daten der Monosaccharidbestimmungen in Abb.2.7b konkretisieren
die Unterschiede der exemplarischen Chromatogramme aus Abb.2.7a. Die detektierten Men-
gen an Mannose (Man) wurden, entsprechend der Kernstruktur von N-Glykanen (drei Man,

zwei GlcNAc), auf drei und die iibrigen Monosaccharide dazu in Beziehung gesetzt.
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Abb. 2.7: ) HPAEC-PAD: Monosaccharidbestimmung von iiber Rohmembranpriparation isolierten
Membranglykoproteinen der AGE1.HN- (A), AGE1.CR- (B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C). Es wur-
den jeweils 50 ug Protein fiir die TFA-Hydrolyse eingesetzt und mittels 2,25 mM KOH-Gradienten ana-
lysiert. b) Zusammengefasste HPAEC-PAD-Daten zu Monosacchariden der AGE1.HN-, AGE1.CR- und
AGE1.CR.pIX-Zelllinien. Die Daten basieren auf n Messungen (n =3 AGE1.HN-, n =6 Enten-Zelllinien).
Die Monosaccharide wurden in Beziehung zu Man = 3 gesetzt, ausgehend von drei Man der Kernstruktur
von N-Glykanen. Die Daten wurden im Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf Signifikanz
hin untersucht. Bei p > 0,05 unterscheiden sich die Daten nicht signifikant und wurden nicht extra markiert.

Signifikante Unterschiede anhand der Monosaccharide liefen sich fiir Zellmembranproteine

der Entenzelllinien gegeniiber denen der humanen Zelllinie in ihrer deutlich geringeren Menge
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an Fucose feststellen, bei GlcNAc und Galactose sieht es tendenziell &hnlich aus. Aufgrund
relativ hoher Varianzen war die Signifikanzfeststellung mittels Student-t-Test nicht mdglich.
Genauere Informationen zur N-Glykosylierung werden in der nachfolgenden massenspektro-

metrischen Analyse erwartet 2.1.4.

2.1.4 N-Glykanstrukturen von Membranglykoproteinen

Zur Bestatigung bisher erlangter Daten zur N-Glykosylierung von Membranglykoproteinen
der Entenzelllinien im Vergleich zur humanen Zelllinie wurden nachfolgend die N-Glykane der
mittels Rohmembranpraparation isolierten Membranglykoproteine enzymatisch freigesetzt.
Nach Trypsin-Verdau der Proteine (5.5.1.1) erfolgte die Freisetzung der N-Glykane mittels
PNGase F-Verdau (5.5.1.2), anschliefend wurden Verunreinigungen in Form von Salzen und
Peptiden iiber C18- (5.5.2.1) und Carbographséiulen (5.5.2.2) entfernt. Nach Permethylierung
der N-Glykane (5.5.3.2) wurden diese massenspektrometrisch analysiert (5.5.3.3). Neben dem
Vergleich von Membranglykoproteinen der Entenzelllinien mit denen der humanen Zellli-
nie wurde auch die CHO-Zelllinie zur Rohmembranpriaparation eingesetzt. Exemplarische
Spektren sind im Anhang Abb.6.1-6.3 einzusehen. In Abb.2.8 sind die zusammengefassten
MALDI-TOF-MS-Daten permethylierter N-Glykane der Membranglykoproteine von Enten-
zelllinien im Vergleich zu denen der humanen Zelllinie dargestellt. Die N-Glykosylierung
der humanen Zelllinie zeigt sich in Bezug auf dessen Fucosylierung besonders heterogen
(Abb.2.8 A), vorwiegend tri- (~40 % bezogen auf komplexe N-Glykane), bi- (~30%) und
tetraantennére (~10%) Strukturen variieren zwischen null und vier Fucosen, iber 50 %
der komplexen N-Glykanstrukturen sind null bis einfach fucosyliert. Der mit 80 % relativ
hohe Grad der Fucosylierung der AGE1.HN-Zelllinie korreliert mit dem neuronalen Zellur-
sprung [44]. Die triantennéren Strukturen zeigen mit ~ 60 % eine relativ hohe unvollstdndige
Galactosylierung (G0-G2), im Vergleich zu bi- (~30 %) und tetraantennéren (0 %) Struktu-
ren. Die Sialylierung der AGE1.HN ist mit ~ 10 % relativ gering und beschrankt sich trotz

Antennaritét bis in den Hexabereich auf einfach sialylierte Strukturen (S1).
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Abb. 2.8: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der AGE1.HN- (A), AGE1.CR- (B) und AGE1.CR.pIX-
Zelllinie (C). Die Daten beruhen auf permethylierten N-Glykanen mit je n Wiederholungen (n—28
AGEL.HN-, n=9 AGEL1.CR~, n=12 AGE1.CR.pIX-Zelllinie). Zur besseren Vergleichbarkeit der hohen
Anzahl detektierter N-Glykanstrukturen wurden hier ausschlieflich Strukturen mit einem relativen Anteil
von > 2% einbezogen. Diese wurden anhand ihrer relativen Intensitéten bezogen auf die Menge komplexer
N-Glykane dargestellt. Die Strukturen sind geméf ihrer Antennaritét (Bi, Tri, etc), Fucosylierung (F), Ga-
lactosylierung (G) und Sialylierung (S) aufgetragen. Sialylierte Strukturen sind in Gelbtonen gehalten, um
sich stérker abzuheben. Die Daten wurden mittels Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf
signifikante Unterschiede hin untersucht. Bei einem Signifikanzniveau p < 0,05 wurden die Daten mit einem
Stern markiert, bei p < 0,001 wurden die Daten mit zwei Sternen markiert, bei p > 0,05 unterscheiden sich
die Daten nicht signifikant und wurden nicht extra markiert.

Die AGEL.CR- (Abb.2.8 B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (Abb.2.8 C) unterscheiden sich nur

in wenigen komplexen N-Glykanstrukturen signifikant voneinander (BiGOF1, TetraG3S1F1,

PentaG4F1) und zeigen ein sehr dhnliches Spektrum an Strukturen. Im Vergleich zu der

AGE1.HN-Zelllinie zeigen sich die N-Glykane der Entenzelllinien iiberwiegend einfach fuco-
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syliert und variieren stirker in ihrer Galactosylierung. Bei Entenzelllinien dominieren mit
40-50 % triantennére, einfach fucosylierte N-Glykane mit null bis zwei Galactosen. Mit 30-
40 % folgt die biantennire, einfach fucosylierte Struktur mit null bis zwei Galactosen und mit
10-15% die tetraantennére, einfach fucosylierte Struktur mit null bis drei Galactosen. Die
Sialylierung ist bei Glykanen der Entenzelllinien mit 3 % in noch geringerem Mafe vertreten,
als dies bereits bei der humanen Zelllinie beobachtet werden konnte. Das nach RP-HPLC
(2.1.2) gewonnene Ergebnisse einer potentiell erh6hten Sialylierung der AGE1.CR-Zelllinie,
konnte in der massenspektrometrischen Analyse, wie auch schon in Lektinfarbungen (2.1.1.2),

nicht bestitigt werden.
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Abb. 2.9: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der CHO- (A), AGEL.CR- (B) und AGE1l.CR.pIX-
Zelllinie (C). Die Daten beruhen auf permethylierten N-Glykanen mit je n Wiederholungen (n=28
AGEL.HN-, n=9 AGEL.CR~, n=12 AGE1.CR.pIX-Zelllinie). Zur besseren Vergleichbarkeit der hohen
Anzahl detektierter N-Glykanstrukturen wurden hier ausschlieflich Strukturen mit einem relativen Anteil
von > 2% einbezogen. Diese wurden anhand ihrer relativen Intensitéten bezogen auf die Menge komplexer
N-Glykane dargestellt. Die Strukturen sind geméf$ ihrer Antennaritét (Bi, Tri, etc), Fucosylierung (F), Ga-
lactosylierung (G) und Sialylierung (S) aufgetragen. Sialylierte Strukturen sind in Gelbtonen gehalten, um
sie stirker abzuheben. Die Daten wurden mittels Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf
signifikante Unterschiede hin untersucht. Bei einem Signifikanzniveau p < 0,05 wurden die Daten mit einem
Stern markiert, bei p < 0,001 wurden die Daten mit zwei Sternen markiert, bei p > 0,05 unterscheiden sich
die Daten nicht signifikant und wurden nicht extra markiert.
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In Abb.2.9 sind die zusammengefassten MALDI-TOF-MS-Daten permethylierter N-Glykane
der Membranglykoproteine von Entenzelllinien (B, C) im Vergleich zu denen der CHO-
Zelllinie (A) dargestellt. Die komplexen N-Glykane der CHO-Zelllinie zeigen sich mit ~ 65 %
iberwiegend biantennér, zu ~ 15 % tri- und zu ~ 10 % monoantennér. Die Strukturen sind
iberwiegend einfach fucosyliert und mit 70-90 % tiberwiegend vollstiandig galactosyliert, was
die CHO-Zelllinie im Vergleich zur humanen und vor allem zu den Entenzelllinien auszeich-
net. Zudem konnte bei N-Glykanen der CHO-Zelllinie mit 20 % der hochste Anteil sialylierter
Strukturen detektiert werden. Sie sind iiberwiegend einfach und maximal zweifach sialyliert.
Deutlich signifikante Unterschiede der N-Glykane der Entenzelllinien im Vergleich zur CHO-
Zelllinie konnten vor allem fiir tri- und tetraantennére Strukturen nachgewiesen werden (**).
Die Glykane der Entenzelllinien zeigen sich zwar in geringem Mafe vollstandig galactosyliert,

aber mit einem hoheren Anteil hoch antennirer Strukturen.
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Abb. 2.10: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane der Membranglyko-
proteine der CHO, AGE1.HN-, AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie nach ausgewahlten Strukturei-
genschaften. Die Daten basieren auf permethylierten N-Glykanen von mindestens zwei Messungen (n =8
AGE1.HN-, n=2 CHO-, n =9 AGE1.CR-~, n =12 AGE1.CR.pIX-Zelllinie). Es wurden die prozentualen
Anteile fucosylierter (Fuc), galactosylierter (Gal) und sialylierter komplexer N-Glykanstrukturen (Sia)
dargestellt. Im Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) wurden alle Zelllinie auf signifikante
Unterschiede hin untersucht. Bei einem Signifikanzniveau p < 0,05 wurden die Daten mit einem Stern
markiert, bei p < 0,001 wurden die Daten mit zwei Sternen markiert, bei p > 0,05 unterscheiden sich die
Daten nicht signifikant und wurden nicht extra markiert.

Anhand der exemplarischen Spektren in Abb.6.1-6.4 zeigen die Membranpriparationen aller
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untersuchten Zelllinien hohe Anteile mannosereicher Strukturen (60-70 %). Dies ist vermut-
lich darauf zuriickzufiihren, dass bei der Rohmembranpréiparation neben der Plasmamem-
bran zusdtzlich Membranen des endoplasmatischen Retikulums (ER) und des Golgi Appa-
rates isoliert wurden. Im tatsdchlichen Fall grofer Mengen mannosereicher Strukturen an
Zelloberflachen, sollten auch sezernierte Proteine in Abschnitt 2.2 erhohte Anteile dieser
Strukturen tragen.

Die humane AGE1.HN-Zelllinie zeigt sich in Abb.2.10 in ihrer detektierten Menge fucosy-
lierter, galactosylierter und sialylierter komplexer N-Glykanstrukturen dhnlicher zu denen
der Entenzelllinien als zur CHO-Zelllinie. Aufgrund hoher Varianzen liefs sich dies trotz acht
Wiederholungen nicht signifikant bestatigen. Signifikante Unterschiede zeigten sich hingegen
fiir alle aufgetragenen Eigenschaften zwischen der CHO- und der AGE1.CR-Zelllinie (*/%*).
In allen getesteten Zelllinien sind die komplexen N-Glykane der Membranglykoproteine zu
hohem Anteil mit ~80 % fucosyliert. Der Anteil der galactosylierter Strukturen liegt mit 55-
80 % deutlich niedriger (Abb.2.10; Gal). CHO- im Vergleich zu den Entenzelllinien zeigen mit
80 % den hochsten Anteil galactosylierter Strukturen, was sich auch in der Hohe sialylierter
Strukturen widerspiegelt (Sia). Im Vergleich der Entenzelllinien weist die AGE1.CR.pIX-
Zelllinie signifikant hohere Anteile fucosylierter und galactosylierter Strukturen auf und auch
sialylierte Strukturen zeigen sich deutlich erhoht im Vergleich zur AGE1.CR-Zelllinie.
Nachdem erfolgreich die zellspezifische N-Glykosylierung membransténdiger Glykoproteine
untersucht wurde, stellte sich die Frage, wie sich die N-Glykosylierung sezernierter Proteine
darstellen wiirde. Zum Vergleich zellspezifischer N-Glykosylierung sezernierter rekombinant
hergestellter Glykoproteine zu membranstindigen Glykoproteinen wurde nachfolgend ein
tumorspezifischer rekombinanter humaner Antikérper vom Typ IgGl (rek.hIgG) und der
Modified Vaccinia Virus Ankara (MVA) untersucht.

2.2 N-Glykosylierung rekombinanter Antikorper

Da sich die N-Glykosylierung nicht nur zell-, sondern auch proteinspezifisch unterschei-
den kann, soll nachfolgend die N-Glykosylierung anhand konkreter Glykoproteine vergli-
chen werden. Zunéchst wurden rekombinante Tumor-spezifische Antikorper aus Enten- und

CHO-Zelllinien untersucht. Hierbei handelt es sich um Antikérper vom Typ IgG1 (rek.IgG).
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Wobei das rek.IgG in Entenzelllinien ein humaner Antikérper und das in CHO-Zelllinien
ein humanisierter Antikorper, Trastuzumab, ist. Humanes IgG (hIgG) besitzt je eine N-
Glykosylierungsstelle am Asn 297 im Fc-Teil der schweren Kette, woran zwei N-Glykane pro
Antikorper-Molekiil miteinander interagieren. Die Fc-Teil-gebundenen N-Glykane sind iiber-
wiegend vom komplexen biantenndren Typ, Core-fucosyliert und in geringerem Mafe ein-
bis zweifach galactosyliert und sialyliert [59,70,129].

Die Entenzelllinien AGE1.CR und AGE1.CR.pIX wurden liposomal mit dem Konstrukt
eines Tumor-spezifischen hlgGs nach 5.4.2 transfiziert, wobei das Konstrukt von der Fir-
ma ProBioGen bereit gestellt wurde. Nach einer Einzelzellklonierung transfizierter Zellen
nach 5.4.3.2 wurde das rek.IgG in einem serumfreien, chemisch definierten Medium (AEM)
im Fed-Batch-Verfahren (5.4.4) produziert. Die Konzentration des rek.IgG wurde wéhrend
der Expression mit dem Gyrolab-System (5.3.4.2), die Zellzahl und -vitalitit mittels Vi-
Cell (5.4.1.1) tiberwacht. Nach 7-10 Tagen wurde das rek.IgG geerntet (5.4.4.4) und iiber
Protein-A-Sepharose (5.3.5.1) mittels pH-Shift aus dem Kulturiiberstand isoliert. CHO, als
Standardproduktionszelle fiir rek.IgG, lag bereits mit dem hier betrachteten Tumor-IgG
transfiziert und einzelzellkloniert vor. Die Expression des rek.IgG fand unter gleichen Be-
dingungen in einem ebenfalls serumfreien, chemisch definierten Medium (C8862) statt, die
Antikorper wurden unter gleichen Bedingungen aufgereingt und fiir die N-Glykananalyse

prapariert.

2.2.1 Monosaccharide rekombinanter Antikorper

Um eine Ubersicht der Zusammensetzung der N-Glykosylierung rek.IgGs zu erhalten, wurden
50 pg Protein aus zwei verschiedenen Expressionen TFA-hydrolysiert (5.5.4.1) und die resul-
tierenden Monosaccharide iiber HPAEC-PAD analysiert. In Abb.2.11a sind exemplarisch die
Chromatogramme der Monosaccharide rek.IgGs exprimiert in der CHO- (A), AGEL.CR-
(B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C) dargestellt. Monosaccharide des rek.IgG aus Enten-
und CHO-Zelllinien zeigen eine dhnliche Zusammensetzung, so teilen alle drei Chromato-
gramme auch die gleiche Verunreinigung an Glucose, welche bereits in den Monosaccharid-
bestimmungen membransténdiger Glykoproteine auftrat (Abschnitt 2.1.3, Abb.2.7a). Zudem

ist in allen rek.IgG ein weiterer Peak bei einer Retentionszeit von ~ 9 min detektiert worden,
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der nicht identifiziert werden konnte. Im Gegensatz zu Monosacchariden avidrer und huma-
ner membransténdiger Glykoproteine (Abb.2.7a) konnte hier kein GalNAc detektiert werden,
was der typischen humanen Ig-Glykosylierung entspricht, welche von IgA ausgenommen [130]

keine O-Glykosylierung besitzen.
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Abb. 2.11: HPAEC-PAD: a) Exemplarische Chromatogramme der Monosaccharide rek.IgGs exprimiert
in der CHO- (A), AGE1.CR- (B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C). 50 ug Protein wurde zur TFA-
Hydrolyse eingesetzt und mittels 2,25 mM KOH-Gradienten in der HPAEC-PAD analysiert. b) Zum
quantitativen Vergleich wurden die detektierten Mengen an Mannose —entsprechend der Core-Struktur
von N-Glykanen —auf drei und die restlichen Monosaccharide dazu in Beziehung gesetzt. Im Student-t
Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Das rek.IgG, exprimiert in Entenzelllinien (Abb.2.11a B, C), weist im Vergleich zu dem
der CHO-Zelllinie (Abb.2.11a A) eine deutlich geringere Galactosylierung bei &hnlich hoher
Fucosylierung auf. In dem quantitativen Vergleich der Monosacchariddaten (Abb.2.11b),
ausgehend von den Peakflachen der einzelnen Monosaccharide von je zwei Messungen, werden
die Unterschiede konkreter. Die jeweilig detektierte Menge an Mannose wurde — gemafs der
Core-Struktur fiir N-Glykane —auf drei und alle iibrigen Monosaccharide dazu in Beziehung
gesetzt.

Da bei rek.IgG aus allen drei Expressionszelllinien die detektierte Menge an GlcNAc mit
13-17/3Man deutlich hoher liegt als dies bei membransténdigen Glykoproteinen mit 3,5-5
GleNAc/3 Man (Abb.2.7b) der Fall war, werden hier weniger mannosereiche Strukturen er-
wartet. Trotz tendenzieller Unterschiede konnte fiir die Monosaccaride der rek.IgG aus CHO
im Vergleich zu dem aus avidren Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden,
vermutlich aufgrund zu hoher Varianzen. Ein eindeutiger Unterschied des rek.IgGs im Ver-
gleich zu membranstindigen Glykoproteinen stellt die geringe Menge detektierter Galactose
zu GleNAc (GleNH,) dar, was darauf hinweist, dass iiberwiegend galactosefreie oder unvoll-
stindig galactosylierte N-Glykanstrukturen vorherrschen. Auf signifikante Unterschiede hin
im Bereich der Galactosylierung, Fucosylierung und der Antennaritét soll in nachfolgender

Analyse der N-Glykanstrukturen mittels MALDI-TOF-MS untersucht werden.

2.2.2 N-Glykanstrukturen rekombinanter Antikorper

Zur massenspektrometrischen Analyse von N-Glykanen der verschiedenen rek.IgGs wurden
diese zuerst mit Trypsin verdaut. Die N-Glykane wurden anschliefend mittels PNGase F
(5.5.1) freigesetzt und iiber C18- (5.5.2.1), gefolgt von Carbographsiulen (5.5.2.2), von Salzen
und Proteinresten getrennt. Die N-Glykane wurden nun mittels Sialidase (5.5.1.3) desialyliert
oder mit Mel permethyliert (5.5.3.2) und nachfolgend im positiven Modus (PM) des MALDI-
TOF-MS analysiert (5.5.3.3).
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Abb. 2.12: Exemplarische MALDI-TOF-MS-Spektren permethylierter N-Glykane des rek.IgG exprimiert
in der CHO-Zelllinie (A), AGE1.CR-Zelllinie (B) und der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C). Ausgehend von
50 ug rek.IgG wurden permethylierte N-Glykane mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Re-
flektor massenspektrometrisch analysiert. Detektierte Massen mit m/z [M+Na|*. 0= GlcNAc,

& =NeubAc, <= Fuc.

Abb.2.12 zeigt exemplarische Spektren permethylierter N-Glykane des rek.IgGs, exprimiert
in der CHO- (A), AGEL.CR- (B) und AGE1.CR.pIX-Zelllinie (C). Die biantennire, ein-
fach fucosylierte Hauptstruktur (BiGOF1, m/z 1835) sowie dessen einfach galactosylierte
(BiG1F1, m/z 2040) und zweifach galactosylierte Variante (BiG2F1, m/z 2244) konnte fiir
rek.IgG aus allen drei Expressionszellen nachgewiesen werden. Die Peakintensititen der ga-
lactosylierten Strukturen sind bei rek.IgG aus der CHO-Zelllinie deutlich héher im Vergleich
zu dem aus Entenzelllinien. Zusétzlich ist in rek.IgG aller drei Zelllinien die monoantennére,
einfach fucosylierte Struktur (MonoGOF1, m/z 1416) sowie die Mannose 5-Struktur (Man5,
m/z 1416) detektiert worden. Die Strukturen Man6-8 (m/z 1783, 1988, 2192) konnten hin-
gegen ausschlieklich in rek.IgG aus der CHO- (Abb.2.12 A) und AGE1.CR- (Abb.2.12 B),
nicht aber in der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (Abb.2.12 C) nachgewiesen werden.

In rek.IgG beider Entenzelllinien wurden interessanterweise zwei zusitzliche Strukturen (m/z

2081, 2285) identifiziert (Abb.2.12 B/C). Aufgrund der detektierten Massen handelt es sich
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hierbei um die GO und G1-Variante einer entweder triantennéren, einfach fucosylierten Struk-
tur oder aber der fiir humanes IgG typischen biantenniren, einfach fucosylierten Struktur
mit zusdtzlichem GlcNAc an der #£-Mannose des Cores —der sogenannten Bisecting-Struktur.
Im Vergleich zur AGE1.CR.pIX- konnte diese potentielle Bisecting-Struktur in rek.IgG aus
der AGE1.CR-Zelllinie in deutlich geringerem Mafe detektiert werden.
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Abb. 2.13: Vergleich der Zusammensetzung der iiber MALDI-TOF-MS detektierten N-Glykanstrukturen
permethylierter N-Glykane des rek.IgGs aus der CHO- (A; n=9), AGE1.CR- (B; n=5) und
AGE1L.CR.pIX-Zelllinie (C; n=12). Ausgehend von je n Messungen sind hier die durchschnittlichen re-
lativen Intensitdten mannosereicher Strukturen (Man 5-8) bezogen auf den Gesamtanteil der N-Glykane
und die restlichen Strukturen bezogen auf den Gesamtanteil komplexer N-Glykane dargestellt. Die Anten-
naritit (Mono, Bi, BiBis) und Fucosylierung (F) der Strukturen wurden auf der X-Achse aufgetragen und
deren galactosylierten Varianten (G) auf der Y-Achse. Mittels Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene
Varianzen) wurden die Daten der Entenzelllinien zu denen der CHO-Zelllinie auf signifikante Unterschiede
hin getestet. Bei dem Signifikanzniveau p < 0,5 wurden die Daten mit einem Stern markiert, bei p < 0,001
mit zwei Sternen, Daten mit p > 0,5 wurden nicht zusitzlich markiert, diese sind nicht signifikant ver-
schieden.

Die Zusammensetzung der N-Glykosylierung rek.IgGs aus CHO- und Entenzelllinien wurde

in Abb.2.13 anhand der relativen Intensitdten aus wiederholten Préparationen verglichen.
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Die Daten basieren auf rek.IgG von drei verschiedenen Expressionen, dessen N-Glykane
mehrfach préapariert, permethyliert und massenspektrometrisch analysiert wurden. Von der
potentiellen Bisecting-Struktur abgesehen, teilen alle rek.IgGs die gleichen komplexen N-
Glykanstrukturen. Die biantennére, einfach fucosylierte Hauptstruktur (BiF1) mit seinen
drei Galactosylierungsvarianten (G0-2) ist in rek.IgG aller Zelllinien zu ~ 80 % vorherrschend

(Abb.2.13 A-C).
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Abb. 2.14: Vergleich der relativen prozentualen Anteile fucosylierter (Fuc), galactosylierter (Gal) und sia-
lylierter (Sia) komplexer N-Glykanstrukturen. Den jeweiligen Anteilen der N-Glykane des rek.IgGs (IgG)
wurden die membranstindiger Glykoproteine (M; aus Abb.2.10) gegeniibergestellt. Ausgehend von min-
destens fiinf MALDI-TOF-MS-Messungen permethylierter N-Glykane wurden die relativen Intensitdten
bezogen auf den Gesamtanteil komplexer N-Glykane dargestellt (rek.IgG: n=9 CHO-, n=>5 AGE1.CR-
und n =12 AGE1.CR.pIX-Zelllinie). Mittels Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) wurden
die Daten der Entenzelllinien zu denen der CHO-Zelllinie auf signifikante Unterschiede hin getestet. Bei
dem Signifikanzniveau p < 0,5 wurden die Daten mit einem Stern markiert, bei p < 0,001 mit zwei Sternen,
Daten mit p > 0,5 wurden nicht zusdtzlich markiert, diese sind nicht signifikant verschieden.

Die mannosereichen Strukturen (Man 5-8) zeigen sich in rek.IgG der AGE1.CR-Zelllinie
zwar mit 11 % deutlich erhoht (Abb.2.13 B), es konnte jedoch aufgrund zu hoher Varianz
kein signifikanter Unterschied mittels Studen-t-Test festgestellt werden. In allen rek.IgGs
war die Man 5-Struktur als anteilsstarkste Struktur vorherrschend. Wahrend bei rek.IgG der
AGEL.CR.pIX-Zelllinie zusétzlich die Man 6-Struktur in geringem Anteil detektiert wurde,
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konnte in rek.IgG der CHO- und AGE1.CR-Zelllinie zusétzlich die Man 6-8-Struktur nach-
gewiesen werden.

N-Glykanstrukturen des rek.IgGs der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie unterschie-
den sich signifikant in der Menge der potentiellen Bisecting-Struktur, welche bei rek.IgG
der AGEL.CR.pIX-Zelllinie mit 8 % in zweifacher Menge detektiert wurde. Unterschiede in
den Anteilen fucosylierter, galactosylierter und sialylierter komplexer N-Glykanstrukturen
rek.IgGGs werden in Abb.2.14 im Vergleich zu denen membransténdiger Glykoproteine deut-
lich.

Anhand der Fucosylierung (Abb.2.14 Fuc) unterscheiden sich die N-Glykane der Entenzellli-
nien signifikant (x/+x) von denen der CHO-Zelllinie, sowohl in rek.IgG als auch membranérer
Glykoproteine. Allerdings haben sich die Anteile fucosylierter Strukturen (Fuc) bei mem-
braniren Glykoproteine zu denen des rek.IgGs verschoben, sodass die CHO-Zelllinie mit
~ 80 % bei rek.IgG (Abb.2.14 IgG; Fuc) den geringsten Anteil fucosylierter Strukturen auf-
wies, hingegen bei membraniren Glykoproteinen mit 93 % (Abb.2.14 M; Fuc) den hiochsten
Anteil fucosylierter Strukturen. Dies konnte auf eine Proteinspezifitit in Abhingigkeit von
der jeweiligen Produktionszelllinie hindeuten.

Im Bereich der Galactosylierung zeigt sich rek.IgG der CHO-Zelllinie mit 34 % galacto-
sylierter komplexer N-Glykane (Abb.2.14 IgG; Gal) signifikant hoher (x) galactosyliert als
rek.IgG der Entenzelllinien mit ~ 20 %. In Abb.2.13 A zu B/C wird dies anhand der BiF1G1-
Struktur besonders gut deutlich. Im Vergleich zur Galactosylierung membranirer Glykopro-
teine (Abb.2.14 M; Gal) bestiitigt sich die Beobachtung einer erhthten Galactosylierung der
CHO-Zelllinie. In Abb.2.9 zeigten sich die membraniren Glykoproteine der CHO-Zelllinie
sogar stiarker zweifach statt einfach galactosyliert und weisen allgemein erhéhte Anteile ga-
lactosylierter Strukturen (80 %) im Vergleich zu rek.IgG (34 %) auf. Anhand des rek.IgGs
konnte demnach eine proteinspezifische Galactosylierung nachgewiesen werden, welche ver-
mutlich durch die Faltung des Proteins diktiert wird [59].

Auch die Sialylierung des rek.IgGs hatte sich im Vergleich zu membranéren Glykoproteinen
(Abb.2.14 IgG/M; Sia) reduziert. Hier ist keine erhohte Sialylierung der CHO-Zelllinien im
Vergleich zu den Entenzelllinien mehr detektierbar.

Nachdem die Zusammensetzung sowie die prozentuale Verteilung der N-Glykane rek.IgGs

aus Enten- und CHO-Zelllinien iiber HPAEC-PAD und MALDI-TOF-MS analysiert wurden,
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sollte in 2.2.3 der Frage nach dem Fucosylierungstyp und in 2.2.4 der Verifizierung der bislang
nur postulierten Bisecting-Struktur in den Entenzelllinien AGE1.CR und AGE1.CR.pIX

nachgegangen werden.

2.2.3 Bestimmung des Fucosylierungstyps

Aufgrund der besonderen funktionellen Bedeutung in Bezug auf die IgG-vermittelte Zellzyto-
toxizitat (ADCC) war es von Interesse, bei den massenspektrometrisch detektierten, einfach
fucosylierten N-Glykanen des rek.IgGs zwischen der al-6 glykosidisch verkniipften Core-
Fucose am peptidstandigen GIcNAc und der «1-3/4 glykosidisch verkniipften antenniren
Fucose zu unterscheiden. Hierzu wurden desialylierte N-Glykane mittels Exo- und Endo-
glykosidasen entsprechender Spezifitit verdaut und nach Aufreinigung iiber TopTip-Sédulen
(5.5.2.3) im Positivmodus mit Reflektor des MALDI-TOF-MS analysiert (5.5.3.3).

2.2.3.1 Fucosidase-Verdau
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Abb. 2.15: Exemplarische MALDI-TOF-MS-Spektren desialylierter N-Glykane des rek.IgGs der
AGE1.CR.pIX-Zelllinie (A) nach al-3/4-Fucosidase-Verdau und nach «1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau
(C). O=GlcNAc, <& =NeubAc, <=Fuc.
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Die MS-Spektren nach spezifischem Fucosidase-Verdau sind in Abb.2.15 exemplarisch fiir
rek.IgG aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie dargestellt. In A ist das Spektrum der desialylierten
N-Glykane, in B das nach erfolgtem «1-3/4-Fucosidase-Verdau (5.5.1.6), spezifisch fiir an-
tennire Fucose und in C das Spektrum der N-Glykane nach «1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau
(5.5.1.5) dargestellt, welche alle Verkniipfungstypen der Fucose schneidet.

Da in Abb.2.15 keine Fucoseabspaltung mit der «1-3/4-Fucosidase (B), hingegen eine voll-
standige Abspaltung der Fucose mit der a1-2/3/4/6-Fucosidase erfolgte, zeigt sich die Fuco-
sylierung des rek.IgGs der AGE1.CR.pIX-Zelllinie vom Core-Fucose-Typ. Gleiche Ergebnisse
wurden fiir rek.IgG aus der CHO- und der AGE1.CR-Zelllinie erhalten. Alternativ sollte die
Core-Fucosylierung mittels EndoS-Verdau in 2.2.3.2 bestatigt werden.

2.2.3.2 Endo S-Verdau

Zur Bestitigung der Core-Fucosylierung wurden N-Glykane statt mit der PNGase F {iber
Endoglykosidase Endo S vom Peptid abgespalten (5.5.1.9), welche nach dem ersten GlcNAc

der Core-Struktur der N-Glykane schneidet, an welche die Core-Fucose gebunden ist.
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Abb. 2.16: Exemplarische MALDI-TOF-MS-Spektren desialylierter N-Glykane des rek.IgGs der
AGEL.CR.pIX-Zelllinie nach Freisetzung der N-Glykane mittels PNGase F (A), nach Freisetzung der
N-Glykane mittels Endo S (B). 0= GlcNAc, & =NeubAc, <= Fuc.

Der Endo S-Verdau (Abb.2.16 B) fiihrte wie der «1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau (Abb.2.15 C)
zu vollstindig defucosylierten N-Glykanstrukturen und bestétigte somit die Core-Fucosylie-

rung des rek.IgGs aus Entenzelllinien.
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2.2.4 Nachweis der Bisecting-Struktur in Entenzelllinien

In diesem Abschnitt sollte die Fahigkeit der Entenzelllinien zur Ausbildung der Bisecting-
Struktur nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um ein mindestens biantennéres N-
Glykan mit einem zusétzlichen GlcNAc an der #-Mannose des Cores, welches aufgrund glei-
cher Masse von einer nicht vollstindig galactosylierten triantenndren Struktur im MALDI-
TOF-MS nicht zu unterscheiden ist. Bei positivem Nachweis der Bisecting-Struktur wire
dies auch ein indirekter Nachweis einer Glukosaminyl-Transferase III (GnT-I1T) -Aktivitét
in Entenzellen, welche fiir dessen Ausbildung notwendig ist und bislang in humanen Zellli-
nien [131], nicht aber in unverédnderten CHO-Zelllinien nachgewiesen wurde [73].

Weder in Fragmentierungsversuchen (MALDI-TOF-TOF) noch in Versuchen mit verschie-
denen Exoglykosidasen — inklusive spezifischer Hexosaminidasen — ergaben sich eindeutige
Aussagen, die die Bisecting-Struktur belegt oder widerlegt hétten. Eine eindeutige Klarung
sollte in diesem Abschnitt mittels Kombination chromatographischer, massenspektrometri-

scher und elektrophoretischer Methoden herbei gefiihrt werden.

HPAEC-PAD: Fraktionierung der N-Glykane

Triantennére Struktur Unbekannte Struktur Bisecting-Struktur
aus AGP aus rek.hlgG aus AGE1CR.pIX aus humanem Serum 1gG

|

MALDI-TOF-MS: Bestiitigung gleicher Massen
nach enzymatischem Verdau

TriGOFO TriGOFO oder BisGOFO BisGOFO
aus AGP aus rek.hlgG aus AGE1CR.pIX aus humanem Serum 1gG

|

CE-LIF: Unterscheidung zwischen
Tri-antennarer und Bisecting-Struktur

Abb. 2.17: Schematische Ubersicht zur Unterscheidung zwischen triantennirer- und Bisecting-Struktur.
0= GlcNAc, & = NeubAc, <= Fuc.
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Zur eindeutigen Identifizierung wurde die potentielle Bisecting-Strukur aus rek.IgG der
AGEL.CR.pIX-Zelllinie mit der Bisecting-Struktur des aus humanem Serum isolierten IgGs
(hSerumIgG) und mit der triantennéren Struktur aus humanem Alphal-saurem-Glykoprotein
(AGP) verglichen. Die jeweilige Struktur wurde iber HPAEC-PAD préparativ isoliert (5.5.5)
und dessen Massen tiber MALDI-TOF-MS (5.5.3.1) verifiziert.

Anschliefsend wurden die zu vergleichenden N-Glykanstrukturen —sofern notwendig—mittels
Galactosidase- (5.5.1.7) und Fucosidase-Verdau (5.5.1.5) auf die Bisecting-Struktur ohne
Galactose und Fucose (BisGOF0, aus hlgG) und die triantennére Struktur ohne Galactose
und Fucose (TriGOF0, aus AGP) jeweils mit dem m/z 1542 (desialyliert, [M-+Na|™) reduziert.
Zum Vergleich wurden die drei N-Glykanstrukturen aus hlgG, hAGP und der Entenzelle
APTS-markiert (5.5.6.1) und iiber CE-LIF (5.5.6.2) analysiert.

2.2.4.1 MALDI-TOF-MS der Ausgangsproteine
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Abb. 2.18: MALDI-TOF-MS-Spektren isolierter N-Glykane der Ausgangsproteine vor Oligosaccharid-
Trennung iiber HPAEC-PAD. Desialylierte Glykane wurden im Positivmodus des MALDI-TOF-MS
mit Reflektor und Arabinosazon als Matrix analysiert. A: hAGP, B: hSerumlgG, C: rek.IgG der
AGE1.CR.pIX-Zelllinie. N-Glykane in B und C wurden nach Desialylierung Galactosidase verdaut, um
die Menge der gewiinschten Struktur zu erhdhen. Detektierte Massen mit m/z [M+Na|*. 0= GlcNAc,

& = NeudAc, <= Fuc.

In Abb.2.18 ist eine Ubersicht der N-Glykosylierung der Ausgangsproteine nach massen-
spektrometrischer Analyse dargestellt. Die N-Glykane stammen von jeweils 100 pug Protein,
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welche wie in 2.2.2 beschrieben prapariert wurden. Desialylierte N-Glykane wurden im Po-
sitivmodus des MALDI-TOF-MS mit Reflektor und Arabinosazon als Matrix analysiert.

Das hAGP in Abb.2.18 A zeigt iiberwiegend vollstandig galactosylierte tri- und tetraanten-
nire Strukturen, im Anschlufs soll hier iiber HPAEC-PAD das triantennire N-Glykan mit
drei Galactosen ohne Fucose (TriG3F0) mit m/z 2028 isoliert werden. Die zuvor Galacto-
sidase verdauten (5.5.1.7) N-Glykane des hSerumlIgGs in Abb.2.18 B und des rek.IgG der
AGE1.CR.pIX-Zelllinie in Abb.2.18 C teilen iiberwiegend die gleichen Massen, in hSerumIgG
ist noch eine einfach galactosylierte BisG1F1 von m/z 1850 enthalten (B). Aus beiden Anti-
korpern wurde im Folgenden jeweils die Struktur mit m/z 1688 iiber HPAEC-PAD isoliert,

um diese dann enzymatisch auf die gemeinsame Masse von m/z 1542 zu reduzieren.

2.2.4.2 HPAEC-PAD-Fraktionierung ausgewadhlter N-Glykane

In Abb.2.19 sind die desialylierten N-Glykane von hAGP (A), hSerumlIgG (B) und rek.IgG
nach HPAEC-PAD-Fraktionierung dargestellt. N-Glykane in B und C wurden zuvor mit Ga-
lactosidase verdaut, um die fraktionierte Menge an BisGOF1 zu erhéhen. Probe A wurde nicht
mit Galactosidase verdaut, da die vollstindige Galactosylierung der triantennéren Struktur
eine Bisecting-Struktur ausschliefst. Die gesammelten Fraktionen wurden im Anschluss mas-
senspektrometrisch identifiziert und ausschlieflich die fiir die Fragestellung relevanten Frak-
tionen 1 und 2 wurden in Abb.2.19 markiert. Die gesammelten Fraktionen nach HPAEC-
PAD-Fraktionierung (Abb.2.19) wurden dem jeweiligen Peak entsprechend vereinigt, die N-
Glykane wurden iiber Top-Tip (5.5.2.3) von Salzen gereinigt und deren Masse iiber MALDI-
TOF-MS identifiziert. Hierbei konnte dem Peak 1 (Abb.2.19 B) mit einer Retentionszeit von
~ 14 min, ausgehend von N-Glykanen des hIgG, die gesuchte Struktur BisGOF1 mit m/z 1688
zugeordnet werden. Uber a1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau (5.5.1.5) wurde die Struktur auf die
defucosylierte BisGOF0 der Masse m/z 1542 reduziert. Gleiches wurde mit der 14-miniitigen
Fraktion der N-Glykane des rek.IgGs aus Entenzellen (Abb.2.19 C) durchgefiihrt. Trotz dhn-
licher Retentionszeiten stellt sich die Frage, ob es sich auch bei den isolierten N-Glykanen

der Entenzellen um eine Bisecting- statt einer triantennéren Struktur handelt.
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Abb. 2.19: HPAEC-PAD: Fraktionierung von desialylierten N-Glykanen ausgehend von je 100 ug hAGP
(A), hSerumIgG (B) und rek.IgG aus Entenzellen (C). N-Glykane in B und C wurden zusétzlich mit
Galactosidase verdaut. Mittels anschliefender Analyse der Massen iiber MALDI-TOF-MS konnten Peak 1
(B/C) die gesuchte Masse m/z 1688 [M+Na|" der Struktur BisGOF1/TriGOF1 und Peak 2 (A) die
Masse m/z 2028 [M+Na|™ der Struktur TriG3F0 zugeordnet werden. [J= GlcNAc,

& =NeudAc, <= Fuc.

Die gesuchte Struktur TriG3F0 mit der Masse m/z 2028 aus hAGP konnte Peak 2 (Abb.2.19 A)
mit einer Retentionszeit von 22,2 min zugeordnet werden. Uber einen Galactosidase-Verdau
(5.5.1.7) wurde die isolierte Struktur auf die vergleichbare Struktur TriGOF0 der Masse m/z
1542 reduziert, was in Abb.2.20 massenspektrometrisch iiberpriift wurde. In allen zu ver-
gleichenden Proben (Abb.2.20 A-C) konnte die gewiinschte Masse m/z 1542 als Peak der
jeweils hochsten Intensitdt nachgewiesen werden. Sie waren demnach geeignet anhand ihrer
Retentionszeiten in der CE-LIF verglichen zu werden.

Der Galactosidase-Verdau der Probe aus hAGP (A) war vollstidndig, da hier ausschlieRlich
die Struktur TriGOF0 detektiert wurde. Der «1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau der Tri/BisGOF1
(Abb.2.20 B/C) hingegen war unvollstindig, da hier zusétzlich Peaks geringerer Intensitét
fucosylierter Strukturen zu detektieren sind (m/z 1485, 1688). Da die zu vergleichende Masse

(m/z 1542) vorherrschend ist, wurde dabei auf einen zweiten a1-2/3/4/6-Fucosidase-Verdau
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verzichtet, um den Materialverlust durch eine erneute Aufreinigung mittels Top-Tip zu ver-
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Abb. 2.20: MALDI-TOF-MS-Analyse der iiber HPAEC-PAD isolierten Strukturen nach Galactosidase-
bzw. Fucosidase-Verdau. Desialylierte N-Glykane im Positivimodus des MALDI-TOF-MS mit Reflek-
tor und Arabinosazon als Matrix analysiert. A: Degalactosylierte TriG3F0 aus hAGP. B: «1-2/3/4/6-
Fucosidase verdaute BisGOF1 aus hSerumlgG. C: «l1-2/3/4/6-Fucosidase verdaute Tri/BisGOF1 aus
rek.IgG aus Entenzellen. Detektierte Massen mit m/z [M+Na]t. 0= GlcNAc,

& = NeubAc, <= Fuc.

2.2.4.3 CE-LIF-Detektion zur Bestitigung der Bisecting-Struktur

Fiir die vergleichende CE-LIF-Detektion war es notwendig, die zuvor isolierten trianten-
nédren und Bisecting-Strukturen der Masse m/z 1542 mit APTS (5.5.6.1) zu labeln, was die
Sensitivitdat der Methode erheblich steigert. Die Detektion wurde nach 5.5.6.2 durchgefiihrt.
Nach der CE-LIF-Analyse der drei Proben (Abb.2.21) ist ein deutlicher Unterschied in der
Retentionszeit des TriGOF0 bei 12,75 min (A, Peak 2) und der BisGOFO bei 12,4 min (B,
Peak 1) zu detektieren. Peak 3 (B) bei 13,1 min gehort zur Struktur BisGOF1. Die unter-
suchten N-Glykane des rek.IgG aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie in Abb.2.21 C zeigen ebenso
wie hSerumlgG in B Peak 1 und 3, nicht aber Peak 2 fiir die triantennire Struktur.
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Abb. 2.21: CE-LIF-Detektion der APTS-markierten N-Glykane nach HPAEC-PAD-Isolierung und
Glykosidase-Verdau auf die Hauptmasse von 1542 [M+Na|". TriGOF0 aus AGP (A). BisGOF0/F1 aus
hSerumIgG (B). Tri/BisGOF0/F1 aus rek.IgG aus Entenzellen (C). Peak 1 bei 12,4 min in B stellt die
BisGOFO0 dar und Peak 3 bei 13,1 min ist dessen fucosylierte Variante BisGOF1. Peak 2 bei 12,75 min in
A stellt die TriGOFO0 dar. 0= GlcNAc, & =NeubAc, <=Fuc.

Es konnte demnach eindeutig das Vorhandensein der Bisecting-Struktur und somit einer
GnT-TII-Aktivitdt oder einem entsprechenden Enzym in Entenzelllinien nachgewiesen wer-
den. Die kiirzere Retentionszeit der Bisecting-Struktur im Vergleich zur trianntennéren in
der CE-LIF-Analyse beruht héchst wahrscheinlich auf der veranderten Form durch das Auf-
spreizen der antennédren GlcNAcs [24-26].

Nach Umana et al. [73| wird bei der CHO-Zelllinie die Core-Fucosylierung durch das Einfii-
gen eines Bisecting-GlcNAcs mittels der GnT-I1I inhibiert. Diese Beobachtung trifft auf die
AGEL.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinien, aufgrund der iiberwiegend fucosylierten Bisecting-
Strukturen bei rek.IgG, nicht zu.

Die Féahigkeit der Entenzelllinien Bisecting-Strukturen zu exprimieren erhoht, trotz geringe-
rer Galactosylierung, die Ahnlichkeit zur humanen Glykosylierung, als dies bei rek.IgG aus
der CHO-Zelllinie der Fall ist. Nach der eindeutigen Identifizierung der Bisecting-Struktur
in rek.IgG der Entenzelllinien galt es der Frage nachzugehen, ob sich rek.IgG aus Enten- und

CHO-Zellinien in ihrer Aktivitdt unterschieden, was in 2.3.3 untersucht wurde.
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2.3 Modifikation der Zellfucosylierung

2.3.1 Fucose-Reduktion am Beispiel rekombinanter Antikorper

Nachdem in Abschnitt 2.2 die N-Glykosylierung Tumor-spezifischer rek.IgGs in Abhéangigkeit
der jeweiligen Produktionszelllinie untersucht wurde, sollte im Weiteren die Glykosylierung
der rek.IgGs direkt beeinflusst werden. Hierfiir wurde der Fucosesyntheseweg der Produkti-
onszelllinien derart verdndert, dass rek.IgG mit verringerter Core-Fucosylierung und somit

verbesserter ADCC-Effektorfunktion exprimiert werden konnte.

Primar: Fucose-Neusyntheseweq Sekundér: Fucose-Recyclingweg

vermutete Feedback-Inhibition

........................................................................

GDP-Mannose

Lysosomen Extrazellularer Raum
NADP+ i
GDP-Mannose-4-6-
Dehydratase (GMD)
H0 L-Fucose
GDP-6-desoxy-D-
i lyxo-4-hexulose-
v
GDP-Rhamnose .Reduktase (RMD) GDP-4-keto-6-Desoxymannose Fucose-Kinase

v

GDP-keto-6-desoxy-
y Fucose-1-Phosphate

Mannose-3,5-Epimerase

v GDP GDP-Fucose-Pyro-
GDP-4-keto-6-Desoxygalactose phosphorylase
PPi
v
NADPH~ | GDP-keto-6-desoxy- GDP-Fucose
Mannose-4-Reduktase
NADP+
GDP-Fucose

Abb. 2.22: Schematische Ubersicht zur Fucosesynthese und dem Angriffspunkt der RMD [5].

In der Modifikation der Fucosylierung rek.IgGs wird das grofte Optimierungspotential gese-
hen. Verdffentlichte Methoden der Fucose-Reduktionen wie z.B. der FUT8-Knockout erziel-
ten eine iiber 50fache Steigerung der ADCC [28,75]. In dieser Arbeit wurde in den Fucosesyn-
theseweg von Enten- und CHO-Zelllinien iiber die heterologe Expression der GDP-6-desoxy-

D-lyxo-4-hexulose Reduktase (RMD) eingewirkt, welche urspriinglich aus Pseudomonas ae-
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ruginosa stammt und die Reaktion des Fucosevorlaufers GDP-4-keto-6-desoxymannose zu
D-Rhamnose katalysiert (Abb.2.22) [132,133]. Bei der rekombinanten Expression des hlgGs
war besonders darauf zu achten, dass das Expressionsmedium keine Fucose enthélt, um die
GDP-Fucose-Entstehung iiber den alternativen Fucose-Recyclingweg zu vermeiden.

Zuerst wurden hlgG stabil exprimierende Klone der Enten- und CHO-Zelllinien mit RMD
cotransfiziert (5.4.2) und anschliefend einzelzellkloniert (5.4.3.2). Die Auswahl RMD-positiver
Klone erfolgte iiber das im Vektor zusétzlich enthaltene griin fluoreszierende Protein (GFP)
mittels Fluoreszenzmikroskopie (5.4.5.2). Es folgte der RMD-Expressionsnachweis iiber RT-
PCR (5.2.1), wonach einige Klone fiir die hIgG-Produktion (5.4.4) ausgewihlt wurden. Die
Fucosylierung des produzierten Antikérpers wurde, nach dessen Aufreinigung iiber Protein-
A-Sepharose (5.3.5.1), mittels HPAEC-PAD (5.5.4) und MALDI-TOF-MS (5.5.3.1) gepriift.
Die hier analysierten rek.IgG aus Enten- und der CHO-Zelllinien sind alle tumorgerichtet
und somit ADCC-relevant wirksam, unterscheiden sich jedoch in ihrer Spezifitit. Wahrend
fiir das rek.IgG exprimiert in Entenzelllinien das Antigen nicht zur Verfiigung stand, ist das
rek.IgG aus der CHO-Zelllinie HER2 /neu-spezifisch und als Trastuzumab zur Therapie bei
Brustkrebspatienten bekannt [134]. Es konnten demnach fiir beide IgGs funktionelle Studien
in Form des ADCC-relevanten FeyRIIIa-Bindungsassays (5.4.6.2) durchgefiihrt werden. Eine
direkte ADCC-Detektion (5.4.6.1) unter Einbindung des Antigens war ausschliefslich bei
Trastuzumab moglich. Die neue Methode der Fucose-Reduktion wurde demnach nicht nur

in verschiedenen Zellsystemen getestet, sondern zugleich an unterschiedlichen hlgGs.

2.3.1.1 Rekombinantes IgG aus Entenzelllinien

Die RMD-Cotransfektion stabil exprimierender IgGG-Klone der Entenzelllinien AGE1.CR und
AGEL.CR.pIX erfolgte iiber Mikroporation (5.4.2.2) mit einer relativen Transfektionseffizi-
enz von ~70% ausgehend von der GFP-Expression. Nach einfacher Einzelzellklonierung
wurden GFP-positive Klone iiber Fluoreszenzmikroskopie ausgewidhlt (Abb.2.23a). Im Ver-
gleich zur Durchlichtaufnahme (Abb.2.42a) wird deutlich, dass nicht alle Zellen des Klons
GFP-positiv sind. Uber RT-PCR in Abb.2.42b zeigten alle GFP-positiven Klone eine positive
RMD-Expression mit einer PCR-Bande von 1100 bp. Mit Unterschieden in der Bandeninten-
sitdt und somit in der RMD-Expressionsstérke zeigen Klone der Transfektion G (v.a. G1 und

G2) stirkere RMD-Expressionen im Vergleich zu Klonen der Transfektion P.
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Abb. 2.23: Nachweis des RMD-Vektors in AGE1.CR.pIX-Zelllinie. a) Fluoreszenzaufnahme der GFP-
Expression RMD-positiver AGE1.CR.pIX-Zelllinie nach einfacher Einzelzellklonierung. b) Durchlicht-
aufnahme. ¢) RT-PCR: RMD-Expression verschiedener RMD-positiver AGE1.CR.pIX-Zelllinie der Trans-
fektionen G und P. Kontrolle (K, IgG+/RMD-).

Zur Testung der Fucosereduktion in Korrelation zur RMD-Expressionsstirke wurden zur
rek.IgG-Produktion der stirker RMD-exprimierende G2- und der schwéicher RMD-exprimie-
rende P4-Klon der Zelllinie AGE1.CR.pIX ausgewéhlt.

2.3.1.2 Trastuzumab exprimiert in der CHO-Zelllinie

Die RMD-Cotransfektion eines Trastuzumab-Klons der CHO-Zelllinie iiber Mikroporati-
on (5.4.2.2) erfolgte mit ~80% relativer Transfektionseffizienz. Nach einfacher Einzelzell-
klonierung wurden in der Fluoreszenzmikroskopie von RMD-cotransfizierten CHO-Zellen
neben GFP-positiven (Abb.2.24a) noch immer GFP-negative Zellen (Abb.2.24b) detektiert,
welches iiber eine zweite Einzelzellklonierung reduziert wurde. Ausgewahlte RMD-Klone ver-
schieden starker GFP-Expressionen wurden expandiert und auf deren RMD-Expression iiber
RT-PCR analysiert. Trotz unterschiedlicher GFP-Expressionsstirken zeigten sich kaum Un-
terschiede in dessen RMD-Expressionsstéirke (Abb.2.24c). Fiir die zur IgG-Expression ausge-
wahlten Klone H1-3 wurden daher keine Unterschiede in deren Grad der Fucose-Reduktion

erwartet.
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(c)

Abb. 2.24: Nachweis des RMD-Vektors in der CHO-Zelllinie. a) Fluoreszenzaufnahme der GFP-
Expression RMD-positiver CHO-Zellen nach einfacher Einzelzellklonierung. b) Durchlichtaufnahme von
Zellen in a. ¢) RT-PCR: RMD-Expressionsnachweis GFP-positiver CHO-Zellen. Vergleich der RMD-Klone
H1-3 nach zweifacher Einzelzellklonierung.

2.3.1.3 Produktion rekombinanter IgGs
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Abb. 2.25: Coomassie gefarbtes SDS-Gel zur Produktreinheitspriifung. Hier exemplarisch die Testung
nach IgG-Isolierung iiber Prot-A-Sepharose des RMD-Klons P4 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie. Die einzelnen
Fraktionen wurden in einem reduzierenden 12-prozentigem SDS-Gel aufgetrennt und Coomassie gefirbt.
Durchlauf (DL), Waschfraktion (W), Eluatfraktion (E). Das reduzierte IgG weist eine Bande der leichten
Kette bei 25 kDa und eine Bande der schweren Kette bei 50 kDa auf.

Fiir die anschliefenden Untersuchungen wurden die ausgewihlten RMD-Klone B12 der Zell-
linie AGE1.CR, G2/P4 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie sowie die H1-3 der CHO-Zelllinie im
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Fed-Batch-Verfahren nach 5.4.4 produziert. Das hlgG wurde bei einer Zellvitalitit >80 %
nach 5.4.4.4 geerntet, iiber Protein-A-Sepharose iiber pH-Elution (5.3.5.1) aus dem Zell-
kulturiiberstand isoliert und schlieklich iiber Coomassie-geférbte SDS-Gele (5.3.1; 5.3.2) auf
Produktreinheit {iberpriift. Abb.2.25 zeigt exemplarisch die effiziente Isolierung bei gleichzei-
tiger Aufkonzentrierung aus dem Protein-/Peptidgemisch (DL, W) vom rek.IgG des RMD-
Klons P4 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie. Die proteinhaltigen Eluatfraktionen 6 und 7 wurden

anschlieffend vereinigt und nach Proteinbestimmung fiir die N-Glykananalytik herangezogen.

2.3.2 Glykan-Analytik

2.3.2.1 Monosaccharide rek.lgGs aus RMD-positiven Entenzelllinien
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Abb. 2.26: HPAEC-PAD: Monosaccharide des rek.IgG der AGE1.CR.pIX-Zelllinie. Nach TFA-Hydrolyse
ausgehend von 50 ug gereinigten IgGs RMD-positiver Klone P4 (A) und G2 (B) iiber HPAEC-PAD,
18 mM KOH-Gradient analysiert.

Die Monosaccharidbestimmung tiber HPAEC-PAD (5.5.4) nach TFA-Hydrolyse diente dem
Nachweis der erfolgreichen Fucosereduktion sowie der Priifung auf den Einbau neuer Mo-
nosaccharide, wie beispielsweise Rhamnose, in die Zellproteine. Rhamnose entsteht bei der
Umwandlung der GDP-4-keto-6-Desoxymannose durch die exprimierte RMD (s.Abb.2.22).
Hierzu wurden die Monosaccharide gereinigter rek.IgGs sowie Zelllysate RMD-positiver Zel-
len untersucht. L-Rhamnose wurde zum Nachweis der erwarteten D-Rhamnose als Standard

verwendet, welches aufgrund fehlender Enantioselektivitit der HPAEC-PAD [135] zulédssig
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ist. Um fiir Rhamnose einen abgetrennten Peak zu erhalten, wurde hierbei statt des iiblichen
2,5mM der 18 mM KOH-Gradient verwendet.

In Abb.2.26 sind die iiber HPAEC-PAD detektierten Monosaccharide der RMD-Klone des
rek.IgGs der AGE1.CR.pIX-Zelllinie exemplarisch fiir die Entenzellen dargestellt. Es wurden
50 pg Protein TFA-hydrolysiert (5.5.4.1) und mittels 18 mM KOH-Gradienten chromatogra-
phiert. Das Abflachen der Basislinie zu Beginn beider Chromatogramme ist auf Salzreste
des Probenpuffers zuriickzufiihren (Tris-Acetat/ Glycin). Verunreinigungen mit Arabinose
(Ara), Glucose (Glc) und Xylose (Xyl) wurden probenunabhingig detektiert und gehoren
nicht zum Monosaccharidspektrum der Entenzelllinien. In dem rek.IgG P4 (Abb.2.26 A)
konnte in geringer Menge Fucose detektiert werden, wohingegen in rek.IgG G2 mit stér-
kerer RMD-Expression (Abb.2.26 B), keine Fucose detektiert werden konnte. Die Fucose-
Reduktion iiber RMD-Expression in den Zellen war demnach erfolgreich.Eine Oligosaccha-
ridbestimmung tiber MALDI-TOF-MS (2.3.2.5) sollte dies bestitigen und potentielle Ver-

danderungen in der Zusammensetzung der N-Glykanstrukturen aufzeigen.

2.3.2.2 Monosaccharid-Analyse des Trastuzumab aus RMD-positiven Zellen
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Abb. 2.27: HPAEC-PAD: Monosaccharide des Trastuzumab +/-RMD aus CHO. Nach TFA-Hydrolyse,
ausgehend von 50 ug gereinigten hlgGs, wurden RMD-positive Klone H1-3 mit dem RMD-negativen
Kontroll-IgG iiber HPAEC-PAD mittels 18 mM KOH-Gradient bestimmt. A: Kontroll-IgG B: Kontroll-
IgG + Rhamnose C: H2-Klon D: H2-Klon + Rhamnose
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In Abb.2.27 sind die iiber HPAEC-PAD detektierten Monosaccharide der RMD-negativen
Trastuzumab-Kontrolle der CHO-Zelllinie (A) exemplarisch denen des RMD-positiven H2-
Klons (C) gegeniibergestellt. Fucose mit einer Retentionszeit von 9,5min im Kontroll-IgG
(2.27 A) konnte in den RMD-positiven H1-3 Varianten des Trastuzumabs nicht nachgewie-
sen werden (2.27 C). Die Fucosereduktion iiber heterologe Expression der RMD war dem-
nach auch in der CHO-Zelllinie erfolgreich. Neben der Fucosereduktion scheint die RMD-
Expression sich positiv auf die Mannosylierung auszuwirken, so steigt der Peak der Man im
Verhéltnis zum GlcNAc (Abb.2.27 C) im Vergleich zur Kontrolle (Abb.2.27 A).

Zur Detektion einer potentiell probenabhéingigen Verschiebung der Rhamnose-Retentionszeit
wurden die Proben mit Rhamnosestandard versetzt und erneut {iber HPAEC-PAD analy-
siert. Nun erscheint sowohl im Chromatogramm der Kontrolle (Abb.2.27 B) als auch vom
Klon H2 (Abb.2.27 D) jeweils ein zuséitzlicher Peak bei 15,5 min. Es konnte demzufolge keine
natiirliche Rhamnose in den Monosacchariden der hIgGs der CHO-Zelllinie iiber HPAEC-

PAD nachgewiesen werden.

2.3.2.3 Monosaccharide RMD-positiver CHO-Zelllysate
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Abb. 2.28: HPAEC-PAD: Monosaccharide der Zelllysate RMD-positiver CHO-Zellen. Nach TFA-
Hydrolyse 1 x 10 lysierter Zellen (Kontrolle und RMD-positiver Zellen H1-3) wurden deren Monosaccha-
ride iiber HPAEC-PAD mittels 18 mM KOH-Gradient bestimmt. A: Kontrolle B: Kontrolle + Rhamnose
C: H2-Klon, D: H2-Klon + Rhamnose

Zur Testung der Zellfucosylierung wurden 1 x 10°Zellen nach der Frier-Tau-Methode ly-

siert und dessen Glykoproteine iiber Zentrifugation isoliert (5.3.5.2). Nach anschliefender
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TFA-Hydrolyse wurden nun die Monosaccharide iiber HPAEC-PAD analysiert. Die Mono-
saccharide RMD-positiver CHO-Zellen im Vergleich zu RMD-negativen (Abb.2.28) bestéti-
gen die Ergebnisse zum rek.IgG. Auch hier 14t sich in RMD-positiven Zellen, exemplarisch
fiir Klon H2 (Abb.2.28 C), keine Fucose nachweisen, im Vergleich zur detektierten Fuco-
se bei 9,5min in CHO-Kontrollzellen (Abb.2.28 A). Ausgehend von den Monosacchariden
der CHO-Zelllysate nimmt die Galactosylierung in RMD-positiven Zellen anscheinend ab
(Abb.2.28 C), was in Abschnitt 2.3.2.5 massenspektrometrisch ndher untersucht wurde, um
diesen und weitere potentielle Unterschiede in Korrelation mit der Fucosereduktion iiber
RMD-Expression aufzukléren.

Rhamnose — als theoretisches Nebenprodukt — konnte auch in den Zelllysaten RMD-positiver
Zellen nicht nachgewiesen werden (Abb.2.28 C). Erst nach der Zugabe von Rhamnosestan-
dard war Rhamnose bei 15,5min in dem Chromatogramm der Kontrolle (Abb.2.28 B) und
des Klons H2 (Abb.2.28 D) erwartungsgeméf nachweisbar. In RMD-positiven CHO-Zellen
konnte weder in hIgG noch in den Zellen selbst mittels HPAEC-PAD Fucose oder Rhamnose
nachgewiesen werden. Da die Moglichkeit bestand, dass diese zwar vorhanden, aber un-
terhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Methode liegen konnte, wurde in 2.3.2.4 die

Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) fiir Fucose und Rhamnose bestimmt.

2.3.2.4 HPAEC-PAD: Bestimmung der Nachweisgrenzen

Nachdem Fucose und Rhamnose in Fucose-reduzierten Zellen und im Trastuzumab-IgG tiber
HPAEC-PAD nicht nachgewiesen werden konnten, wurde nun die konkrete Nachweisgrenze,
der LOD, bestimmt. Hierzu wurden Fucose und Rhamnose seriell 1:1 auf 10-0,02 nmol/ml
verdiinnt und mittels HPAEC-PAD (18 mM KOH-Gradient) in Dreifachbestimmung analy-
siert.

In Abb.2.29 A-I ist die stete Abnahme des PAD-Signals bei steigender Verdiinnung nachzu-
vollziehen. Die LOD berechnet sich anhand der Daten wie folgt:

3,30
S

DL = LOD = (2.1)

DL = Detection Limit; LOD = Limit of Detection; o = Standardabweichung des PAD-Signals
(berechnet iiber Programm Origin); S = Steigung der Kalibriergeraden
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3,3-0,03805
LOD(Fuc) = 2277000 2.2
OD(Fue) = —3—7735 07 (2:2)
3,3-0,02953
LOD(Rha) = 2272229 _q 9 2,
OD(kha) = —557053 23 (2:3)

Der LOD fiir Rhamnose liegt demnach bei 123 pmol/ml und fiir Fucose bei 107 pmol/ml.
Sollten Fucose oder Rhamnose in RMD-positiven Zellen bzw. dem darin exprimierten hlgG
vorhandenen sein, so liegen deren Konzentrationen unterhalb der genannten Nachweisgrenze

der HPAEC-PAD.

Fuc Desoxyribose Desoxyrioose
K Rha L
Fuc Desoxyribose
Rha . D lj\ ©
)
=
c B ; H
2
0]
2
o
& F J I
é ‘1I2 1 5 1I8 9 1I2 1 I5 1'8 —E.) 1I2_ 1 '5 1I8
Zeit [min]

Abb. 2.29: HPAEC-PAD: LOD-Bestimmung. 10nmol/ml Fuc, Rha und Desoxyribose wurden seriell 1:1
mit Desoxyribose konstant 10nmol/ml verdiinnt. Die Verdiinnungen wurden dreifach mittels HPAEC-
PAD, 18 mM KOH-Gradient bestimmt. K: 10nmol/ml Fuc. L: 10nmol/ml Rha. A-I: steigende 1:1 Ver-
diinnungen Fuc und Rha.
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2.3.2.5 MALDI-TOF-MS rek.lgGs aus Entenzellen

Die MALDI-TOF-MS-Analyse isolierter N-Glykane rek.IgGs wurde zur Bestitigung der
HPAEC-PAD-Daten (2.3.2.1) sowie des Erhalts zusétzlicher Strukturinformationen durch-
gefithrt. Die N-Glykane des fucosereduzierten rek.IgGs aus RMD-positiven AGE1.CR- und
AGEL.CR.pIX-Zellen wurden iiber Trypsin- (5.5.1.1), gefolgt vom PNGase F-Verdau (5.5.1)
freigesetzt, iiber C18- (5.5.2.1) und Carbographsiulen (5.5.2.2) entsalzt und von Peptiden ge-
trennt. Nachdem die N-Glykane permethyliert waren (5.5.3.2), wurden sie mit Arabinosazon

als Probenmatrix im Positivmodus mit Reflektor im MALDI-TOF-MS (5.5.3.3) analysiert.

1001 A 100{ B

1835.9 eegy
1661.9 o3y

Intensity [%]
Intensity [%]

1836.0 riﬂ(t:

1579.7Man 5

IES 1590.7TH<:,
1661.8 m-a-o3 g
E 1

2040.0 FEggo
2081.0 T”é:

783.8 Man 6
2192.0 Man 8

1416785

1987.9Man 7

1865.9 =gl

2244.1 oLy
] 2285.1r..<€:|m
1416772
[ 1866.0 see2f-
1+ 1907.0 €
| 20404 THoalo

22442

H 20811 yeee
et}

41 2285.2

|F1590.8 gt

F1579.8Man 5

o b

: 0
1400

1800 2000 2200 2400 1400

[

o

o
(2]
o
o

1800 2000 2200 2400

Abb. 2.30: MALDI-TOF-MS-Spektren permetylierter N-Glykane des rek.IgG aus der AGE1.CR-Zelllinie.
Die Proben wurden mit Arabinosazon als Matrix im Positivmode mit Reflektor massenspektrometrisch

analysiert [M+Na|*. A: Kontrolle (K), B: B12 (RMD-+). Nichtmarkierte Peaks konnten keinen Strukturen
zugeordnet werden. [0 = GlcNAc, & = NeubAc, <= Fuc.

Die exemplarischen MALDI-TOF-MS-Spektren permetylierter N-Glykane des rek.IgGs aus
RMD-positiven AGE1.CR-Zellen des Klons B12 (Abb.2.30 B) im Vergleich zu dem rek.IgG
RMD-negativer AGE1.CR-Zellen (Abb.2.30 A) bestétigen die erfolgreiche Reduktion Core-
fucosylierter N-Glykanstrukturen. Trotz RMD-Expression konnten zwar noch fucosylierte
Strukturen mit m/z 1590, 1836, 2040 und 2081 nachgewiesen werden, aber die Anteile nicht
fucosylierter Strukturen mit m/z 1661, 1866 und 1907 iiberwiegen.
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Abb. 2.31: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten permethylierter N-Glykane des rek.IgGs aus der
AGE1.CR-Zelllinie. A: rek.IgG aus RMD-negativen Zellen mit n =25 Messungen im Positivmode mit Re-
flektor und Arabinosazon als Probenmatrix. B: rek.IgG aus RMD-positiven Zellen-Klon B12-mit n=7
Messungen. Die Daten wurden im Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf ihre Signifi-
kanz im Vergleich zum Kontroll-IgG in A getestet und bei Signifikanzniveau p < 0,05 mit einem Stern
markiert, bei p < 0,001 mit zwei Sternen markiert und bei p > 0,05 nicht markiert. Man steht fiir man-
nosereiche Strukturen, welche mit ihrem prozentualen Gesamtanteil aufgetragen wurden. Die restlichen
Strukturen wurden prozentual zur Gesamtmenge komplexer N-Glykane dargestellt. Mono steht fiir ein
antenndres GlcNAc, Bi fiir zwei antennire GIcNAcs und BiBis steht fiir eine biantennére Bisecting-
Struktur. FO = Strukturen ohne Fucose, F1 = Strukturen mit einer Fucose, GO = Strukturen ohne Galacto-
se, G1 = Strukturen mit einer Galactose und G2 = Strukturen mit zwei Galactosen. Sialylierte Strukturen
wurden mit einem relativen Anteil <1 % detektiert, hier dargestellt wurden nur Strukturen >1 %.

Im Vergleich der relativen Intensititen zusammengefasster MS-Daten permethylierter N-
Glykane rek.IgGs aus der AGE1.CR-Zelllinie (Abb.2.31) wird sichtbar, dass tiber die RMD-
Expression in Klon B12 (B) eine ~ 70%ige Fucosereduktion erreicht werden konnte. Zusétz-
lich fallt auf, dass die Menge der Bisecting-Struktur nach Fucosereduktion reduziert ist. Der
Grad der Galactosylierung war bereits vor Fucosereduktion mit 20 % iiberwiegend einfacher
Galactosylierung relativ gering (Abb.2.31 A). Nach Fucosereduktion stieg jedoch der Anteil
galactosefreier (GO) Strukturen signifikant um 16 % auf 93 % an (Abb.2.31 B). Die schein-
bare Reduktion mannosereicher Strukturen nach Fucosereduktion (Abb.2.31 B) zeigte sich

im Student-t-Test als nicht signifikant aufgrund zu hoher Varianzen der verfiigharen Daten.
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Abb. 2.32: MALDI-TOF-MS-Spektren permetylierter N-Glykane des rek.IgGs der AGE1.CR.pIX-
Zelllinie. Die Proben wurden mit Arabinosazon als Matrix im Positivimode mit Reflektor massenspektro-
metrisch analysiert [M+Na|*. A: Kontrolle, B: RMD-Klon G2, C: RMD-Klon P4. Nichtmarkierte Peaks

konnten keinen Strukturen zugeordnet werden. [J = GlcNAc,

& = NeubAc, <= Fuc.

Wie bereits in rek.IgG des Klons B12 der AGE1.CR-Zelllinie fiihrte die RMD-Expression

auch bei Klon P4 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie zu keiner vollstindigen Fucosereduktion. So

konnten auch hier noch deutliche Mengen fucosylierter Strukturen des m/z 1835, 2040, 2244

und 2285 detektiert werden (Abb.2.32 C). N-Glykane des rek.IgG des Klons G2 hingegen

zeigen fast ausschlieRlich nicht fucosylierte Strukturen des m/z 1835 und 2039 (Abb.2.32 B).

Die stiarkere Fucosereduktion bei Klon G2 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie im Vergleich zu Klon

P4 korreliert vermutlich mit dessen starkerer RMD-Expression (Abb.2.42b). Neben der Be-
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statigung der erfolgreichen Fucosereduktion iiber RMD-Expression konnten iiber MALDI-
TOF-MS keine zusidtzlichen Strukturen in rek.IgG aus Entenzellen nachgewiesen werden.

Der Eingriff in den Fucosesyntheseweg ist demnach hochspezifisch.
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Abb. 2.33: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten permethylierter N-Glykane des rek.IgGs aus der
AGE1L.CR.pIX-Zelllinie. A: rek.IgG aus RMD-negativen Zellen mit n =14 Messungen im Positivmode
mit Reflektor und Arabinosazon als Probenmatrix. B: rek.IgG aus RMD-positiven Zellen (Klon G2) mit
n=12 Messungen und C: rek.IgG aus RMD-positiven Zellen (Klon P4) mit n=12 Messungen. Die Da-
ten wurden im Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf ihre Signifikanz im Vergleich zum
Kontroll-IgG in A getestet und bei Signifikanzniveau p < 0,05 mit einem Stern markiert, bei p < 0,001
mit zwei Sternen markiert und bei p > 0,05 nicht markiert. ,Man“ steht fiir mannosereiche Strukturen,
welche mit ihrem prozentualen Anteil aller identifizierter Strukturen aufgetragen wurden. Die komplexen
N-Glykane wurden unabhingig von mannosereichen Strukturen mit den jeweilig prozentualen Anteilen
dargestellt. ,Mono* steht fiir ein antennéres GlcNAc, ,Bi* fiir zwei antennére GlcNAcs und ,,BiBis* steht
fiir eine biantennére Bisecting-Struktur, ,F0 = Strukturen ohne Fucose, ,F1 = Strukturen mit einer Fu-
cose, ,,GO“ = Strukturen ohne Galactose, ,(G1“ = Strukturen mit einer Galactose und , G2 = Strukturen
mit zwei Galactosen. Sialylierte Strukturen wurden mit einem relativen Anteil <1% detektiert, hier
dargestellt wurden nur Strukturen >1 %.

Im Vergleich der relativen Intensititen zusammengefasster MS-Daten permethylierter N-
Glykane rek.IgGs aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (Abb.2.33) zeigt Klon G2 (B) zu 96 % und
Klon P4 (C) 74 % nicht fucosylierte (F0) Strukturen. Anscheinend fiihrt eine stirkere RMD-
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Expression, wie sie bei Klon G2 iiber RT-PCR nachgewiesen werden konnte (Abb.2.42b), zu
einer hoheren Fucosereduktion. Auch nach Fucosereduktion in der AGE1.CR.pIX-Zelllinie
tritt eine signifikante Reduktion der Bisecting-Struktur auf (BiBis), bei rek.IgG des Klons
P4 (Abb.2.33 C) um 60 %, wobei die Reduktion der Bisecting-Struktur in rek.IgG des Klons
G2 mit 30% (Abb.2.33 B) nicht linear mit dem Grad der Fucosereduktion korreliert. In
AGEL.CR.pIX-Zelllinie bestétigt sich die Beobachtung der AGE1.CR-Zelllinie. Bei RMD-
Expression steigt der Anteil galactosefreier (G0) Strukturen an, was mit 14 % bei rek.IgG
des Klons G2 (B) und 6 % bei rek.IgG des Klons P4 (C) mit dem Grad der Fucosereduktion
korreliert. Der Anteil mannosereicher Strukturen ist zwar in rek.IgG des Klons P4 (C) um
~ 70 % signifikant reduziert, scheint jedoch nicht mit der RMD-Expression zu korrelieren, da
bei Klon G2 (B) keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl mannosereicher Strukturen
detektiert wurden.

Im Gegensatz zur Galactosylierung wurden in der Literatur fiir die Bisecting-Struktur ADCC-
verstirkende Figenschaften beschrieben, wenngleich in geringerem Mafe als durch fehlende
Core-Fucose [28]. Die hier auftretende Reduktion der Bisecting-Struktur bei gleichzeitiger
Fucosereduktion kénnte demzufolge die Stidrke der Aktivitétssteigerung schmélern. Nach-
dem die Fucosereduktion mittels stabiler RMD-Expression erfolgreich in den Entenzelllinien
AGE1.CR und AGE1.CR.pIX nachgewiesen werden konnte, stellte sich nun die Frage nach
dem Grad der Funktionssteigerung des rek.IgGs, welcher in 2.3.3.1 iiber den Fevy-Rezeptor-
Bindungsassay nachgegangen wurde. Interessant war vor allem die Frage, ob sich die ver-
schieden starke Fucosereduktion auch in Form verschieder Bindungsaktivititen widerspie-
geln wiirde. Nach Iida et al. [75] wird aufgrund der Kompetition von fucosylierten und nicht
fucosylierten IgGs um die Antigenbindungsstelle eine geringere ADCC-Verstédrkung bei un-

vollstandiger Fucosereduktion erwartet.

2.3.2.6 MALDI-TOF-MS: Trastuzumab aus RMD-positiven CHO-Zellen

In Abb.2.34 B-D sind exemplarische MALDI-TOF-MS-Spektren permetylierter N-Glykane
des Trastuzumab-Antikorpers exprimiert in RMD-positiven CHO-Zellen denen des nicht
fucosereduzierten Trastuzumabs (Abb.2.34 A) gegeniibergestellt. Die N-Glykane wurden
wie in 2.3.2.5 prapariert und massenspektrometrisch analysiert. Fiir alle drei Klone H1-3

(Abb.2.34 B-D) konnten keine bzw. nur Minimalmengen fucosylierter Strukturen fiir Klon
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H2 mit m/z 1809 detektiert werden (Abb.2.34 ¢). Auch in rek.IgG aus RMD-positiver CHO-
Zellen konnten zwar fucosereduzierte, aber keine zusétzlichen durch RMD induzierten Struk-

turen identifiziert werden.
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Abb. 2.34: MALDI-TOF-MS-Spektren desialylierter N-Glykane des Trastuzumab exprimiert in der
CHO-Zelllinie. Die Proben wurden mit Arabinosazon als Matrix im Positivinode mit Reflektor mas-
senspektrometrisch analysiert [M+Na|*. A: Kontrolle, B: Klon H1, C: Klon H2, D: Klon H3. Mit Ster-
nen markierte Massen konnten keinen Strukturen zugeordnet werden. = GlcNAc,

& =NeubAc, <= Fuc.

Im Vergleich der relativen Intensititen der zusammengefassten MS-Daten von permethylier-
ten N-Glykanen des rekombinanten Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie (Abb.2.35) zeigen
alle RMD-positiven Klone H1-3 (B-D) eine nahezu 100-prozentige Fucosereduktion. Ledig-
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lich Klon H1 (B) zeigt restliche einfachfucosylierte N-Glykane von 2% der Gesamtmenge

komplexer N-Glykane.
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Abb. 2.35: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten permethylierter N-Glykane des Trastuzumab ex-
primiert in der CHO-Zelllinie. A: Trastuzumab aus RMD-negativen Zellen mit n =12 Messungen im
Positivmode mit Reflektor und Arabinosazon als Probenmatrix. B: Trastuzumab aus RMD-positiven
Zellen (Klon H1) mit n =5 Messungen, C: Trastuzumab aus RMD-positiven Zellen (Klon H2) mit n=11
Messungen und D: Trastuzumab aus RMD-positiven Zellen (Klon H3) mit n =4 Messungen. Die Daten
wurden im Student-t Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) auf ihre Signifikanz im Vergleich zum
Kontroll-IgG in A getestet und bei Signifikanzniveau p < 0,05 mit einem Stern markiert, bei p < 0,001
mit zwei Sternen markiert und bei p > 0,05 nicht markiert. ,Man®“ steht fiir mannosereiche Strukturen,
welche mit ihrem prozentualen Anteil aller identifizierter Strukturen aufgetragen wurden. Die komplexen
N-Glykane wurden unabhéngig von mannosereichen Strukturen mit den jeweilig prozentualen Anteilen
dargestellt. ,Mono* steht fiir ein antennéres GlcNAc, ,Bi fiir zwei antennire GlcNAcs und ,,BiBis*“ steht
fiir eine biantennire Bisecting-Struktur, ,F0“ = Strukturen ohne Fucose, ,F1“ = Strukturen mit einer Fu-
cose, ,GO“ = Strukturen ohne Galactose, ,(G1“ = Strukturen mit einer Galactose und ,[G2 = Strukturen
mit zwei Galactosen. Sialylierte Strukturen wurden mit einem relativen Anteil <1% detektiert, hier
dargestellt wurden nur Strukturen >1 %.

Auch bei RMD-exprimierenden CHO-Zellen ist eine signifikante Erhéhung nicht galactosy-
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lierter Strukturen (GO) zu verzeichnen, um 13 % fiir Klon H1 (Abb.2.35 B), um 20 % fiir
Klon H2 (C) und um 12 % fiir Klon H3 (D), was die Beobachtung in RMD-exprimierenden
Entenzellen bestétigt (Abb.2.33). Entgegen den Ergebnissen in Entenzellen zeigen alle CHO-
Klone H1-3 signifikant hohere Mengen mannosereicher Strukturen, was in Klon H2 mit ei-
ner sechsfachen Menge gegeniiber der Kontrolle (A) besonders stark hervortritt. Zusétz-
lich unterscheiden sich die Klone signifikant in gesteigerter Menge monoantennérer Struk-
turen (MonoF0) von der Kontrolle. Aufgrund der nach Zhou et al. [74] veroffentlichten
ADCC-Steigerung durch mannosereiche Strukturen, wurde fiir die Funktionsstudien (Ab-
schnitt 2.3.3) des Trastuzumabs nicht nur eine Aktivititssteigerung durch die erfolgreiche
Fucosereduktion, sondern eine zusatzliche Aktivitatssteigerung fiir Trastuzumab des Klons

H2 erwartet.

2.3.2.7 Fucosylierungstyp des Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie
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Abb. 2.36: Exemplarische MALDI-TOF-MS-Spektren desialylierter N-Glykane des Trastuzumab, ex-
primiert in der CHO-Zelllinie nach Sialidase-Verdau (A), nach «1-3/4-Fucosidase-Verdau (B), nach
aFucosidase-Verdau (C), zur Unterscheidung zwischen Core- und antennédrer Fucose. [M+Na|t.
0= GlcNAc, & =NeubAc, <= Fuc.

64



Kapitel 2. Ergebnisse

Fiir in CHO-Zellen exprimierte Trastuzumab-Antikorper sollte im Folgenden der Fucosylie-
rungstyp geklirt werden. Da die Zellen bereits beim Tumor-spezifischen rek.IgG mit unbe-
kanntem Antigen eine Core-Fucosylierung aufwiesen, wird dies auch fiir Trastuzumab aus
selbigen Zellen erwartet. Das wurde mittels spezifischer Fucosidasen sowie iiber die massen-
spektrometrische Fragmentierung untersucht.

Die ausbleibende Fucose-Abspaltung mittels «1-3/4-Fucosidase (Abb.2.36 B) im Vergleich
zu dem erfolgreichen Verdau mit der a1-2/3/4/6-Fucosidase (Abb.2.36 C) bestétigt die ver-
mutete Core-Fucosylierung der N-Glykane.

Zur Bestétigung der Fucosidaseergebnisse wurden die fucosylierten Strukturen mittels MALDI-

TOF /TOF fragmentiert und exemplarisch fiir die Hauptstruktur BiGOF1 m/z 1485 (Abb.2.37)

dargestellt.
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Abb. 2.37: Exemplarische MALDI-TOF /TOF-Spektren desialylierter N-Glykane des Trastuzumab ex-
primiert in der CHO-Zelllinie nach Sialidase-Verdau. Fragmentspektrum des Mutterpeaks m/z 1485
[M+Na|". Das entscheidende Peakfragment ist markiert. Die Glykane wurden in Arabinosazon als Ma-
trix im LIFT-modus mit Reflektor mittels MALDI-TOF-MS analysiert. (1= GlcNAc,

& = NeubAc, <= Fuc.

In allen Spektren fragmentierter Strukturen des Trastuzumab aus CHO-Zellen lief sich das

Fragment dHex1Hex2 mit m/z 593,4 (Abb.2.37 B) nachweisen und bestétigt somit dessen

Core-Fucosylierung.
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2.3.3 Funktionsstudien
2.3.3.1 1gG-FcyRIlla-Bindungsassay

Nachdem Tumor-spezifisches rek.IgG in AGE1.CR-, AGE1.CR.pIX- und CHO-Zelllinien ex-
primiert, aufgereinigt und dessen N-Glykosylierung untersucht wurde, war es nun besonders
interressant, die funktionelle Relevanz detektierter Unterschiede in der N-Glykosylierung
zu untersuchen. Hierzu wurden alle rek.IgGs inklusive Trastuzumab auf ihre FeyRIITa-

Bindungseigenschaften hin getestet und verglichen.
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Abb. 2.38: FcyRIIla-Bindungsassay rek.IgG exprimiert in der AGE1.CR-Zelllinie. A: Bindungskurven
des RMD-negativen, fucosylierten Kontroll-IgGs der AGE1.CR-Zelllinie (AGE1.CR-K, 0O), des RMD-
negativen, fucosylierten Kontroll-IgGs aus AGE1.CR.pIX-Zelllinie (AGE1.CR.pIX-K, <) und des RMD-
positiven, Fucose-reduzierten IgGs des Klons B12 aus AGE1.CR-Zellinie (AGE1.CR-B12, x). B: X-fache
Steigerung der IgG-FeyRIITabindung (Faktor der EC5p AGE1.CR-Kontroll-IgG vs AGE1.CR.pIX-K und
vs AGE1.CR-B12).

Die IgG-Bindungsaktivitit zu dem FeyRIIIa stellt eine indirekte Detektion der ADCC-
Aktivitat des IgGs dar. Der Rezeptor ist auf Fe-Effektorzellen, wie natiirlichen Killerzellen
(NK-Zellen), lokalisiert und 16st bei IgG-Bindung iiber die Ausschiittung von Granzymen und
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Perforinen die Lyse der IgG-gebundenen Zelle aus (s.Abb.1.7, S.10). Es wurden verschiedene
Verdiinnungen fucosylierten und defucosylierten rek.IgGs aus AGE1.CR-, AGE1.CR.pIX-
und CHO-Zelllinien mit dem FeyRIITa des Typs 158F nach 5.4.6.2 inkubiert und jeweils de-
ren Bindungskurven nach photometrischer Detektion in Abh#ngigkeit von der eingesetzten
IgG-Konzentration graphisch aufgetragen. Der Wendepunkt der jeweiligen sigmoidalen Bin-
dungskurve entspricht der EC5y und wird fiir den Vergleich der Aktivitit der verschiedenen

rek.IgGs herangezogen.
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Abb. 2.39: FcyRIIla-Bindungsassay rek.IgG exprimiert in der AGE1.CR.pIX-Zelllinie. A: Bindungskur-
ven des RMD-negativen, fucosylierten Kontroll-IgGs aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinien (AGE1.CR.pIX-K,
), des RMD-negativen, fucosylierten Kontroll-IgGs aus der CHO-Zelllinie (CHO-K, x) und des RMD-
positiven, Fucose-reduzierten IgGs aus Klon G2 der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (AGE1.CR.pIX-G2, <). B:
X-fache Steigerung der IgG-FcyRIITabindung (Faktor der EC5p CHO-K vs AGEL.CR.pIX-K und vs
AGE1.CR.pIX-G2).

Im Vergleich zum fucosylierten rek.IgG, exprimiert in der AGE1.CR-Zelllinie (Abb.2.38 0J),
zeigt sich fucosyliertes rek.IgG aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (Abb.2.38 <) mit einer zwei-
fach starkeren Fcy-Rezeptorbindung, was in der hoheren Menge komplexer N-Glykane des
Bisecting-Typs begriindet sein konnte. Eine ADCC-Steigerung durch die Bisecting-Struktur,
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wenngleich in geringerem Ausmafe als durch eine geringere Fucosylierung, konnte bereits ver-
offentlicht werden [43,73|. Erwartungsgeméf zeigt sich bei dem Fucose-reduzierten rek.IgG,
exprimiert in dem Klon B12 der AGE1.CR-Zelllinie (AGE1.CR-B12), im Vergleich zur fuco-
sylierten Kontrolle eine 16fache Steigerung der Fcy-Rezeptorbindung. Fine Fucosereduktion
von 70 % reicht demnach bereits fiir eine signifikante Funktionssteigerung aus (Abb.2.38 x).
Nach Iida et al. [75] stellt sich jedoch die Frage, ob die Kompetition der verbleibenden 30 % an
fucosylierten mit den 70 % erfolgreich nicht fucosylierten rek.IgG um die Antigenbindungs-
stelle den verstiarkenden ADCC-Effekt schmiélert und somit die in vivo FeyRIIla-Bindung
bei 100-prozentiger Fucosereduktion doch hoher wire.

Im FeyRITIa-Bindungsassay zeigt sich das fucosylierte rek.IgG aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie
(Abb.2.39 O) im Vergleich zu dem fucosylierten aus der CHO-Zelllinie (Abb.2.39 x) mit
zweifach geringerer ECjg, also einer zweifach hoheren Bindungsaktivitit, was wahrschein-
lich ebenfalls mit der Bisectingstruktur als einzigem hier relevanten Unterschied in der
N-Glykosylierung zu erklaren ist. Die 17fache Aktivitatssteigerung des Fucose-reduzierten
rek.IgGs aus Klon G2 der Zelllinie AGEL.CR.pIX (AGEL.CR.pIX-G2, Abb.2.39 B) ent-
spricht trotz der nur 6 % restlich fucosylierten Strukturen der 16fachen Aktivititssteigerung
des rek.IgGs aus Klon B12 der AGE1.CR-Zelllinie (Abb.2.38) mit 30 % restlichen fucosylier-
ten Strukturen. Dies bestétigt die Ergebnisse von Scallon et al. [136], wonach keine vollstéin-

dige Fucosereduktion fiir eine maximale ADCC-Steigerung notwendig ist.

2.3.3.2 FcyRllla-Bindungsassay des Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie

Erwartungsgeméf fiihrt die starke Fucosereduktion von nahezu 100 % bei den Klonen H1-3
des Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie ebenfalls zu einer deutlichen Aktivitéitssteigerung
in der FeyRIITa-Bindungsstudie (Abb.2.40). In Abb.2.40 A sind die Bindungskurven der
nicht fucosylierten Trastuzumab H1-3 (<¢; A, O) deutlich auf der X-Achse nach links, also in
den Bereich geringerer [gG-Konzentration verschoben, welche nach dem Vergleich ihrer ECgo-Werte
zur Kontrolle (Abb.2.40 B) eine Aktivitdtssteigerung von 16-19fach aufweisen. Trotz groferer Un-
terschiede der relativen Menge galactosylierter und mannosereicher Strukturen, unterscheidet sich
Trastuzumab aus Klon-H2 in dessen Aktivitit kaum von den Klonen H1 und H3, was im nachfol-

genden ADCC-Assay unter Einbindung des Antigens bestétigt werden sollte.
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Abb. 2.40: FcyRIIIa-Bindungsassay von Trastuzumab exprimiert in der CHO-Zelllinie. A: Bindungskur-
ven des RMD-negativen, fucosylierten Kontroll-IgGs (CHO-K, [J) und der RMD-positiven, nicht fuco-
sylierten Trastuzumabs aus Klon-H1 (<), Klon-H2 (A) und Klon-H3 (x). B: X-fache Steigerung der
IgG-FcyRIITabindung (Faktor EC59 CHO-K vs Klon H1-H3).

2.3.3.3 ADCC-Assay des Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie

Zur Testung der Antikérper-vermittelten Zellzytotoxizitdt unter Einbindung Antigen-iiberexprimie-
render Zielzellen wurden diese und NK-Zellen als Effektorzellen mit verschiedenen Verdiinnungen
des rek.IgGs (Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie) inkubiert (5.4.6.1). Hierzu muss das Antigen
vorliegen, weshalb der ADCC-Assay nur fiir den Trastuzumab-Antikorper durchgefiithrt werden
konnte. Die verwendeten Zielzellen, BT-474 und SK-BR-3, tragen auf ihrer Oberfliche erhéhte
Mengen des Rezeptors HER2, welcher in einer besonders aggressiven Form des Brustkrebses stark
iiberexprimiert wird.

In Abb.2.41 ist die IgG-abhéngige Zelllyse der BT-474-Zielzellen dargestellt. Die BT-474-Zellen
zeigten eine 16-prozentige IgG-unabhingige Lyse durch NK-Zellen und eine 77-prozentige IgG-
abhéngige, spezifische Zelllyse (s.5.4.6.1). Entsprechend der Ergebnisse des FeyRITTa-Bindungsassays

in Abb.2.40 zeigen die nicht fucosylierten Trastuzumab-Antikérper der Klone H1-3 ebenfalls eine

69



Kapitel 2. Ergebnisse

verstirkte ADCC im Vergleich zur fucosylierten Kontrolle (Abb.2.41 [O).
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Abb. 2.41: ADCC-Assay des Trastuzumab aus der CHO-Zelllinie mit BT-474 als Zielzelle. Fucosylierte

Kontrolle (K, ), nicht fucosylierter Klon H1 (A), nicht fucosylierter Klon H2 (v7), nicht fucosylierter
Klon H3 (O).

Den in Tab.2.1 zusammengefassten Daten des ADCC-Assays zeigen sich die nicht fucosylierten
Trastuzumabs der Klone H1-3 mit BT-474-Zielzellen um 9-27fach und mit SK-BR-3-Zielzellen um
14-22fach aktiver im Vergleich zur fucosylierten Kontroll-IgG (K).

REK.IGG BT-474 SK-BR-3
ECso [ng/ml] Ratio|K/H| ECs¢[ng/ml] Ratio|K/H]
K 6,03 / 1,31 /
H1 0,454 13 0,0932 14
H2 0,227 27 0,0602 22
H3 0,647 9 0,0917 14

Tab. 2.1: EC5o-Werte nach ADCC-Assay des Trastuzumab -+ /-RMD.

Entgegen der Ergebnisse des FcyRIIla-Bindungsassays zeigt sich Trastuzumab aus Klon H2 im

Vergleich zu dem aus Klon H1 und H3 unter Verwendung verschiedener Zielzellen mit einer zusétzlich
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zweifachen Steigerung der ADCC, was fiir die Korrelation der Menge an mannosereichen Strukturen
mit der ADCC-Steigerung spricht. Die SK-BR-3-Zellen sind zudem sensitiver fiir die ADCC, da
hier, im Vergleich zu BT-474-Zellen, deutlich geringere [gG-Konzentrationen zur Zelllyse fiihren.
Dennoch sind die Verhéltnisse der gemessenen ECsg F1/F0 (K/H) vergleichbar mit denen der mit
BT-474-Zellen gewonnenen Daten.

2.4 Modifizierter Vakzinia Virus Ankara

Neben dem potentiellen Einsatz der Entenzelllinien zur Produktion therapeutischer Proteine ist vor
allem die Virusproduktion von besonderer Relevanz. Da attenuierte (abgeschwichte) Lebendimpf-
stoffe im Vergleich zu inaktiverten Viren effektiver Immunantwort aktivieren, wurden verschiedene
Viren an Vogelzellen adaptiert, wodurch sie mehrheitlich in ihrer Replikationsfdhigkeit in Sduge-
tierzellen eingeschrenkt sind [137,138]. Beispiele fiir an Vogelzellen adaptierte Viren zur Produktion
von Lebendimpfstoffen sind der Paramyxoviridae (Mumps, Masern) und der Flaviviridae (Gelbfie-
ber) [139,140]. Der in iiber 500 Passagen in Hithnerembryofibroblasten (CEF) ebenfalls attenuierte
Virus MVA wird zwar nicht wie sein Muttervirus, Vakzinia Virus, als Lebendimpfstoff gegen Pocken
eingesetzt, aufgrund seiner hohen Sicherheit aber als potenter Impfvektor fiir Antigene von Tumoren
oder pathogenen Viren untersucht [98,100,101].

MVA zdhlt mit ~190kb doppelstrangiger DNA und einem Durchmesser von 200-400 nm zu den
groften Viren und trégt je nach Reifegrad verschiedene Glykoproteine an seiner Oberfliache [123,141,
142]. In diesem Abschnitt sollen MVA-Viren in den Entenzelllinien und der Baby-Hamster-Kidney-
Zelllinie (BHK-21) produziert werden, um nach Isolierung der Viren dessen N-Glykosylierung zu
charakterisieren und zu vergleichen. Betrachtet werden soll, ob sich die N-Glykosylierung des MVA-
Virus von der Zellmembranglykosylierung unterscheidet und ob die MVA-Infektion zu allgemein

verdnderten N-Glykosylierungs-Eigenschaften der Zelle fiihrt.

2.4.1 Zellinfektion

Eine Ubersicht zur Vakzinia Virus-Reifung ist in Abb.1.9 dargestellt und veranschaulicht den Reife-
prozess beginnend mit den infektitsen intrazelluléren reifen Virionen (IMV), welche in eine [117,118]
oder zwei [115,119-121] Membranen gehiillt sind. Die IMV-Partikel tragen nur ein Glykoprotein
an ihrer Oberfliche [124]. Deren Anzahl steigt auf sieben mit der Verpackung in zwei zusétzliche

Membranen des trans-Golgi- Apparates oder der frithen Endosomen unter Bildung des intrazelluldre
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umbhiillten Virus (Intracellular Enveloped Virus, IEV) |123].

Bei Immunisierung mit MVA werden vor allem Antikorper gegen die Glykoproteine A33R, B5R
und Ab56, enthalten in IEV/CEV/EEV, nachgewiesen [142,143|. In dieser Arbeit sollte die N-
Glykosylierung der EEV-Partikel untersucht werden, da diese alle Glykoproteine an ihrer Ober-
fliche tragen und zudem leicht von noch nicht lysierten Zellen isoliert werden konnten. Die Menge
der verschiedenen Reifestadien (IMV/CEV/EEV) variieren auch in der Literatur. Es deutet darauf
hin, dass die Infektionsbedingungen wichtig sind fiir das Verhdltnis der verschiedenen Virusfor-
men [144,145].

So konnte beispielsweise Spehner et al. [146] bei MVA-Infektion einen Anteil an EEV von 15%

erzielen, wohingegen Meiser et al. [144] nur einen Anteil von 4 % erhielt.

Abb. 2.42: Die Durchlicht-Mikroskopaufnahme von BHK-Zellen (a) und AGE1.CR-Zellen (b) 24 h nach
Infektion mit MVA zeigt die iiberwiegend intakten Zellen zum Erntezeitpunkt. Die Zellen wurden in
diesem Fall zuvor adhdrent in DMEM inklusive 5% FCS kultiviert und zur Infektion mit MVA aus
Zelllysat der MOI=1.0 in DMEM ohne FCS infiziert und nach 24h fiir die Priparation nach 2.4.2
geerntet. Die Bilder wurden bei 100facher Vergréfserung aufgenommen.

Zur MVA-Produktion wurden die AGE1.CR-, AGE1.CR.pIX- und die BHK-Zelllinie mit MVA aus
Zelllysat mit einer MOI von 1.0 infiziert. Die Zellen wurden vor und nach Infektion in serumfreiem
Medium (5.4.7.1) kultiviert und 24h nach Infektion geerntet. Wie in Abb.2.42 anhand adhé&renter
BHK und AGEL.CR-Zellen (B) gezeigt, waren die Zellen zum Zeitpunkt der Ernte nach Infek-
tion iiberwiegend intakt, sodass der EEV-haltige Zellkulturiiberstand leicht von den Zellen samt

Zellmembranen getrennt werden konnte.

2.4.2 MVA-Praparation

Ahnlich der Rohmembranpriparation in Abschnitt 2.1.2 erfolgte die Priparation von EEV aus
Zellkulturtiberstand und zelluldare MVA-Formen (IMV/IEV/CEV) inklusive der Zellmembrangly-
koproteine in verschiedenen Zentrifugationsschritten nach 5.4.7.2. Zur qualitativen Testung der ge-

reinigten Viren aus US und Lysat wurde je 1 ug in einem reduzierenden 12 prozentigem SDS-Gel
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(5.3.1) aufgetrennt, anschliefend auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit Anti-Vakzinia-
Antikérper angefiarbt. Zur Beladung des Gels mit gleichen Mengen an Protein wurden die noch
infektiosen Partikel mittels Quant-iT7™Protein Assay Kit, fluorimetrisch bestimmt 5.3.4.3.

Der Western-Blot in Abb.2.43 zeigt je drei Priparationen von Viruspartikeln aus Zellkulturiiber-
stand (US) und Zelllysat exemplarisch aus infizierten AGE1.CR.pIX-Zellen. In allen Proben konnten
erfolgreich verschiedene Vakzinia-Proteine angefdrbt werden. Bei der obersten Bande mit ~ 68 kDa
konnte es sich um das Protein A56R handeln [142,147], welches die Wirkung eines Hamagglutinins
hat. Bei den Grippeviren ist HA sogar in der Typbezeichnung (z.B. H, N3) enthalten, doch ist die
Bedeutung fiir MVA geringer. HA gehort mit vier N-Glykosylierungs-Motiven (N-X-S/T) zu den
potentiell am starksten glykosylierten MVA-Proteinen, nach Krauss et al. [124] liegt es jedoch nur
in zwei Dritteln der umhiillten Viren vor.

Bei der Hauptbande mit ~40kDa handelt es sich vermutlich um das Komplement Kontrollprotein
B5R, welches mit drei N-Glykosylierungs-Motiven ebenfalls potentiell stark glykosyliert ist. Im
Zelllysat konnte die Bandenhohe auf das in IEV zusdtzlich enthaltene A36R-Protein hindeuten,
welches jedoch nicht glykosyliert ist. Nach Borrego et al. [148] konnte es sich auch um das nicht
glykosylierte Protein p37 handeln [142].

Zelllysat
1 1

28 -
e co—— 35
17 -
14-:
6 et ———

Abb. 2.43: Western-Blot zum Nachweis der erfolgreichen MVA-Priparation aus Zellkulturiiberstand
(US) und Zelllysat exemplarisch aus AGE1.CR.pIX-Zellen. Fiir eine gleiche Gelbeladung wurden die Pro-
teine der isolierten MVA-Partikel mittels Quant-iT?* Protein Assay Kit nach 5.3.4.3 bestimmt. Es wurde
je 1 ug Protein pro Bande in einem reduzierenden 12 prozentigen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mittels Kaninchen-Anti-Vakzinia-
Antikorper und dem HRP-markierten Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper angefarbt.

Die Bande mit ~25kDa konnte die Proteine A33R und A34R, beide in einem Bereich von 23-

28kDa, darstellen [142]. Mit ein bzw. zwei N-Glykosylierungs-Motive sind beide Proteine potentiell
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geringer glykosyliert als das A56R und das B5R. In groferer Menge diirfte jedoch das A33R-Protein
enthalten sein, da in mit MVA immunisierten Miusen vorwiegend Antikérper gegen A56R, B5R und
A33R detektiert werden konnten [142,143]. Das A33R-Protein kénnte aber auch immunogener sein
und daher eine starke Antikérperproduktion induzieren.

Die Dreifachbestimmung (Abb.2.43 I, II, IIT) der Proben aus US und Lysat zeigen das jeweils gleiche
Bandenmuster. Im Vergleich des Bandenmusters der Proben aus US und Lysat traten jedoch Un-
terschiede in den Bandenhdhen auf. So liefen alle Banden aufier der bei ~ 68 kDa des US geringfiigig
unterhalb der entsprechenden Banden des Zelllysats. In Abb.2.44 sind exemplarisch isolierte MVA-
Partikel aus infizierten Zellen der AGEL.CR-~ und AGE1.CR.pIX-Zelllinie dargestellt, welche iiber
Real-Time-PCR mit einer Ausbeute im Bereich von 10°-10% MVA /ml bestimmt wurden. Infektidse
Partikel wichen davon um 20-80 % ab und lagen in einem Bereich von 10°-10” PFU/ml (<). Der
hohe Verlust der Infektidsitit der MVA-Partikel ist sowohl bei MVA-US als auch bei MVA-Lysat
zu verzeichnen und resultiert vermutlich aus den hohen Scherkriften wahrend der Zentrifugation.
Da die Infektidsitat nicht fiir die Analyse der N-Glykosylierung relevant ist, wurde dieser Prapara-
tionseffekt toleriert und mit der Analyse in Abschnitt 2.4.3 fortgefahren.

1,E+08 1,E+08
1,E+06 - L 1,E+06
E T
E 5
S1,E+04 - L 1,E+04 &
1,E+02 - L 1,E+02
1,E+00 1,E+00
MVA-US MVA-L MVA-US MVA-L
AGE1.CR AGE1.CR.pIX

Abb. 2.44: MVA-Quantifizierung der isolierten MVA-Partikel aus der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-
Zelllinie. Die Anzahl der MVA-Partikel wurde tiber Real-Time-PCR mit MVA-spezifischen Primern nach
5.2.1.4 bestimmt und in MVA /ml angegeben. Die infektiésen Partikel wurden mittels MVA-Titration auf
Vero-Zellen nach 5.4.7.3 in PFU/ml (<) angegeben. Zusétzlich wird zwischen zelluldren MVA-Partikeln
aus Zelllysat (MVA-L) und den extrazelluliren MVA-Partikeln aus Zellkulturiiberstand (MVA-US) un-
terschieden. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert, in FCS-freiem Medium kultiviert und
nach 24 h zur Préparation geerntet.
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Da die Verhiltnisse der Proteinbanden des EEV aus US denen der zelluliren MVA aus Lysat ent-
sprechen, wurde ein dhnliches N-Glykosylierungsmuster erwartet. Die praparierten intra- und extra-
zelluliren MVA-Partikel wurden zur Quantifizierung, iiber Real-Time-PCR mit MVA-spezifischen
Primern, in Form von MVA /ml bestimmt (5.2.1.4). Die Anzahl infektioser Partikel wurden in Form
von PFU/ml (Plague Forming Units, PFU) iiber MVA-Titration auf Vero-Zellen (African Green
Monkey) durchgefithrt (5.4.7.3). Somit konnte tiberpriift werden, ob ausgeiibte Scherkrifte wih-

rend der Isolierung der Partikel deren Infektiositdt beeintrichtigt haben.

2.4.3 MVA-N-Glykosylierung

Die aufgereinigten MVA-Partikel aus infizierten Enten- und Hamsterzellen wurden zur Analyse der
N-Glykosylierung wie isolierte Glykoproteine behandelt. Zur Inaktivierung und dem Herauslosen
membranstandiger Proteine wurden die Viren mit verschiedenen Detergenzien bei erhéhter Tempe-
ratur inkubiert und im Anschluf zur Freisetzung der N-Glykane mittels PNGase F verdaut (5.5.1.2).
Salze, Detergenzien und Peptide wurden iiber C18- (5.5.2.1) und Carbographséiulen (5.5.2.2) ent-
fernt. Nach Permethylierung der N-Glykane (5.5.3.2), wurden diese massenspektrometrisch analy-
siert.

Exemplarische Spektren sind im Anhang Abb.6.5-6.10 enthalten. Im Anschluss sollen lediglich zu-
sammengefasste MS-Daten présentiert werden. Abb.2.45 zeigt die zusammengefassten N-Glykan-
strukturen von drei verschiedenen MVA-Praparationen aus infizierten BHK-Zellen (A /B). In dieser
Auftragung wurden ausschlieflich Strukturen mit einem relativen Anteil von >1% einbezogen,
zudem wurden sialylierte Strukturen in Abb.2.48 gesondert betrachtet und hier entsprechend ihrer
Galactosylierung, Fucosylierung und Antennaritit aufgetragen. Ahnlich der Membranglykosylierung
der CHO-Zelllinie in Abb.2.9 A aus Abschnitt2.1.4 besitzt auch die BHK-Zelllinie die biantennére,
einfach fucosylierte Hauptstruktur (BiF1G0-2 in Abb.2.45 A-B). Auch die tri- und tetraantennéren,
einfach fucosylierten Strukturen (Iri/TetraF1) lassen sich in den MVA-Partikeln der BHK-Zelllinie
wiederfinden. Alle detektierten N-Glykanstrukturen zeigen sich {iberwiegend vollstindig galactosy-
liert (BiG2, TriG3, TetraG4).

In den extrazelluldren Viruspartikeln (EEV) aus Zellkulturiiberstand (Abb.2.45 B) konnten {iber-
raschenderweise ~ 7 % der biantennéren, zweifach fucosylierten Struktur (BiF2) detektiert werden.
Eine erhohte Fucosylierung konnte fiir die EEV von Vorteil sein. Die Addition antennérer Fuco-
se flihrt vermutlich zu einer verédnderten Proteinkonformation. Der hohe Grad an Galactosylie-

rung ermoglicht eine vollstindige Sialylierung der Strukturen, was in Abb.2.48 verglichen wird. Die
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EEV-Partikel (Zelliiberstand) unterscheiden sich, von der BiF2-Struktur abgesehen, kaum in An-
tennaritdt, Fucosylierung und Galactosylierung zu N-Glykanen zellulirer MVA-Partikel inklusive

der Membranglykoproteine.
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Abb. 2.45: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane isolierter MVA-
Partikel aus der BHK-Zelllinie. Die Daten beruhen auf permethylierten N-Glykanen aus mindestens zwei
Praparationen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden ausschliefflich Strukturen mit einem relativen Anteil
von > 1% einbezogen. Diese wurden anhand ihrer relativen Intensitéten bezogen auf die Menge komple-
xer N-Glykane dargestellt. Die Strukturen sind gemif ihrer Antennaritit (Bi, Tri, Tetra), Fucosylierung
(F) und Galactosylierung (G) aufgetragen. Sialylierte Strukturen sind in Abb.2.48 gesondert dargestellt
und hier zu entsprechenden nicht sialylierten Strukturen addiert. A: Zellulire MVA-Partikel (IMV, IEV,
CEV) inklusive Membranglykoproteinen aus Zelllysat 24 h nach Infektion aus der BHK-Zelllinie (n = 3).
B: Extrazellulire MVA-Partikel (EEV) (n—2) aus Zellkulturiiberstand (US) 24 h nach Infektion aus der
BHK-Zelllinie.

Im Vergleich zu den N-Glykanen des extrazelluliren MVA (EEV) der BHK-Zelllinie zeigen sich die
der AGEL.CR-Zelllinie wesentlich vielfaltiger (Abb.2.46 B/C), was vor allem der grokeren Viel-
falt an Galactosylierungsvarianten der einzelnen Strukturen zugrunde liegt. So finden sich bei
Membranglykoproteinen ohne MVA-Infektion (Abb.2.46 A) sowie im EEV der AGE1.CR-Zelllinie
(Abb.2.46 B/C) iiberwiegend unvollstindig galactosylierte N-Glykanstrukturen. Mit ~50 % bei
Membranglykoproteinen und 42-50 % bei MVA-Partikeln ist der Anteil galactosefreier Strukturen
(GO) sehr hoch und ermoglicht eine weitaus geringere Sialylierung als dies bei MVA und Membran-
proteinen der BHK-Zelllinie mit maximal 8 % GO0 (Abb.2.45 C) gegeben war.
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Abb. 2.46: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane isolierter MVA-
Partikel aus der AGE1.CR-Zelllinie. Die Daten beruhen auf permethylierten N-Glykanen aus wenigstens
drei Praparationen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden ausschliefilich Strukturen mit einem relativen
Anteil von >1% einbezogen. Diese wurden anhand ihrer relativen Intensitdten bezogen auf die Menge
komplexer N-Glykane dargestellt. Die Strukturen sind gemif ihrer Antennaritét (Bi, Tri, Tetra, Pen-
ta), Fucosylierung (F) und Galactosylierung (G) aufgetragen. Sialylierte Strukturen sind in Abb.2.48
gesondert, dargestellt und hier zu entsprechenden nicht sialylierten Strukturen addiert. A: Membrangly-
koproteine ohne Infektion (n=29). B: Zellulire MVA-Partikel (IMV, IEV, CEV) inklusive Membrangly-
koproteinen aus Zelllysat (L) 24 h nach Infektion (n=3). C: Extrazellulire MVA-Partikel (EEV) (n=23)
aus Zellkulturiiberstand (US) 24h nach Infektion. Im Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene Varian-
zen) wurden die Daten auf Signifikanz hin untersucht (A vs B und C) und bei dem Signifikanzniveau
p < 0,1 mit einem Stern markiert, bei p < 0,01 mit zwei Sternen und bei nicht nachgewiesener Signifikanz
(p >0,1) wurden die Daten nicht zusétzlich markiert.

Die untersuchten EEV der AGE1.CR-Zelllinie weisen keine Erhthung des Fucosylierungsgrades auf.
Es sind wie auch in Membranproteinen mit ~75% einfach fucosylierte Strukturen (F1) vorherr-
schend. Zudem bestétigt sich in EEV die triantennire, einfach fucosylierte Hauptstruktur (TriF1)
gefolgt von der biantennéren, einfach fucosylierten Struktur (BiF1) und der biantennéren, nicht
fucosylierten Struktur (BiF0). Das Zelllysat, bestehend aus zellularem MVA inklusive Membran-
glykoproteinen (2.46 B), weist deutlich erhohte Anteile der monoantenniren, einfach fucosylierten,

nicht galactosylierten Struktur (<BiF1G0) und den pentaantenniren Strukturen (PentaF1) auf.
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Zusétzlich ist eine Abnahme biantenndrer Strukturen (BiF0/F1) zu verzeichnen, welche jedoch mit
hoherem Anteil vollstdndig galactosyliert sind (BiG2F0/F1, Abb.2.46 B), im Vergleich zur trian-
tenndren Hauptstruktur und zu den biantenniren Strukturen aus Membranglykoproteinen ohne

Infektion (Abb.2.46 A) und EEV aus Uberstand (Abb.2.46 C).
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Abb. 2.47: Zusammengefasste MALDI-TOF-MS-Daten der komplexen N-Glykane isolierter MVA-
Partikel aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie. Die Daten beruhen auf permethylierten N-Glykanen aus n Pré-
parationen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden ausschlieflich Strukturen mit einem relativen Anteil
von > 1% einbezogen. Diese wurden anhand ihrer relativen Intensitéten bezogen auf die Menge komple-
xer N-Glykane dargestellt. Die Strukturen sind geméfs ihrer Antennaritit (Bi, Tri, Tetra, Penta), Fuco-
sylierung (F) und Galactosylierung (G) aufgetragen. Sialylierte Strukturen sind in Abb.2.48 gesondert
dargestellt und hier zu entsprechenden nicht sialylierten Strukturen addiert. A: Membranglykoproteine
ohne Infektion (n=11). B: Zellulire MVA-Partikel (IMV, IEV, CEV) inklusive Membranglykoproteinen
aus Zelllysat (L) 24 h nach Infektion (n=4). C: Extrazellulire MVA-Partikel (EEV) (n=3) aus Zellkul-
turiiberstand (US) 24h nach Infektion. Im Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) wurden
die Daten auf Signifikanz hin untersucht (A vs B und C) und bei dem Signifikanzniveau p < 0,1 mit einem
Stern markiert, bei p < 0,01 mit zwei Sternen und bei nicht nachgewiesener Signifikanz (p > 0,1) wurden
die Daten nicht zusétzlich markiert.

Die N-Glykosylierung der extrazelluliren MVA (EEV) aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie (Abb.2.47)
unterscheidet sich von der der AGE1.CR-Zelllinie vor allem in den Anteilen nicht fucosylierter Struk-

turen (F0) von ~10% im Vergleich zu ~25% der AGE1.CR-Zelllinie. Was zur Folge hat, dass bei
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N-Glykanen der AGE1.CR.pIX-Zelllinie die Hauptstrukturen die triantennére, einfach fucosylierte
Struktur (TriF1), die biantennére, einfach fucosylierte Struktur (BiF'1) und die tetraantennére, ein-
fach fucosylierte Struktur (TetraF1) bilden. EEV aus Zellkulturiiberstand (Abb.2.47 C) hingegen
besitzt als dritthdufigste Struktur statt der tetraantennéren die monoantennére, einfach fucosylierte
Struktur (<BiF1), welche in Membranproteinen (Abb.2.47 A) nicht detektiert werden konnte. N-
Glykane des EEV zeichnen sich mit ~ 70 % nicht galactosylierter Strukturen (G0) im Vergleich zu
~40 % bei Zelllysat (Abb.2.47 B) und Membranproteinen ohne Infektion (Abb.2.47 A) durch eine
deutlich geringere Galactosylierung aus, was dessen Sialylierungsméglichkeiten erheblich minimiert.
Erstmals zeigten sich Glykoproteine (EEV) aus der AGE1.CR.pIX-Zelllinie geringer galactosyliert
als die der AGE1.CR-Zelllinie. EEV zeigt zudem einen geringen Anteil von ~ 1% einer zweifach
fucosylierten Struktur, welches auch schon in EEV der BHK-Zelllinie (Abb.2.45 C), nicht aber der
AGEL.CR-Zelllinie detektiert werden konnte.

In Abb.2.48 sind die relativen prozentualen Anteile sialylierter komplexer N-Glykanstrukturen der
Membranglykoproteine, extrazellularer MVA-Partikel (EEV) und zelluldrer MVA-Partikel inklusive
Membranglykoproteinen aus Hamster- und Entenzelllinien dargestellt. Der deutlichste zellspezifi-
sche Unterschied in der Sialylierung zeigte sich in ausschlieflich einfach sialylierten Strukturen (S1)
bei MVA aus Entenzelllinien im Vergleich zu ein- bis vierfach sialylierten Strukturen (S1-S4) bei
MVA der Hamster-Zelllinie. Mit 40 % sind MVA-Partikel der BHK-Zelllinie auch in deutlich stér-
kerem Mafe sialyliert als MVA-Partikel aus den Entenzelllinien mit 7-21 %. Im Vergleich zu den
Membranglykoproteinen (Membran) sind die MVA-Partikel (MVA) und Zellmembranprotein nach
Infektion (Membranen-MVA), von ,Membranen-MVA® der AGE1.CR-Zelllinie abgesehen, stérker
sialyliert.

Neben den komplexen N-Glykanen wurden ebenfalls mannosereiche Strukturen nachgewiesen (An-
hang Abb.6.5-6.10), die einen Anteil von ~ 50 % bei EEV und ~70 % bei Zellmembranen inklusive
zelluldrer MVA-Partikel der detektierten Gesamtstrukturen einnehmen. Da der EEV jedoch seine
dufiere Membran aus dem trans-Golgi-Netzwerk oder frithen Endosomen erhilt, welche einen hohen
Anteil mannosereicher Strukturen beinhalten, ist es wahrscheinlich, dass diese Strukturen auch auf
der Oberfliche der EEV-Partikel zu finden sind. Ein Anteil der mannosereichen Strukturen des
EEV koénnte jedoch auch dafiir sprechen, dass wéhrend der 24 h Virusreplikation einige der Zellen
vorzeitig lysiert wurden und daher aus dem Zellkulturiiberstand zusammen mit EEV-Partikeln auch

Membranglykoproteine isoliert wurden.
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Abb. 2.48: Vergleich der Sialylierung komplexer N-Glykane isolierter MVA-Partikel im Vergleich zu Mem-
branglykoproteinen aus Hamster- und Enten-Zelllinien. Die Daten basieren auf der MALDI-TOF-MS-
Analyse permethylierter N-Glykane im Positivmodus mit Reflektor und Arabinosazon als Probenma-
trix. Sialylierte Strukturen mit einer relativen Intensitdt von >1% bezogen auf die Menge komplexer
N-Glykane wurden hier in Form von S1-4 dargestellt. Permethylierte N-Glykane der Zellmembranglyko-
proteine ohne Infektion (Membran) der CHO-;, AGE1.CR-~ und der AGE1.CR.pIX-Zelllinie wurden im
Vergleich zu sialylierten N-Glykanstrukturen isolierter extrazelluldrer MVA-Partikel aus Zellkulturiiber-
stand (MVA) 24 h nach Infektion und sialylierten N-Glykanstrukturen zellularer MVA-Partikel inklusive
Membranproteinen aus Zelllysat (Membran-MVA) 24h nach Infektion aus BHK-, AGE1.CR- und der
AGE1.CR.pIX-Zelllinie dargestellt. Im Student-t-Test (zweiseitig, verschiedene Varianzen) wurden keine
signifikanten Unterschiede zu sialylierten N-Glykanen der Membranproteine festgestellt.

Erhohte Mengen mannosereicher Strukturen konnten bereits fiir andere Virusoberflichenproteine,
wie das gp120 des HIV, nachgewiesen werden. Diese besondere Eigenschaft stellt eine wichtige Be-
kimpfungsméglichkeit von Viren dar. So wurde bereits ein Mannose-spezifischer Antikérper, der
2G12 [149], generiert. Aber auch natiirlich vorkommende Mannose-spezifische Lektine, wie bei-
spielsweise das BanLec aus reifen Bananen, konnten zur Bekimpfung von Viren mit mannosereichen
Strukturen auf ihrer Oberflache eingesetzt werden [150, 151].

Die in dieser Arbeit erlangten Hinweise fiir Hiufung mannosereicher Strukturen auf MVA kénn-
ten bei einem ungewdhnlichen Fall von Pocken, heute eher als zoonotische Erscheinung (Monkey-

pox) oder aufgrund bioterroristischer Freisetzung gefiirchtet, einen weiteren Therapieansatz zur
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Verfiigung stellen. In dem Fall des US-amerikanischen S&uglings 2007 [152] konnte nur durch das
Notfallmedikament ST-246 der Siga Corp Leben gerettet werden. Unter der Vorraussetzung, dass
mannosereiche Strukturen auf Virusoberflichen weiter verbreitet sind, konnten Mannose-spezifische
Agenzien als Notfallmedikamente gegen seltene Viruserkrankungen sehr wirkungsvoll sowie virus-

iibergreifend sein.

81



3 Diskussion

3.1 Zellmembranglykosylierung

In dieser Arbeit wurden die Entenzelllinien AGEL.CR und AGE1.CR.pIX in Hinblick auf ih-
re N-Glykosylierungseigenschaften hin untersucht. Mit dem Ziel die Entenzelllinien fiir die Pro-
duktion rekombinanter therapeutischer Proteine und Impfstoffe fiir den Menschen einzusetzen,
galt es zu priifen, inwieweit deren N-Glykosylierung zu der humaner Zellen und herkdmmlicher
Produktionszelllinien dhnelt. In chromatographischen Untersuchungen konnte fiir die AGE1.CR-
und AGE1.CR.pIX-Zelllinie N-Acetylneuraminsiure (NeubAc), nicht aber N-Glykolylneuraminsiure
(Neu5Gc), nachgewiesen werden (Abschnitt2.1.2). Dies bestétigt Ergebnisse von Raju et al. [49],
der IgG aus verschiedenen Spezies verglich. Im Speziesvergleich wiesen neben humanen Zellen auch
Hiithner-, Ratten-, Katzen-, Hunde-, Meerschweinchen- und Kaninchenzellen NeubAc auf. Jedoch
nur Hithnerzellen wiesen neben den humanen Zellen ausschlieklich Neu5Ac statt Neu5Ge auf [49].
Der Zeitpunkt der Mutation der CMP-Neu5Ac-Hydrolase (CMAH) — was zur Nichtausbildung der
Neu5Ge in humanen Zellen fithrte — konnte von Chou et al. [153] auf vor ~2.8 Mio Jahren datiert
werden. Die Mutation trat dem zur Folge noch vor der evolutionédren Entwicklung der heutigen
Hirnstruktur auf, was die Vermutung nahelegt, dass in der fehlenden Neu5Gc die Sonderstellung
des Menschen begriindet liegt [53].

Der Verkniipfungstyp der NeubAc in Entenzelllinien konnte iiber Lektinfirbungen als «2-3 und
a2-6 bestimmt werden (Abschnitt2.1.1.2). Anhand von humanem Serum-IgG konnte nachgewiesen
werden, dass nur die a2-6-verkniipfte NeubAc relevant fiir eine anti-inflammatorische Wirkung der
IgGs ist [72,154]. Den dazu notwendigen Fc-Rezeptor konnten Anthony et al. [155] auf Makropha-
gen als den SIGN-R1 (C-Typ Lektin) identifizieren. Die Fahigkeit der Ente zur Ausbildung beider
Verkniipfungstypen macht es notwendig, den jeweiligen Typus des exprimierten rekombinanten Pro-
teins zu bestimmen. Rekombinantes Anti-Tumor-IgG sollte pro-inflammatorisch wirken und somit
keine oder nur geringe Mengen der a2-6-verkniipften Neub5Ac aufweisen.

Die geringe Fucosylierung von Vogelzellen, gezeigt anhand von IgG aus Hithnerzellen [49,95] und
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IgG aus der Entenzelllinie EB66 [96], konnte in dieser Arbeit anhand der Membranglykoprotei-
ne der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie bestétigt werden. Allgemein wird fiir Vogelzellen
eine geringe al-6-Fucosyltransferase-Aktivitdt (FUT8) angenommen [156], was in einer geringen
Fucosylierung resultiert, wie es von Shinkawa et al. |28] anhand von IgG aus der Rattenzelllinie
YB2/0 nachgewiesen werden konnte. In MS-Analysen zeigten sich die komplexen N-Glykane der
Entenzelllinien mit 80 % (Abschnitt2.1.4) einfach fucosylierten Strukturen im Vergleich zu 93 % der
CHO-Zelllinie (DG44), geringer fucosyliert, was die Ergebnisse der Lektinfarbung von Zelloberfls-
chen bestétigt (Abschnitt2.1.1.1).

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Entenzelllinien konnte fiir Membranglykoproteine der
AGEL.CR.pIX-Zelllinie in Form einer stirkeren Fucosylierung und Galactosylierung nachgewiesen
werden (Abb.2.10). Die vollstandigere Glykosylierung bei der AGE1.CR.pIX-Zelllinie kénnte nach
Jordan et al. [93] durch die Aktivierung von Heat-Shock-Proteinen (HSP) iiber das stabil integrierte
adenovirale pIX-Protein erklart werden. Anscheinend durchlaufen die Proteine vor der Sezernierung
einen stirkeren Kontrollmechanismus oder aber die Aktivitdt der Galactosyltransferasen ist erhoht.
Im Vergleich zur CHO-Zelllinie weist nur die AGE1.CR-Zelllinie signifikant hohere Anteile nicht ga-
lactosylierter komplexer N-Glykane auf. In IgGs aus Hithnerzellen konnte Raju et al. [49] ebenfalls
eine geringere Galactosylierung nachweisen. Ausgehend von der N-Glykosylierung der Membran-
glykoproteine der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie, konnten keine immunogenen Strukturen
oder Monosaccharide identifiziert werden. Demnach eignen sich die Zellen zur Produktion von The-

rapeutika fiir den Menschen.

3.2 Rekombinantes IgG

Die geringere Fucosylierung der Membranglykoproteine der Entenzelllinien im Vergleich zur CHO-
Zelllinie bestétigten die Veréffentlichungen einer geringen FUTS8-Aktivitét [156] und einer geringeren
Fucosylierung bei IgG aus der Entenzelllinie EB66 [96]. Da der Speziesvergleich der Membrangly-
koproteine nicht von den gleichen Glykoproteinen (Art und Menge) ausgeht, ist der Speziesver-
gleich anhand einzelner Glykoproteine — wie dem IgG — aussagekriftiger. Im Speziesvergleich der
N-Glykosylierung des rekombinanten humanen IgGs (rek.IgG), konnte die geringe Fucosylierung
der Entenzelllinien nicht bestitigen. Das rek.IgG, exprimiert in der CHO-Zelllinie, weist mit 80 %
im Vergleich zu dem aus den Entenzelllinien, mit 90 %, weniger Fucose auf (Abschnitt2.2.2). Die
relativ hohe IgG-Fucosylierung von 90 % der Entenzelllinie steht im Widerspruch zu verdffentlichten

Fucosemengen anderer Vogelzelllinien. So zeigte Raju et al. [49] fiir IgG aus Hiithnerzellen eine 70-
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prozentige Core-Fucosylierung. Das CD-20-spezifische rek.IgG (Rituximab) aus der Entenzelllinie
EB66 von Olivier et al. [96] zeigte mit 40 % deutlich geringere Mengen fucosylierter N-Glykane.
In der Studie wurden zugleich variable Mengen zwischen 20 und 70 % fucosylierter Strukturen in
Abhéngigkeit vom jeweiligen Produktionsklon veréffentlicht. Da die AGE1.CR-Selektion primér auf
die Virusproduktivitdt ausgerichtet war und Viren neben sialylierten auch fucosylierte Strukturen
zur Zellanheftung nutzen [33], hat sich anscheinend eine stirker fucosylierende Entenzelllinie eta-
bliert. Daher wird angenommen, dass eine Fucose-fokussierte Zellselektion ebenfalls zu Klonen mit
geringerer Fucosylierung gefiihrt hitte. Die Fucosylierung in der Entenzelllinie konnte in dieser Ar-
beit erfolgreich reduziert werden, indem die bakterielle GDP-6-desoxy-D-lyxo-4-hexulose-Reduktase
transfiziert wurde (RMD; Abschnitt2.3). Dank dieser innovativen Strategie der ProBioGen AG des
Eingriffs in die Glykosylierungsmaschinerie etablierter Zelllinien kann auf eine aufwendige Neuge-
nerierung der Zelllinien verzichtet werden.

Veroffentlichte Mengen fucosylierter N-Glykane bei IgG aus der CHO-Zelllinie liegen in der Regel
zwischen 90 und 95 % [49,96]. Die in dieser Arbeit detektierte Menge von nur 80 % kénnte an der
Verwendung der CHO-Zelllinie DG44 liegen. So verwendete Shields et al. [69] zur IgG-Produktion
die Zelllinie CHO-DP12 und erhielt eine 98-prozentige Fucosylierung. Unterschiede in der Fucosy-
lierung kénnen demzufolge auf der verwendeten Zelllinie, der abweichenden Proteinsequenz sowie
unterschiedlicher Medien und Kultivierungsbedingungen basieren [54,59,157]. Dass die unterschied-
liche Proteinsequenz relevant fiir die Fucosylierung sein konnte, zeigt die Detektion von 88 % Fucose
bei Trastuzumab ebenfalls aus der Zelllinie CHO-DG44 (Abschnitt2.3.2.6 Kontroll-IgG).

Die Galactosylierung korreliert anscheinend in besonderem Mafe mit den Kultivierungsbedingun-
gen. So zeigte Shields et al. [69] bei Anti-HER2/neu-IgG aus der CHO-Zelllinie 20 % geringere
Anteile nicht galactosylierter Strukturen (GO0) bei der Produktion in Spinnerflaschen (Suspensions-
kultur) im Vergleich zu Zellkulturschalen (statische Kultivierung).

In Suspensionskultur wird das Kulturvolumen stetig durchmischt, wodurch die Zelldiffusionsschicht
reduziert wird und die Zellen besser mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt werden. Trotz steigen-
der Scherkrifte in Form des Riihrereintrags bei Spinnerflaschen im Vergleich zur Petrischale, zeigen
sich die Zellen in ihrer Galactosylierungs-Eigenschaft effektiver. Das Anti-HER2/neu-IgG aus der
CHO-Zelllinie wurde in dieser Arbeit ebenfalls in Suspensionskultur in 50-ml-Bioreaktorréhrchen
durchgefiihrt und zeigt sich mit 75 % GO-Strukturen geringer galactosyliert als der Anti-HER2/neu-
IgG, exprimiert in statischer Kultur (70 %) bei Shields et al. [69]. Das Tumor-spezifische rek.IgG
aus der CHO-Zelllinie wurde hingegen in Kolben ohne Schikane exprimiert und erreicht eine ho-

here Galactosylierung mit nur 66 % GO-Strukturen. Zwar liegt die Galactosylierung noch immer
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unterhalb der in Spinnerflaschen, ist aber bereits starker im Vergleich zur statischen Kultivierung
bei Shields et al. [69]. Es ist wahrscheinlich, dass die Galactosylierung durch Verwendung von Kol-
ben mit Schikanen — zur Erzeugung turbulenter Strémungen und somit besserer Durchmischung
des Kulturvolumens —, Spinnerflaschen oder geregelte Fermentationssysteme weiter zu steigern ist.
Das rek.IgG aus den Entenzelllinien zeigt sich trotz der Expression im Kolben mit ~80% GO-
Strukturen gering galactosyliert. Da die verwendeten Kulturbedingungen sowie die Medien- und
Feed-Bestandteile iiberwiegend an die CHO-Zelllinie angepafit wurden, ist nicht auszuschliefen,
dass eine entsprechende Optimierung fiir die Entenzelllinie eine erhdhte Galactosylierung zur Folge
hitte [54,59,157]. Die beobachtete Galactosylierung von ~55 % am Beispiel von IgG aus Hiihner-
[49] und Entenzelllinien [96] bestérkt die Vermutung, dass die IgG-Produktion in der AGE1.CR-
und AGE1.CR.pIX-Zelllinie nicht unter optimalen Bedingungen statt fand.

Fir eine Reihe von Spezies konnte die so genannte Bisecting-Struktur — ein £-1-4-verkniipftes
GIcNAc an der fs-Mannose des Cores — nachgewiesen werden. Dazu gehéren der Mensch, der
Rhesusaffe, die Kuh, das Meerschwein, die Ziege, das Schaf, die Ratte, das Kaninchen und das
Huhn [48,49,158|. Zur Ausbildung der Bisecting-Struktur wird die Glykosyltransferase GnT-III be-
notigt, die gerade in der héufig verwendeten Produktionszelllinie CHO fehlt [73,159,160] und fiir
die Fey-Rezeptorbindung der IgGs relevant ist [43]. Die fiir Hithnerzellen nachgewiesene Bisecting-
Struktur lieft vermuten, dass auch Entenzelllinien iiber eine entsprechende GnT-ITI-Aktivitit verfii-
gen, was in Abschnitt 2.2.4 {iber chromatographische und massenspektrometrische Analysen besté-
tigt werden konnte. Olivier et al. [96] ver6ffentlichte zwar 15 % ,andere Strukturen®, machte jedoch
keinerlei Aussagen zu einer vorhandenen Bisecting-Struktur in der Entenzelllinie EB66. Da aber
andere Aspekte sehr detailliert untersucht wurden, ist fraglich, ob es sich dabei um die Bisecting-
Struktur handelt.

Der Nachweis der Bisecting-Struktur in der Entenzelllinie kdnnte eine Erklarung fiir die iiberwiegend
unvollsténdig galactosylierten Strukturen der Membranglykoproteine darstellen (Abschnitt2.1.4).
Vollstindig galactosyliert zeigten sich ausschlieflich biantennére Strukturen. Héherantennéren Struk-
turen fehlte hingegen mindestens eine Galactose zur vollstandigen Galactosylierung (TriG2, Te-
traG3, PentaG4). Hierbei handelt es sich vermutlich um Bisecting-Strukturen, welche nach Varki
et al. [19] aufgrund sterischer Hinderung nicht weiter galactosyliert werden. Ein Beleg fiir die Ei-
genschaft von Vogelzellen auch hoherantenndre komplexe N-Glykane mit einer Bisecting-Struktur
zu exprimieren, stellt die identifizierte penta-antennére Struktur des Ovomukoids aus Hiithnereiklar

dar, nachgewiesen durch Rutherford et al. [4].
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Die Fe-Glykosylierung humanen Serum IgGs zeigt sich nach Kobata et al. [161] zu 10 % und rek.IgG
aus der CHO-Zelllinie nur zu <5 % sialyliert. Wahrend humane Zellen vorwiegend a2-6-verkniipfte
NeubAc exprimieren, wird sie von CHO-Zelllinien ausschlieflich a2-3-glykosidisch verkniipft [159].
In unverdnderten CHO-Zelllinien konnen demzufolge keine a2-6-sialylierten anti-inflammatorischen
IgGs produziert werden.

Die AGEL.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinien hingegen exprimieren zusatzlich zur a2-3-glykosidisch
verkniipften Neu5Ac auch die a2-6-verkniipfte und sind demnach in der Lage [gG mit anti-inflamma-
torischer Funktion zu generieren. Der in dieser Arbeit untersuchte rek.IgG wies jedoch eine sehr
geringe Sialylierung <1 % auf, was eine in diesem Fall ungewiinschte anti-inflammatorische Funktion
ausschliefst.

Die mannosereichen Strukturen Man5-8 konnten in vergleichbaren Mengen fiir rek.IgG der AGE1.CR-
, AGE1.CR.pIX- und CHO-Zelllinie nachgewiesen werden und bestétigen die geringen Mengen des
Anti-CD20-IgGs aus der EB66-Zelllinie nach Olivier et al. [96]. Ohta et al. [162] und Raju et
al. [49] konnten neben Man5-9 zusitzlich geringe Mengen an einfach glucosyliertem Man9 fiir IgG
aus Hiihnerzellen nachweisen. Die Struktur GlcMan9 wurde weder fiir [gG aus der EB66-Zelllinie
veroffentlicht [96], noch konnte sie fiir das rek.IgG der AGE1.CR- oder AGE1.CR.pIX-Zelllinie
nachgewiesen werden.

In Untersuchungen zu IgG aus Huhn- [49,95] und Entenzelllinien [96] wurden, wie auch in dem in die-
ser Arbeit untersuchten rek.IgG der AGE1.CR-~ und AGE1.CR.pIX-Zelllinie, keine fiir den Menschen
potentiell immunogenen Strukturen gefunden. Die humanihnliche N-Glykosylierung (Bisecting-
GlcNAc, NeubAc) und die robusten Wachstumseigenschaften der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-

Zelllinie macht den Einsatz zur Produktion therapeutischer Antikoérper fiir den Menschen denkbar.

3.2.1 Neue Strategie der Fucosereduktion

Zur Optimierung der IgG-Effektorfunktion wurde nach der Detektion einer IgG-typischen starken
Fucosylierung, eine neue Strategie zur Fucosereduktion umgesetzt. Bisher durchgefiihrte Strategien
umfassten beispielsweise den Knockout oder die Expressionsreduktion der al-6-Fucosyltransferase
(FUTS) [60, 88], der GDP-Mannose4-6-Dehydratase (GMD) [60,89], die Uberexpression der GnT-
III [73,90] oder die Erhéhung mannosereicher Strukturen mittels Kifunensin [74]. Im Vergleich
zur N-Glykosylierung des hybriden oder mannosereichen Typs besitzt rek.IgG mit komplexer N-
Glykosylierung nach Kanda et al. [163] Fucose-unabhéngig eine hohere Serumhalblebenszeit.

Zur Steigerung der Aktivitdt Tumor-spezifischer Antikérper wurde daher in dieser Arbeit die Fuco-
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sereduktion komplexer N-Glykane fokussiert. Die neue Strategie der Fucosereduktion basiert auf der
stabilen heterologen Expression der GDP-6-desoxy-D-lyxo-4-hexulose-Reduktase (RMD) aus Pseu-
domonas aeruginosa. Die RMD katalysiert die Umsetzung des GDP-Fucose-Vorlaufers, GDP-4-keto-
6-desoxymannose, zu D-Rhamnose [132,133] (Schema in Abb.2.22, S.48). Nach der veréffentlichten
Feedback Inhibition der GMD durch GDP-Fucose [91,164, 165] bei Sdugetierzellen und der GMD-
Inhibition bei Pseudomonas aeruginosa durch D-Rhamnose nach King et al. [132], wird durch die
RMD induzierte Rhamnoseproduktion ebenfalls eine Feedback Inhibition der GMD erwartet. Der
vorzeitige Abbruch des Fucose-Neusyntheseweges sollte entsprechend zu nicht fucosylierten Glyko-
proteinen fiihren. Aufgrund fehlender Rhamnosyltransferasen und -transporter in Wirbeltieren [166]
wurde kein Einbau der entstehenden Rhamnose in die zelluldre Glycobiosynthese erwartet.

Die Fucosereduktion mittels RMD-Expression wurde in IgG-exprimierenden Entenzelllinien und ei-
ner Anti-HER2 /neu-IgG exprimierenden CHO-Zelllinie durchgefiihrt, sodass der Vergleich der neuen
Strategie anhand zweier Zelllinien und Antikérper mdoglich war. Es zeigte sich in Abschnitt 2.3, dass
die RMD-Transfektion bei Enten- und CHO-Zelllinien zu einer erfolgreichen Fucosereduktion fiihrte
und somit eine Alternative zu bislang durchgefithrten Strategien der Fucosereduktion darstellt.

In Zellproteinen und rek.IgG aus RMD-transfizierten CHO- und Entenzellen konnte mittels HPAEC-
PAD und MALDI-TOF-MS erwartungsgemifs kein Einbau von Rhamnose beobachtet werden (Ab-
schnitt 2.3).

Bei Anti-HER2/neu-IgG (Trastuzumab) aus RMD-transfizierter CHO-Zelllinie konnte eine nahe-
zu 100-prozentige Fucosereduktion beobachtet werden. Mittels Fcy-Rezeptor-Bindungsassay und
ADCC-Testung mit HER2/neu-iiberexprimierenden Zielzellen konnte im Vergleich zur fucosylier-
ten Kontrolle eine bis zu 27fach verstirkte Aktivitat detektiert werden (Abschnitt 2.3). Stérkere
ADCC-Effekte wiren in der Testung mit Serum denkbar, was nach lida et al. [75] mit dem IgG
um die Fcy-Rezeptorbindung kompettiert. Dass auch der Genotyp des FeyRIITa-158 Valin (VV)
und des FeyRIIa-131 Histidin (HH) entscheidend ist fiir eine starke ADCC-Aktivitét, konnte fiir
Trastuzumab von Musolino et al. |78] gezeigt werden.

Einer der untersuchten Trastuzumabs enthielt neben nicht fucosylierten komplexen N-Glykanstruk-
turen erhohte Anteile (30 %) des mannosereichen Glykanen Man5-8, was nach Raju [6] keine zusétzli-
che Aktivitatssteigerung zur Folge haben sollte, da die Fucosylierung bereits gegen 0 reduziert vorlag.
Dennoch konnte im Vergleich zu Klonen mit zweifach geringeren Mengen mannosereicher Struktu-
ren eine hohere ADCC-Aktivitat detektiert werden (Abschnitt 2.3.3.3). Eine Fucose-unabhéngige
Aktivitétssteigerung durch mannosereiche Strukturen [74] ist somit wahrscheinlich.

Fucosyliertes rek.IgG, exprimiert in Entenzelllinien, zeigte sich im Fcy-Rezeptor-Bindungsassay
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(Abschnitt2.3.3.1) ahnlich aktiv zu dem IgG aus der CHO-Zelllinie. Das rek.IgG der Zelllinie
AGEL.CR.pIX zeigte sich sogar zweifach akiver zu dem der CHO-Zelllinie, was vermutlich auf
die vorhandene Bisecting-Struktur zuriickzufithren ist [73]. Somit hatte auch die hier fucosylierte
Bisecting-Struktur einen Fucose-unabhingigen ADCC-steigernden Effekt. Die gesteigerte FeyRIIla-
Bindungsaktivitit nicht fucosylierter rek.IgGs der Entenzelllinien dhnelt der des Trastuzumabs aus
der CHO-Zelllinie (16-19fach). Da erst Antigen-gebundenes IgG effektiv an den FeyRIIIa bindet [61],
wéren auch fiir nicht fucosylierte rek.IgGs aus Entenzelllinien eine stérkere Aktivitdts-Steigerung
bei ADCC-Testung mit dem Antigen zu erwarten, was fiir Trastuzumab beobachtet werden konnte.
Zusétzlich war in Entenzelllinien eine RMD-expressionsabhédngige Fucosereduktion zu beobachten.
Klone mit geringerer RMD-Expression wiesen eine geringere Fucosereduktion auf (Abschnitt 2.3).
Nach Scallon et al. [136] ist die Fucosereduktion einer der zwei N-Glykane im IgG-Fc-Teil bereits
ausreichend fiir eine maximale Aktivitdtssteigerung. Es waren demzufolge keine Aktivitdtsunter-
schiede zwischen den verschieden stark fucosylierten rek.lgGs der Entenzelllinien zu erwarten. Im
Fevy-Bindungsassay konnte diese Vermutung bestétigt werden, da keine Unterschiede in der Akti-
vitdt zwischen 70 und 94% nicht fucosylierten rek.IgGs nachgewiesen werden konnten. Ahnliche
Ergebnisse konnte Olivier et al. [96] mit Anti-CD20-IgG aus der Entenzelllinie EB66 zeigen. In die-
ser Studie zeigte sich eine maximale ADCC-Steigerung bei einer 50-prozentigen Fucosylierung, eine
erhohte Menge nicht fucosylierter Strukturen (80 %) erbrachte keine zusétzliche ADCC-Steigerung.
In Studien von lida et al. [75] konnten kompetitiv-inhibitorische Effekte fucosylierter mit nicht
fucosylierten rek.IgGs um die Antigen-Bindungsstelle beobachtet werden. Zudem zeigte sich fuco-
syliertes rek.IgG in Kompetition mit Plasma-IgG um den Fcy-Rezeptor auf NK-Effektorzellen mit
deutlich geringerer Aktivitdt. Demnach sollte fiir den therapeutischen Einsatz mit stirkster ADCC
ein vollstandig nicht fucosyliertes rek.IgG eingesetzt werden. Eindeutige Aussagen zum Ausmafs des
ADCC-steigernden Effektes nicht fucosylierten rek.IgGs am Menschen werden jedoch mit hochster

Spannung von den laufenden klinischen Studien erwartet.

3.3 Modifizierter Vakzinia Virus Ankara

Viren kénnen wirtsspezifische Glykosylierungen zur Zellanheftung, als ersten Schritt der Infektion,
nutzen. Diese Glykosylierungsmuster enthalten in der Regel Sialinsduren oder Fucosen [33], welche
durch lektindhnliche Oberflichenproteine gebunden werden. Bei Influenzaviren ist dieses Oberfla-
chenprotein das Hamagglutinin (HA). Fiir eine Freisetzung von Nachkommenviren stort jedoch die

Rezeptorbindung. Bei Influenzaviren sorgt ein weiteres Oberflachenprotein, die Neuraminidase (NA)
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fiir die Abspaltung potentieller Bindungstellen auf der Zelloberfliche. So geht eine Neuraminidase-
behandlung von Zelloberflichen oft mit einer geminderte Infektisitét von Viren einher [167]. Der
humane Norovirus bildet eine Ausnahme, dieser zeigte bei Neuraminidasebehandlung von Zellen eine
Zunahme der Infektiositat, vermutlich weil durch diesen Schritt sterische Hinderung verringert wird
und das eigentlich genutzte fucosylierte Motif besser zuginglich ist. Auch der MVA-Virus besitzt
anscheinend neben der Sialinsdureerkennung mittels Himagglutinin weitere Anheftungsstrategien,
da lediglich zwei Drittel der umbhiillten Viren Hamagglutinin auf ihrer Oberfliche tragen [124]. Zu-
sitzlich fehlt MVA eine eigene Neuraminidase. Es besteht demnach die Gefahr, dass austretende
Viruspartikel an der Wirtszelloberfliche ,kleben bleiben* [168]. Die Beobachtung von Jordan et
al. [93], dass die AGE1.CR-Zelllinie iiber eine héhere MVA-Produktivitét im Vergleich zur deut-
lich stérker sialylierten BHK-Zelllinie verfiigt, konnte die Vermutung alternativer, nicht sialylierter
Erkennungssequenzen bestatigen.

Anhand des HIV-2 Glykoproteins [125,169], dem Marburg-Virus [126] und dem HA des Influenza-
Virus [170] konnte beispielsweise beobachtet werden, dass Viren eine wirtsspezifische Glykosylierung
aufweisen. Die Ubernahme einer wirtsspezifischen Glykosylierung in Form von zusitzlichen wirts-
eigenen Membranen, in die sich der Virus hiillt, erhoht anscheinend die Infektiositat. Bei MVA
bestétigt sich dies nach Locker et al. [107] bei der Bindung an HeLazellen in Abhéngigkeit verschie-
den umbhiillter Viren. So induzierte der nicht zusdtzlich umhiillte IMV eine Signalkaskade, wihrend
der zusétzlich durch wirtseigene Golgi-Membranen umbhiillte EEV diese Signalkaskade nicht auslost
und infektidser ist.

Von einzelnen Strukturen abgesehen, zeigte sich die N-Glykosylierung der Membranglykoproteine
nach MVA-Infektion (Membran-MVA) und der EEV-Partikel (EEV) unter Betrachtung der An-
tennaritit, Galactosylierung und Fucosylierung jeweils vergleichbar zu den gewonnenen Daten aus
Membranglykoproteinen ohne Infektion (Abschnitt 2.1.4).

Uberraschenderweise zeigte sich im speziesiibergreifenden Vergleich der N-Glykosylierung der BHK-
und CHO-Zelllinie eine groke Ahnlichkeit in Glykosylierungseigenschaften. So konnte eine dhnliche
Verteilung iiberwiegend biantennérer N-Glykane mit einfacher Fucosylierung nachgewiesen werden,
was Ergebnisse von Gawlitzek et al. [171] fiir die BHK-Zelllinie bestétigt. Hard et al. [159] beschrieb
eine dhnliche Glykosylierung fiir CHO-Zellen. Auch die iiberwiegend vollsténdige Galactosylierung
konnte bestétigt werden.

Die detektierten Unterschiede in der Sialylierung der Membran-MVA und des EEVs lassen vermuten,
dass die Zellinfektion mit MVA verdndernd in die Glykosylierungsmaschinerie des Wirts eingreift.

Einschrinkend muss jedoch gesagt werden, dass die erhohte Sialylierung im Vergleich zur Mem-
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branglykosylierung ohne MVA-Infektion auch durch die unterschiedlichen Zellmedien zur Infektion
und zur Proliferation der Zellen begiinstigt worden sein kénnten. Bei infizierten AGE1.CR.pIX- und
BHK-Zellen zeigten sich die Membranglykoproteine (Membran-MVA) jeweils stérker sialyliert im
Vergleich zu den EEVs. Dies konnte auf die bei Zellaustritt fusionierte dufere Virusmembran der
[EVs zuriickzufithren sein. Da nach Meiser et al. [144] vorwiegend CEVs gebildet werden, kénnte
die Endocytose einer solch grofen Menge an Virusproteinen langsamer sein als die Exocytose neuer
IEVs. Dies konnte eine erhohte Sialinsduremenge an der Zelloberfliche erklaren.

Bakterielle Eingriffe in die Wirtsglykosylierung, wie die induzierte Sezernierung von Neuraminidasen
und Fucosidasen, die die Wirts-Oberflichenglykosylierung zu Gunsten von beispielsweise Helicob-
acter pylori |172| verdndern, sind bereits bekannt.

Im Vergleich zu anderen Virenoberflichenproteinen wie das gp120 von HIV, welches vorrangig mit
mannosereichen Strukturen des Typs Man 7-9 besetzt ist [173,174], wurden diese Strukturen bei
den hier untersuchten EEV-Partikeln des MVA lediglich mit einem Anteil von 20 % der N-Glykane
detektiert.

Die fiir humane Glykoproteine untypische grofe Menge mannosereicher Strukturen bietet eine Mog-
lichkeit zur Virusbekdmpfung. So wurde beispielsweise der therapeutische Antikérper 2G12 gene-
riert, der im Serum befindliche Viren iiber deren mannosereiche Strukturen komplexiert und somit
an der Infektion neuer Wirtszellen hindert [149,175]. In einem seltenen US-amerikanischen Fall
einer Infektionen mit der smallpoz, konnte die Gabe virusspezifischer Antikérper ein Leben ret-
ten [152]. Aufgrund der hiufig erhéhten Anteile mannosereicher Strukturen an Virusoberflichen,
versprechen sie eine breite Virusbekdmpfungsmdoglichkeit. In Kombination mit der prophylaktischen
Immunisierung mit attenuierten Lebendimpfstoffen, wie bei dem Vakzinia Virus ACAM2000 [176]
und den Virustatika wie Cidofovir Smee2002, Cidovir [177| oder Aciclovir [178], zur Inhibition
der DNA-Synthese stehen verschiedene Strategien der Virusbekimpfung zu Verfiigung. Gerade mit
Blick auf potentielle Virusresistenzen gegen einzelne Strategien zahlt es sich wie im Falle des US-
amerikanischen Kleinkindes [152] aus, tiber alternative Strategien zu verfiigen. So sollten zukiinftig
Virusglykosylierungen noch genauer untersucht werden, um neue therapeutische Ansétze zu entde-

cken.
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4 Zusammentassung

4.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden die N-Glykosylierungseigenschaften der neuen Designer-
zelllinie AGEL.CR charakterisiert. Die Zelllinie wurde aus Retinazellen der Ente Cairina moschata
iiber die Expression adenoviraler Proteine immortalisiert. Durch die zusétzliche Expression des
adenoviralen pIX-Proteins wurden in der AGE1.CR verédnderte biochemische Eigenschaften beob-
achtet, die sich moglicherweise auf einen konstitutiv aktivierten Heat-Shock riickfiihren lassen. Dazu
zéhlen Wachstumsunterschiede und eine verstirkte Virusproduktivitidt. Da diese einen Einfluss auf
die Glykosylierung haben kénnten, wurde die N-Glykosylierung beider Entenzelllinien, AGE1.CR-
und AGE1.CR.pIX, untersucht. In Hinblick auf die funktionelle Relevanz von N-Glykanen wurde
insbesondere die zellspezifische Sialylierung und Fucosylierung der Zellmembranglykoproteine und
rekombinant exprimierter Proteine mittels Lektinfdrbung, Chromatographie und Massenspektrome-
trie analysiert.

Uber RP-HPLC konnte fiir die AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinien die ausschliefliche Expres-
sion von NeubAc statt der bei tierischen Zellen hiufig auftretenden Neu5Gce nachgewiesen werden.
Mittels spezifischer Lektine konnte der Verkniipfungstyp der Neu5Ac beider Entenzelllinien als a2-3-
und «a2-6-glykosidisch bestimmt werden. Im Gegensatz zur hiufig verwendeten Produktionszelllinie
Chinese Hamster Ovary (CHO), welche ausschlieflich a2-3-verkniipfte NeubAc aufweist, eignen sich
die Entenzelllinien somit insbesondere zur Produktion von anti-inflammatorischen rekombinanten
IgGs (rek.IgG).

Die Zellmembranglykosylierung wies tiberwiegend triantennire komplexe N-Glykane auf. Somit ex-
primieren die Entenzelllinien, dhnlich zur humanen neuronalen Zelllinie (AGE1.HN, ProBioGen),
hoherantennére komplexe N-Glykane, im Vergleich zur CHO-Zelllinie mit iiberwiegend biantennéren
Strukturen. Der Fucosylierungsgrad konnte chromatographisch und massenspektrometrisch anhand
von Membranglykoproteinen nachgewiesen werden. Hierbei zeigten sich die Entenzelllinien iiberwie-

gend einfach-fucosyliert mit einem insgesamt geringeren Fucosylierungsgrad als die CHO-Zelllinie.
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Im Gegensatz zu Membranglykoproteinen wiesen die rek.IgGs aus beiden Entenzelllinien einen fiir
IgG typischen hohen Anteil an Core-Fucose auf.

Im Weiteren lief sich fiir beide Entenzelllinien im Vergleich zur CHO-Zelllinie, sowohl fiir Mem-
branglykoproteine als auch fiir rek.IgG, eine geringere Galactosylierung messen. Die AGE1.CR.pIX-
Zelllinie wies im Vergleich zur AGE1.CR-Zelllinie v.a. eine héhere Galactosylierung auf. Dies kénn-
te in der Aktivierung von Heat-Schock-Proteinen durch das pIX-Protein begriindet sein, was mit
einer strengeren Kontrolle der Proteinfaltung einhergeht. Da die Proteinglykosylierung fiir eine
korrekte Proteinfaltung entscheidend sein kann, ist eine vollstindigere Galactosylierung bei der
AGEL.CR.pIX-Zelllinie im Vergleich zur AGE1.CR-Zelllinie plausibel. Anhand des rek.IgGs konn-
te iiber eine Kombination verschiedener Analysemethoden die Eigenschaft der Entenzelllinien zur
Ausbildung der Bisecting-Struktur nachgewiesen werden. Diese Struktur findet sich ebenfalls hdufig
in IgG, welches aus humanem Serum isoliert wurde, nicht aber in rek.IgG aus der CHO-Zelllinie.
Fiir rek.IgG, exprimiert in den Entenzellinien, und Anti-HER2/neu (Trastuzumab), exprimiert in
der CHO-Zelllinie, konnte erfolgreich eine neue Strategie zur Fucosereduktion mit gesteigerter Fe-
Effektorfunktion durchgefiihrt werden. Die Methode inhibiert den Neusyntheseweg der GDP-Fucose
und stellt eine Alternative zu derzeitig verfiigharen Strategien, wie der Expressionsreduktion der
FUTS, dar und erméglicht die Generierung stabiler Zelllinien mit nahezu vollstdndig inhibierter
Fucosylierung.

In den Entenzelllinien, welche insbesondere zur Virusproduktion geeignet sind, wurde weiterhin der
Virus Modified Vaccinia Virus Ankara (MVA) produziert und dessen N-Glykosylierung massen-
spektrometrisch untersucht. Die N-Glykosylierung der MVA-Partikel zeigte sich erwartungsgemafs
wirtsdhnlich. MVA-Partikel und Membranglykoproteine nach Infektion wiesen jedoch {iberraschen-
derweise, im Vergleich zu Membranglykoproteinen ohne Infektion, eine erhohte Sialylierung auf.
Es wird vermutet, dass MVA-Partikel mit gesteigerter Sialylierung lingere Serumhalblebenszeiten
aufweisen und sich eventuell mit hoherer Affinitét an die Wirtszelloberfliche anheften. Diese Arbeit
wirft die Frage auf, ob MVA diese Eigenschaft gezielt hervorrufen kann. In Zukunft kénnte dies
beispielsweise anhand von Experimenten mit weiteren Zelllinien ndher untersucht werden.

Anhand der untersuchten Zellmembranglykosylierung und der Glykosylierung des rek.IgGs konn-
ten erfolgreich spezifische Glykosylierungseigenschaften der Entenzelllinien nachgewiesen werden.
Hierzu zéhlen die Ausbildung {iberwiegend komplexer N-Glykane, die Fahigkeit zur Ausbildung der
Bisecting-Struktur, sowie die Ausbildung der Core-Fucose und der Sialylierung mit ausschlieflich
NeubAc in a2-3- und a2-6-Verkniipfung. Es konnten zudem keine fiir den Menschen potentiell immu-

nogenen Monosaccharide (z.B. Xylose oder Neu5Gce) oder Oligosaccharide (z.B. ausschliefslich man-
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nosereiche Strukturen) identifiziert werden. Die Entenzelllinien bilden somit eine human-dhnliche
Glykosylierung aus und sind aufgrund dessen nicht nur geeignet zur Produktion von Viren, sondern

auch von rekombinanten therapeutischen Proteinen fiir den Menschen.
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4.2 Abstract

In the present dissertation the N-glycosylation profile of a new avian cell line, AGE1.CR, has been
characterised. This cell line has been developed from retina cells of the Muscovy duck (Cairina
moschata) by immortalization via stable transfection with E1 genes from human adenovirus type
5 and was designed by ProBioGen AG to replace primary chicken cells in the field of vaccine
production. AGE1.CR.pIX is a modified CR cell line transfected for stable expression of the pIX-gene
that encodes a structural protein of human adenovirus type 5. This modification further increases
productivity of the cell line for certain viral vectors. However the AGE1.CR.pIX cell line showed an
increased glucose consumption and propensity to cell-cell aggregation. Given that cell contacts and
glycosylation are closely related, the N-glycosylation profile of both avian cell lines — AGE1.CR and
AGE1L1.CR.pIX — was characterised. With regard to functionality the focus of the characterisation
was on cell-specific sialylation and fucosylation. In addition, native cell membrane glycoproteins
and recombinant glycoproteins were analysed by specific lectin staining, chromatography and mass
spectrometry.

Sole expression of N-acetylneuraminic acid (NeubAc) instead of typical N-glycolylneuraminic acid
(NeubGce) was determined by RP-HPLC for the AGE1.CR- and AGEL.CR.pIX cell line as in human
cells. Surprisingly, specific lectin staining coupled with FACS-analysis showed an a2-3- and a2-6-
glykosidic linked NeubAc for avian cell lines. In comparison, the common used producer cell line
chinese hamster ovary (CHO) exclusively expresses a2-3-linked Neu5Ac. Due to the ability of expres-
sing a2-6-linked Neu5Ac the avian cell lines are useful to produce anti-inflammatory recombinant
human IgGs (rec.IgG). The analysed N-glycosylation profile of avian cell membrane glycoprote-
ins exhibited predominantly complex type tri-antennary N-glycans. Similar to the analysed human
neuronal cell line (AGE1.HN, ProBioGen), avian cells showed a higher antennary composition in
contrast to the CHO cell line with predominantly complex type bi-antennary N-glycans.

By chromatography and mass spectrometry, a decreased fucosylation state could be determined for
avian cell membrane glycoproteins in contrast to CHO. Complex type N-glycans were found to be
predominantly single fucosylated in the al-6-linked state also known as core-fucose. In contrast to
a decreased fucosylation state of avian cell membrane glycoproteins rec.IgG was produced with a
IgG-typical high core-fucosylation.

Furthermore, in comparison of avian and CHO cell lines avian cell membrane glycoproteins and
rec.IgGs showed a decreased galactosylation state. The AGEL.CR showed further a decreased ga-

lactosylation state in contrast to the AGE1.CR.pIX cell line, as the only detected difference in
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between of the two avian N-glycosylation profiles.

Because galactosylation is one of the final processing steps of well-folded proteins this supports
the model where pIX in the AGE1.CR.pIX activates heat shock responses that potentially improve
protein folding and maturation. It is also demonstrated that the avian cells, as opposed to CHO,
express rec.IgG with bisecting GlcNAc structures similar to IgG in human serum.

Furthermore a new strategy for stable reduction of fucosylation was successfully implemented in
avian and CHO cell lines expressing rec.IgG. This method inhibits the de novo synthesis of GDP-
Fucose and demonstrates a novel alternative to common stategies such as the a1-6-fucosyltransferase
(FUTS) -knockout. rec.IgG with demonstrated reduction in fucosylation showed an increased Fc
mediated effector function.

The avian cell lines, were further used to produce the modified vaccinia virus ankara (MVA), an
important strain for vectorial vaccine applications. The N-glycosylation profile of MVA produced
in avian cells reflected host properties. However, MVA-particles exhibited an increased sialylation
state as compared with the cell membrane glycoproteins. We speculate that the virus promotes this
state as MVA-particles with higher sialylation are protected against early clearing out of serum by

asialoglycoprotein receptors.

With the help of analysed cell membrane glycoproteins and rec.IgGs, elementary characteristics of
the avian N-glycosylation profile could be determined. Thus the AGEL.CR and AGE1.CR.pIX cell
lines showed an «2-3- and «2-6-linked Neub5Ac, bisecting-GlcNAc and core-fucosylation. Finally,
in the avian N-glycosylation profile no for human potent immunogenic monosaccharides, such as
Xylose or NeubGe, could be found. Recombinant human IgG from AGE1.CR resembled low amounts
of mannose rich structures as detected with CHO cells. Thus the new avian cell lines - AGE1.CR
and AGE1.CR.pIX — exhibit a human-like N-glycosylation profile and appear suitable not only for

virus production but also for production of therapeutic proteins.
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5.1 Materialien

5.1.1 Gerate
GERATE NAME HERSTELLER
Desaspeed LC-1K Desaga, Wiesloch
J2-21 Beckmann, Krefeld
. Optima’LE-80K Beckmann, Krefeld
Zentrifuge )
Avanti”™ J20 Beckmann, Krefeld
Sigma 2-16K Sartorius, Gottingen
Galaxy Mini VWR, Darmstadt
Zentrifuge Heraeus, Diisseldorf
SpeedVac Kiihlfalle Heraeus, Diisseldorf
Vakuumpumpe Vacuubrand, Wertheim
Thermomix Comfort Eppendorf, Wessling-Berzdorf
T10A Heraeus, Diisseldorf
CB150 Binder, Tuttlingen
Inkubator Certomat Sartorius, Gottingen
Unimax 1010/1000 Heidolph, Schwabach
UuTe6 Heraeus, Diisseldorf
HeraCell Thermo Fischer Scientific,
Langenselbold
Multitron HT Infors, Bottmanningen, Schweiz
HeraSafe KS12 Thermo Fischer Scientific, Langenselbold
Sterilbank LaminAir Heto Holten, Allerod, Danemark
Handy H51 Sartorius, Gottingen
Waage , s
ME235S Sartorius, Gottingen
Ultraschallbad Sonorex TK52 Bandelin, Berlin
bidest.H,O MilliQ Gradient A10 Millipore, Schwalbach
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA
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Magnetriihrer RH basic IKA Labortechnik, Staufen
pH-Meter pH211 Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Pipetten Research, variabel Eppendorf, Wessling-Berzdorf
Gelimager Gel Doc™ XR Bio-Rad, Miinchen
Scanner A3 Scanner Bio-Rad, Miinchen
Plattenreader Infinite M200 Tecan, Crailsheim
MicroPorator MP-100 Digital Bio, Ace High-end Tower, Korea
Zellsortierer CyFlow space Partec, Miinster
Zellseperator Magnetic bead separator Milteny, Bergisch Gladbach
PCR-Maschine PTC-100"M MJ Research, Inc. Watertown, USA
Fluorometer Qubit®Fluorometer Invitrogen, Karlsruhe
Real-Time- StepOnePlus AB, Foster City, CA
Cycler
Zellzéhlgerat Vi-Cell XR Beckman Coulter, Brea, CA
. Olympus IX-50 Olympus, Hamburg

Mikroskop . .

Leica DM IL LED Leica, Wetzlar

MicroPorator MP-100 PEQLAB, Erlangen
Proteinmefbgeridt  Gyrolab xP workstation Gyros AB, Uppsala, Schweden
FPLC GE Pharmacia FPLC Amersham Pharmacia, Freiburg
CE CE-MDQ-PACE Beckman Coulter, Brea, CA
HPLC Summit HPLC Dionex, Idstein
HPAEC-PAD HPAE-PAD Dionex, Idstein

MALDI-TOF-MS

Ultraflex® TIT smartbeam™

MALDI TOF/TOF

Bruker Daltonics, Bremen

5.1.2 Chemikalien

CHEMIKALIEN FIRMA

ACN J. T.Baker, Deventer, Holland
Acrylamide/BisSolution 30 % Bio-Rad, Miinchen

AEM Invitrogen, Karlsruhe
aMEM Lonza, Verviers, Belgien
alsGP Human, Hermentine

APS Bio-Rad, Miinchen

APTS Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Agarose monomeric avidin

Aminosauren 50 X

Pierce/Perbio, Bonn

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Ammoniaklésung >25 %
Arabinose

Asparagin-1. 133 mM
Biosafe Coomassie
Blockierungsreagenz
Brilliant Stain

Calcein AM

Chloroform
CryoSure-DMSO
Cyanbromid aktivierte Sepharose 4B
Dapi

Desoxyribose

DH
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DMSO

DNA-Leiter, 1kb-Plus
DTAF

DTE

DMEM/F12 1:1
EDTA-free (Tabletten 25x)
Effectene™™

Essigsaure

Ethanol (HPLC-Grade)
Ethanol (vergéllt)
Ethidiumbromid

FCS

Formaldehyd

Fructose

Fucose

Geneticin/G418
Galactosamin hydrochlorid
Galactose

Galactose 1M

Glucose

Glucose 2,5 M

Glucosamin hydrochlorid
Harnstoff

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen

Roche, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

WAK, Steinbach
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Mannheim
Fluka(Sigma)Steinheim
Oxford Glycoscience, Abingdon, UK
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Herbeta, Berlin

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Fluka(Sigma)Steinheim
Fluka(Sigma)Steinheim
PAA, Pasching, Osterreich
Fluka(Sigma)Steinheim
Fluka(Sigma)Steinheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka(Sigma)Steinheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka(Sigma)Steinheim
Merck, Darmstadt
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Hefe-Hydrolysat
HySOy

HT
Lipofectamine”™

Luminol

Mannose

Medium C8862

Medium CD293

Methanol

Methyl-Todid 12C
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid Plétzchen
Natronlauge

NP40

OGP

PBS

p-Coumaric Acid
Penicillin-Streptomycin
Protein A-Sepharose’ 4B
Puromycin

RPMI 1640

Saponin

Soja-Hydrolysat

Stabiles Gln

Sucrose

Super-DHB

TEMED

TMB

TFA

Tris

TrypLE™M

Tween20
Vitamine+Mineralien 100 X
Vollblut

Wasserstoffperoxid

Zeocin

SAFC Bioscience, Lenexa, KA, USA

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen; Carlsbad, CA
Roth, Karlsruhe
Fluka(Sigma)Steinheim

SAFC Bioscience, Lenexa, KA, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Fluka(Sigma)Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Deventer, Holland
Calbiochem, Bad Soden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
BioChrom, Berlin
Invitrogen, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

SAFC Bioscience, Lenexa, KA, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen
Seramun, Dolgenbroth
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Haema, Berlin

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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5.1.3 Verbrauchsmaterial

VERBRAUCHSMATERIAL

HERSTELLER

6/12/24/96er Lochplatten

25/7 cm? Zellkulturflaschen
Vakuumfilter (150 ml Flasche),

PES 0,22 ym

Spritzenfilter, PES 0,22 ym

konische Zentrifugenrohrchen 15/50 ml
BRT 50ml

Kryoréhrchen 2 ml

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz

schwarze 96er Fluoreszenzplatten

5/10/25ml Serologische Pipetten
0,125/0,5/2 1. Erlenmeyerkolben

Cloning discs, 3mm

Thermo Fischer Scientific,
Langenselbold

Sarstedt, Niimbrecht

VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St Louis, USA

C-18-Saulen

Carbograph SPE Siulen
TopTip™™ Typ P2-Carbon-Siulen
Bio-Traces Nitrocellulosemembran

Blotting-Filterpapier

Millex Syringe Driven Filter Unit, 0,22 ym

VivaSpin 6,/30.000 MVCO, PES

Waters Milford, MA, USA
Grace Davison, Deerfield, IL
Sunchrom, Friedrichsdorf

Pall, Dreieich

Whatman, Maidstone, England
Millipore, Bedford, USA

VivaScience, Hannover

Glasflaschen
Objektrager/Deckel
Glas-Vials 2ml (2-SV)
Glas-Deckel 2ml (8-SCJ)
Glas-Septen 2ml (8-ST101)
Glas-Vials 4 ml
Glas-Deckel 4 ml

Schiitt, Gottingen

Roth, Karlsruhe
Chromacol/Abimed, Langenfeld
Chromacol/Abimed, Langenfeld
Chromacol/Abimed, Langenfeld
Wheaton/VWR, Darmstadt
Wheaton/VWR, Darmstadt

5.1.4 Kits

TeEsTKIT

HERSTELLER

NucleoSpin® RNAII Kit
Quant-iT"RNA Assay Kit
Quant-iT"™DNA Assay Kit
Quant-iTTMProtein Assay Kit

Macherey-Nagel, Diiren

Invitrogen, Carlsbad, CA
Invitrogen, Carlsbad, CA
Invitrogen, Carlsbad, CA
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cAMV First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA

BCATMProtein Assay Kit Pierce(Perbio), Rockford, USA
QIAquick Gel Extraction Kit, 250 Qiagen, Hilden

Carbohydrate Labeling and Analysis Kit  Beckman Coulter, Brea, CA
Mikroporations-Kit Peqlab, Erlangen

5.1.5 Antikorper

ANTIKORPER HERSTELLER

pHuman Serum IgG Sigma-Aldrich, Deisenhofen
pRabbit Anti-Vaccinia Quartett, Berlin
pGoat Anti-Rabbit-HRP  Promega Corp., Mannheim

Anti-Feyllla-His RD Systems, Minneapolis, MN
mAnti-Tetra-His Qiagen, Hilden
mAnti-Human-HRP Dianova, Hamburg
Anti-CD56-Alexa488 BD, San Jose, CA
Anti-CD16-PE BD, San Jose, CA
5.1.6 Lektine
LEKTIN ABKURZUNG KONJUGAT SPEZIFITAT
Sambucus Nigra Agglutinin ~ SNA Biotin a 2,6 Sia
Maackia Amurensis Agglutinin  MAA Biotin a 2.3 Sia
Aleuria Aurantia Lectin AAL Biotin Fuc a 1,6 GlcNAc
Lens Culinaris Agglutinin LCA Fluorescein Fuc a 1,6 GlcNAc

Die angefiihrten Lektine stammen von Vector Laboratories; Burlingame, CA.

5.1.7 Primer/Vektoren

GEN PRIMER SEQUENZ PRODUKT HERSTELLER

vorwarts AGATCTGCCACCATGACC MolBiol, Berlin
RMD 1116 bp
riickwirts GAGCGCAAAACCCTCTTC

Tumor-spezifisches IgG1: Expressionsvektor von ProBioGen (PBG, Berlin); leichte und schwe-
re Kette in einem Vektor; Puromycinresistenzgen
Trastuzumab (Herceptin®); Anti-HER2/neu-IgG1; Klon von PBG zum Test der RMD-
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Strategie zur Fucosereduktion eingesetzt.
RMD: Expressionsvektor von ProBioGen (PBG, Berlin); Aminsduresequenz (304 AS) aus
Pseudomonas aeroginosa PAO1 (GenBank: AAG08839.1); enthélt zusétzlich eine green fluo-

rescent protein (GFP)-Sequenz

5.1.8 Enzyme

GRUPPE ENZYME FIrRMA

Endoglyko-  N-Glykosidase F Roche Diagnostics, Mannheim

sidasen Endo-S Andre Winkler, DRFZ
Neuraminidase Roche Diagnostics, Mannheim
Sialidase S Roche Diagnostics, Mannheim

Exoglyko- fs-Galactosidase Roche Diagnostics, Mannheim

sidasen HEXaseIIl, GKX5003 ProZyme, San Leandro, CA

HEXase I, GKX80050
Fucosidase GKX5019
Fucosidase GKX5006

ProZyme, San Leandro, CA
ProZyme, San Leandro, CA
ProZyme, San Leandro, CA

Restriktions- Nrul

enzyme Spel

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Taq-Polymerase
Trypsin TPCK 1426

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, St Louis, MO

Die jeweilige Enzymspezifitdt ist in Abschnitt 5.5.1, S.119 und 7?7, S.?? nachzulesen.

5.1.9 Organismen

URSPRUNG ZELLLINIE

Moschusente (Cai- AGEL.CR Cairina Retina (PBG)
rina moschataST4)  AGE1.CR.pIX  Cairina Retina+pIX (PBG)
AGEL.HN Humane Neuronale (PBG)

HEK-293 Human Embryonic Kidney
Human
ATCC-CRI-1573
SK-BR3! epithelial /adhérent; Brustkrebs-
BT-4742 zellen; starke HER2 /neu-Expression

LCell Lines Service (CLS), Eppelheim
2 American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA
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CHO-DG44 Chinese hamster ovary (CHO);
Hamster . .
Dihydrofolatreduktase negativ
BHK-21 Bovine Hamster Kidney
Affe Vero African Green Monkey Kidney
ATCC-CCL-81
MVA ATCC-VR-1508  Modified Vaccinia Virus Ankara

5.1.10 Software

SOFTWARE HERSTELLER
GlycoWorkbench [179]
Glyco-Peakfinder [180]

Chromeleon Client

Gyrolab Evaluator Software
Version 6.8

flex Control 3.0

flex Analysis 3.0

32 Karat

Magellan 6 Version 6.4/6.1
Image Lab™™™

PDQuest

ViewfinderLite? 1.0

Dionex, Idstein

Gyros AB, Uppsala, Schweden

Bruker Daltonics, Bremen
Bruker Daltonics, Bremen
Beckmann, Krefeld
Tecan, Crailsheim
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Olympus, Hamburg
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 RT-PCR

Zum Nachweis der RNA-Expression wird die messenger RNA (mRNA) aus Zellen isoliert und
iiber eine RNA-abhingige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase, RT) in komplementére
DNA (¢DNA) umgeschrieben. Diese bildet nun die Grundlage zum spezifischen Gennachweis

mittels herkdmmlicher Polymerasekettenreaktion (PCR).

5.2.1.1 mRNA-Isolierung

Hierbei wird der NucleoSpin@® RNA II Kit verwendet. 2 x 10° Zellen werden gemiif dem
Protokoll zur Isolierung von mRNA aus Eukaryoten eingesetzt und abschliefsend in 60 pul

eluiert.

5.2.1.2 Quantifizierung der RNA

Die isolierte mRNA wird mit dem Quant-iT"M RNA Assay Kit quantifiziert. Dafiir wer-
den die Proben mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und im Qubit Fluorometer de-
tektiert (630g,/680g, nm). Abgesehen von SDS ist diese Methode unempfindlich gegen-
iiber herkémmlichen Konzentrationen an Salzen, Losungsmitteln und Proteinen. Der Quant-
iTTM RNA Assay Kit hat einen linearen Bereich von 5-100 ng. Die Messung von Triplikaten
hat einem Variationskoeffizienten (VK) von <10%. Die Proben werden mit beiliegendem
Puffer in diinnwandigen, lichtdurchléssigen 0,5-ml-Gefafsen geméf dem Hersteller-Protokoll

verdiinnt. Die Messung ist auf Raumtemperatur ausgelegt, die Proben werden entsprechend
behandelt.

5.2.1.3 RT-PCR

Die unspezifische Umschreibung isolierter mRNA in ¢cDNA wird mittels cloned avian myelo-
blastosis virus(AMYV) First-Strand cDNA Synthesis Kit durchgefiihrt. mRNA wird mit AMV
Reverser Transkriptase (AMV-RT) und einem Gemisch von DNA-Primern, bestehend aus 6
zufillig gepaarten Nukleotiden, in verschiedene RNA-cDNA-Hybridstrange umgeschrieben.
In einem zweiten Schritt wird nun die cDNA durch eine DNA-abhéingige DNA-Polymerase
mit erh6hter Temperaturstabilitéit (Tag-Polymerase) und genspezifischen DNA-Primern (vor-
wirts und riickwérts) exponentiell amplifiziert. Der Erfolg wird iiber Agarosegelelektropho-
rese gepriift.

Der Ansatz wird bei 65°C, 5min denaturiert. Es folgt die Zugabe fiir die Amplifikation:
Zur cDNA-Synthese (RT) wurde der Ansatz 10 min bei 25 °C (Primeranlagerung), 50 min bei
55°C (cDNA-Synthese) und 5min bei 85°C (Synthesestop) inkubiert. 2 ul der first-strand
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REAGENZIEN 1 x ANSATZ
random-hexamer Primer  10-20 pmol
mRNA 500 ng
10mM dNTP Mix 2 ul
DEPC H,O ad 12 ul
>~ Volumen 12 ul
REAGENZIEN 1 x ANSATZ
5 x ¢cDNA Synthesepuffer 4l
0,1M DTT 1
RNaseOUT™™ (40 U/ pl) 1pl
DEPC H,O 1pul
cloned AMV RT
(15U / pul) 1pl
>~ Volumen 20 pl

Synthese werden anschliefend fiir die Genamplifikation mit spezifischen Primern wie folgt

eingesetzt.
REAGENZIEN 1 x ANSATZ/TEMP/ZEIT
cDNA 2 ul
= Primer je 20 pmol
Taq-Polymerase 0,0U
10mM dNTP Mix 2,5mM
MgCIQ 275 mM
DEPC H,0O ad 25 pul
>~ Volumen 25 pl

5.2.1.4 Real-Time-PCR

Eine Moglichkeit der relativen Quantifizierung des MVA-Virus stellt die Real-Time-PCR dar.
Die Virus-DNA wird isoliert und iiber Gen-spezifische Sonden quantifiziert (StepOnePlus).
Die Anzahl der benotigten PCR-Zyklen, fiir das Erreichen eines bestimmten Schwellenwer-
tes, wird als Maf fiir die Menge an urspriinglich enthaltenem Template gesetzt [181]. Zur

Normalisierung wird zusétzlich das E1-Gen detektiert, als Maf fiir die urspriingliche Zellzahl.

5.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient hier der Auftrennung von DNA nach Groéke. Die ein-
gesetzte Konzentration bestimmt die Porengrofe des Gels und somit dessen Trennleistung.
Zur Testung linearisierter Plasmid-DNA und PCR-Produkte werden 0,7%ige Agarosegele

verwendet. Die Proben werden ad 1 x Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipet-
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PCR: 1 Zyklus Initiale Denaturierung 94°C Hmin
Denaturierung 94°C, 1 min

25 Zyklen Primeranlagerung 56 °C 30sec
DNA-Amplifikation 72°C 1 min

1 Zyklus  Finale DNA-Amplifikation 72°C 5min

tiert. Die Trennung erfolgt in 45min, 75V in 1 x Tris/Acetat/EDTA-Puffer (TAE). Zur
Anfarbung der DNA werden dem Gel 2yl Ethidiumbromid (2,5 mg/ml) vor Auspolymeri-
sation zugegeben. Die DNA-Banden werden im Geldoc bei ultraviolettem Licht (366 nm)

visualisiert.

5 x Probenpuffer 60 % Glycerin, 60 mM EDTA, 0,025 % Bromphenolblau
(bei ca. 300 bp), 0,025 % Xylencyanol (bei ca. 1000 bp)

50 x TAE-Puffer 242g Tris, 57,1 ml Acetat, 100ml 0,5M EDTA, ad 11 HyO

DNA-Standard 1 kb-Plus DNA-Leiter

106



Kapitel 5. Material und Methoden

5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteingemischen wird die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE, [182|) verwendet.

Fiir die Proteinauftrennung werden 12-prozentige Trenngele und 4-prozentige Sammelgele ge-
méak 5.11 hergestellt. Nach Auspolymerisation wird das Gel in die Gelapparatur eingespannt,
welche mit 1 x SDS-Laufpuffer gefiillt wird. Die Proteine werden reguldr mit 1 x reduzieren-
den Probenpuffer versetzt und anschliefsend fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Proteine werden
bei konstant 20 mA per Gel und maximal 200 V aufgetrennt. Das Molekulargewicht wird mit
3l Proteinmarker (Brilliant Stain) bestimmt.

REAGENZIEN TRENNGEL [12 %] SAMMELGEL [4 %)|
H,O 4,1 ml 2,95 ml
Trenngelpuffer 1,7ml /
Sammelgelpuffer / 1,25 ml

SDS 10% 100 1l 50 1l

A/Bis 4ml 650 11l
TEMED 10 11l 5l

APS 10% 100 pl 50 ul

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

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH6,8

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

4 x SDS-Probenpuffer 0,3M Tris/HCIl, pH6,8; 50 % (v/v) Glycerol;
15% (w/v) SDS; 0,015 % (w/v) Bromphenolblau

reduzierend + 50mM DTT

5.3.2 Coomassiefarbung

Zur SDS-Entfernung werden die Gele nach Proteinauftrennung 3 x5 min in HyO gewa-
schen. Proteine werden 20 min bei RT in Bio-Safe Coomassie Stain angefirbt. Der Farbstoff
benotigt keine Losemittel und besitzt eine Sensitivitdt bis zu 8 ng pro Proteinbande. Der
Hintergrund wird mit HoO ca. 30 min entfirbt und das Farbergebnis mit dem A3-Scanner
aufgenommen. Die gefdrbten Proteinbanden kénnen nun fiir eine Glykanpriaparation ausge-

schnitten werden.
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5.3.3 Western-Blot
5.3.3.1 Proteintransfer

Nach Proteinauftrennung im SDS-PAGE werden die Proteine elektrophoretisch im Tank-
blotverfahren auf Nitrozellulosemembranen iibertragen.

Blot-Sandwich: Kathode > Schwamm, Filterpapier, SDS-Gel, Blotmembran, Filterpapier,
Schwamm < Anode

Nach Auffiillen der Blotapparatur mit Blotpuffer (25 mM Tris; 114 mM Glycin; 10% (v/v)
Ethanol) und einem Eisakku zum Kiihlen werden die Proteine 1h bei 250 mA geblottet.

5.3.3.2 Immundetektion

REAGENZIEN MVA

Blockierung 30 min

Waschschritt 5min, 1 x TBS

Rabbit-Anit-Vaccinia [1:4000] 1,5h

Goat-Anti-Rabbit [1:2500] 1h

Waschschritt 3 x bmin, 1 x TBS
5min, 1 x PBS

Detektion

Zur Detektion der Chemilumineszenz wird die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt
und mit dem Detektionsmix (1 ml Losung B, 10 pul Losung A, 3 ul 3-prozentiger HyO5) inku-
biert. Das Signal wird bei entsprechender Inkubationszeit am VersaDoc 4000 MP detektiert.

Blockierungsreagenz 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS
1 x PBST 1 x PBS; 0,1 % Tween 20
Detektions-Losung A 6,8 mM p-Cumarsiure in DMSO
Detektions-Losung B 0,1 M Tris, pH 8,5; 1,25 mM Luminol

5.3.4 Proteinbestimmung
5.3.4.1 BCA-Test

Die Proteinbestimmung mit Bicinchoninsiure (BCA) hat eine Sensitivitit von 0,1-1 pg/ml,
storende Substanzen sind v.a. EDTA, 1 M Glycin, 2 M Natriumacetat und 1 M Natriumphos-
phat. Proteine werden mit einem BCA-Kupfergemisch inkubiert. Neben der Peptidbin-
dung sind Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan fiir die Reduktion des Kupers ver-
antwortlich. Es entsteht ein farbiger Cu™ + BCA-Komplex, dessen Farbintensitit mit der
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Proteinkonzentration korreliert. Der BCATM Protein Assay Kit von Pierce wurde im 96-
Lochplattenformat verwendet. Proben und Standardproteine (bovines Serumalbumin, BSA)
werden mit 10 ul pro Vertiefung in Doppelbestimmung vorgelegt. Die Konzentrationen 0,
25, 50, 100, 200, 400 und 800 ug/ml werden im jeweiligen Probenpuffer verdiinnt. 100 pl der
Férbelosung (A:B, 1:50) werden zu jeder Probe und dem Standard pipettiert. Nach 30 min
bei 37°C wird die Farbintensitit bei 562 nm am Infinite M200 ausgelesen und die Protein-

konzentration detektiert.

5.3.4.2 IgG1 Gyrolab Sandwich Immuno Assay

Die Konzentrationshbestimmung des humanen IgG1 (hIgG) wird iiber den Gyrolab Sandwich
Immuno Assay (Gyrolab xP workstation) bei ProBioGen in Auftrag gegeben [183]. Affi-
nitdtsmikrosdulen auf Gyrolab Bioaffy compact disc (CD) bilden die Grundlage. Mit einem
Durchmesser von 12 cm und 104 Mikrosdulen /CD erméglichen diese einen Probenhochdurch-
satz. Die Mikrosdulen besitzen ein Sdulenbettvolumen von 15nl und sind mit Streptavidin
gesittigt. Vor Probenzugabe werden die Sdulen mit einem biotinylierten AK beladen, wel-
cher den Fc-Teil des Proben- bzw. Standard-IgGs bindet. Gebundenes IgG wird nun mit
Alexa Fluor 647 Fluoreszenz-markiertem Antikdrper iiber den Fab-Teil gebunden und bei
647 nm detektiert.

5.3.4.3 Qubit Proteinbestimmung

Proteine werden zudem mit dem Quant-i1"™ Protein Assay Kit quantifiziert. Hierzu werden
die Proben Fluoreszenz-markiert (15 min, RT) und im Qubit Photometer (450, /570, nm)
detektiert. Von Detergenzien abgesehen, ist diese Methode unempfindlich gegeniiber her-
kommlichen Konzentrationen an Salzen, Losungsmitteln und DNA. Der Quant-iT™™ Protein
Assay Kit hat einen linearen Bereich von 0,5-4 ug. Als Kalibrierstandard dient BSA. Die

Proben werden gemif der Herstellervorschrift verdiinnt.

5.3.5 Protein-lIsolierung
5.3.5.1 Affinitdtschromatographie

Eine Siule mit 5mm Durchmesser wird mit 1ml Protein A-Sepharose’4B gepackt. Die
Sdule besitzt somit eine Kapazitit von 40 mg fiir IgG1. Nach Aquilibrieren der Séule mit dem
Waschpuffer (0,2 mM Phospatpuffer, pH 7,2) wurde der Kulturiiberstand 1:1 im Waschpuffer
verdiinnt und mit 1 ml/min tiber die Sdule gepumpt (FPLC). Die Sdule wird 3 x mit 10 ml
Waschpuffer gespiilt. Eluiert wird der AK iiber pH-Absenkung (0,1 M Glycinpuffer, pH 3). Es
werden 1-ml-Fraktionen gesammelt, und jeweils mit 50 ul 1 M Tris/HCI pH 8,3 neutralisiert.
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Die proteinhaltigen Fraktionen werden online iiber UV-Messung (280 nm) bestimmt. Die
Reinheit des eluierten Proteins wird iiber SDS-PAGE (5.3.1) und Coomassiefiarbung (5.3.2)
getestet.

5.3.5.2 Rohmembranpriparation

Zur Tsolierung von Membranglykoproteinen werden 107 — 108 Zellen verwendet. Diese wer-
den 5min bei 100 x g vom Kulturiiberstand abgetrennt und 1x mit 500 ul PBS gewaschen.
Das Pellet wird bei -20 °C weggefroren oder direkt fiir die Zelllyse eingesetzt. Dafiir werden
unterschiedliche Arten durchgefiihrt. In der Regel werden die Zellen mit einem 10 ml Potter
homogenisiert. Dabei werden die Zellen in 1,5ml kalter H1-Puffer + 400 ul Lésung I aufge-
nommen und im Potter homogenisiert. Restlich intakte Zellen werden mit 20 ml H2-Puffer
aufgeschlossen. Zelltriimmer werden 15 min bei 3000 x g abzentrifugiert. Alternativ werden
die Zellen iiber die Frier-Tau-Methode lysiert. Hierzu werden die Zellen in 300 ul 25 mM
Phosphatpuffer, pH 7,2, aufgenommen und 3 x -80°C/37°C und je 5min im Ultraschall in-
kubiert. Grofte Zelltriimmer werden in 15min bei 3.000 x g abgetrennt. Zur Isolierung der
Membranproteine werden diese 20 min bei 21.000 x g, 4 °C pelletiert. Das Pellet wird 3 x mit
300 pul HoO gewaschen und 10 min, 21.000 x g, 4°C zentrifugiert. Es folgt die Delipidierung
tiber Methanol/Chloroform-Extraktion. Hierzu wird das Pellet in 300 ul HoO aufgenommen
und mit 800 ul Methanol sowie 400 ul Chloroform fiir 30 min unter Vortexen auf Eis in-
kubiert. Sollte keine Phasendurchmischung vorherrschen, ist der Wasseranteil zu hoch und
wird mit weiterer Methanolzugabe ausgeglichen. Die Membranproteine werden nun 20 min,
21.000 x g, 4°C pelletiert und 2 x mit 400 ul Ethanol gewaschen. Die Pellets werden in
300 pl 25 mM Phosphatpuffer pH 7,2 resuspendiert. Bei Bedarf wird diesem bis zu 2 % SDS
und NP40 zugefiigt und die Pellets zur besseren Losung mit Ultraschall behandelt.

LosungI 1 Tablette 25 x EDTA-free (Roche); 2ml H1-Puffer
H1-Puffer 1mM NaHCOg3; 150 mM KCI1; 2mM CaCl,, pH 7,6
H2-Puffer 1mM NaHCOs;, pH7.,6
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5.4 Zellbiologische Methoden

5.4.1 Zellkultivierung

Adhérente Zellen werden in T25 oder T75er Zellkulturflaschen bei 37°C, 7,5% CO,, 95%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank HeraCell gehalten. Zur Zellpassagierung werden die Zellen
mit TrypLE™™ abgeldst und im neuen Medium aufgenommen. Sterile Arbeiten werden an
der Sterilbank LaminAir durchgefiihrt. Suspensionszellen werden mit serologischer Pipet-
te vereinzelt und nach Zellzahlbestimmung auf die gewiinschte Zelldichte eingestellt (5x 10°
Zellen/ml). Bei Zellverdiinnungen <1:5, wird das verbrauchte Medium iiber 5min 100 x g ab-
zentrifugiert. Suspensionszellen werden bei statischer Kultivierung in Zellkulturflaschen bei
37°C, 7,5 % CO5 und 95 % Luftfeuchtigkeit oder in geschiittelter Kultivierung in Bioreaktor-
rohrchen (50ml BRT) im Schiittelbrutschrank (Multitron HT) bei 37°C, 7.5% COs, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 180 rpm gehalten. Allgemein werden die Vogelzellen im Bereich 0,5-
3 x 10% Zellen/ml und DG44 im Bereich 0,4-2 x 10° Zellen/ml kultiviert.

MEDIUM ZUSATZE ZELLEN KULTIVIERUNG
DMEM/F12 5% dialysiertes, hitze- alle in Adhérenz
(1:1) inaktiviertes FCS

AEM 2mM stabiles Gln AGE1.CR/-.pIX in Suspension
ProCHO4 4mM stabiles Gln, 1 x HT  DG44|TumorAK|  in Suspension
C8862 2mM stabiles Gln, 1 x HT DG44 [AK+RMD]|  in Suspension

5.4.1.1 Zellzahlbestimmung

Zellzahl und Zellvitalitit werden mit dem Vi-CELLT™XR bestimmt. 500 ul Probe wird au-
tomatisch mit Trypanblau gefirbt und fotogestiitzt nach Grofse und Farbung der Zellen
detektiert. Es wird die Software ViCell XR.2.03 verwendet. 5 x 10%-1 x 107 Zellen/ml von
2-70 pm Durchmesser konnen mit 6 % CV detektiert werden. Bei kleineren Zellkulturvolumi-
na, z.B. zur Selektionseinsaat nach Transfektion, werden die Zellen manuell mit Trypanblau

angefiarbt und iiber Neubauer Zihlkammer gezéhlt.

5.4.1.2 Einfrieren

Zur Zelleinfrierung werden 0,5-1 x 107 vitale Zellen/1,5ml Einfriermedium verwendet. Die
Zellvitalitat sollte bei >90 % liegen. Das Einfriermedium fiir Suspensionszellen besteht aus
dem jeweiligen Kultivierungsmedium und 7,5% DMSO (cryo sure). Fiir adhérente Zellen
besteht das Einfriermedium aus 15 % des Kultivierungsmediums, 10 % DMSO und 65 % FCS.
Die Zellen werden nach 5min 100 x g in dem Einfriermedium aufgenommen und in einem

auf 4°C vortemperierten Isopropanolbad (Mr.Frosty) auf -86 °C langsam heruntergekiihlt.
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Fiir eine ldngere Einlagerung der Zellen werden diese am Folgetag in die Gasphase eines

fliissigen No-Tanks iiberfiihrt. Es werden 2-ml-Kryorohrchen mit Innengewinde verwendet.

5.4.1.3 Auftauen

Zum Zellrevitalisieren werden die Kryorohrchen kurz im 37°C Wasserbad angetaut, dann
werden die Zellen in 10 ml, 4 °C kaltem Kultivierungsmedium iiber sanftes Pipettieren aufge-
nommen. Zellzahl und Vitalitat werden bestimmt, die Zellen 5 min bei 100 x g abzentrifugiert

und in gewohnter Zelldichte eingesit.

5.4.1.4 Suspensionsadaption

Die Zelladaption von adhérenter hin zur Suspensionskultur erfolgt durch einfachen Medien-
wechsel mit dem Suspensionsmedium. Adhérente Zellen werden mit TrypLE abgel6st, mit
FCS-haltigem Medium abgestoppt, 5min bei 100 x g abzentrifugiert und in frischem Sus-
pensionsmedium resuspendiert. Zellen werden fiir die Schiittelkultur mit 5 x 10° Zellen /ml
in BRTs mit 5-20 ml eingesét.

5.4.2 Transfektion

Das Einbringen der Plasmid-DNA erfolgt auf zwei Wegen. Die Transfektion von Suspensi-
onszellen fand iiber Mikroporation statt. Die Transfektion der Vogelzellen wurde zum Teil

liposomal durchgefiihrt.

5.4.2.1 Linearisierung von DNA-Vektoren

Fiir eine erhohte Wahrscheinlichkeit der stabilen Integration der DNA ins Genom wird die
Plasmid-DNA vor der Transfektion enzymatisch linearisiert, 10 ul der Plasmid-DNA fiir AK
mit 20 U des Enzyms Nrul in SuRE/cutB-Puffer mit H,O ad 40 pul werden 2 h bei 37 °C inku-
biert. Das RMD-Plasmid wird mit Spel in Puffer H linearisiert. Die linearisierte DNA wird
iiber den QIAquick Gel Extraction Kit dem Herstellerprotokoll entsprechend aufgereinigt.
Die DNA-Reinheit wird in einem 0,7%igen Agarosegel iiberpriift (5.2.2). Die DNA-Menge
wird iiber Quant-iTT™™ DNA Assay Kit bestimmt.

5.4.2.2 Mikroporation

Die Transfektion iiber Mikroporation wird mit dem MikroPorator MP-100 durchgefiihrt. Puf-
fer und Kiivette stammen aus dem entsprechenden Mikroporations-Kit. Es werden folgende

Einstellungen verwendet.
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Zelldichte 1 x 10° Zellen /100 pl
DNA 10 pg/100 pl
Puls [mA] 1500 (AGE1.CR, AGELCR.pIX)/1650 (CHO-DG44)

Pulsweite |ms| 10
Pulsanzahl 3

Das Transfektionsmedium fiir die AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie besteht aus AEM,
CD293(1:4), 2mM stabiles Gln, 1% Lipomin. Die Zellen werden 2 x in 5ml 1 x PBS gewa-
schen und im Transfektionspuffer resuspendiert, mit der DNA gemischt und in 10 ul Mikro-
porationsspitzen (GoldTips, Mikroporations-Kit) mikroporiert. Anschliefend werden die Zel-
len in 1 ml konditioniertem Medium in einer 6-Lochplatte fiir 4 h, alternativ ii.N., inkubiert.
Es folgt die Selektion bzw. Einzelzellklonierung. Das Transfektionsmedium fiir CHO-DG44-

Zellen ist das Suspensionsmedium.

5.4.2.3 Liposomale Transfektion

Zur liposomalen Transfektion der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie mit dem Tumor-
AK werden 2 ug DNA, 20 ul Enhancer, 200 pl Puffer EC gemischt und 2-5min bei RT inku-
biert. 20 ul Effectene’™ werden zugegeben und weitere 5-10 min bei RT inkubiert. Die Zellen
werden zu 80 % Konfluenzdichte in 6-Lochplatten eingesit, mit 1ml frischem DMEM /F12,
5% FCS versorgt und fiir 3 h mit dem DNA-Effectene-Mix inkubiert. Dann wird das Medium

gegen neues ausgetauscht.

5.4.3 Selektion
5.4.3.1 Selektionsdruck

Puromycin ist ein aus Streptomyces alboniger isoliertes Antibiotikum, welches durch den
verfrithten Abbruch der Translation die Proteinbiosynthese in Pro- sowie Eukaryoten hemmt.
Zellen sterben bereits nach 1-3 Tagen. Das Resistenzgen ist das pac Gen. Geneticin®) /G418
ist ein Antibiotikum, welches die Proteinbiosynthese von Pro- und Eukaryonten blockiert.
Zellen sterben nach ca. 3-7 Tagen. Die Resistenz wird durch das neo Gen von Transposon
Tn5 vermittelt.

ANTIBIOTIKUM|[PROTEIN|  [ug/ml| ZELLE FCS
0,7 AGELCR, AGELCRpIX -

Puromycin [TumorAK] 1,4 AGE1.CR, AGE1.CR.pIX  +
0,7 CHO-DG44 -
150 AGEL.CR, AGE1.CR.pIX -

G418 [RMD] 400 CHO-DG44 -
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Selektionsmedium der AGE1.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie [TumorAK/RMD] ist das
AEM/CD293 (1:4) mit 2mM stabilem Gln, 1% Lipomin und jeweiligem Selektionsdruck.
Selektionsmedium fiir CHO-DG44 [RMD] ist das aMEM mit 4mM stabilem Gln, 1 x HT
und Selektionsdruck.

5.4.3.2 Einzelzellklonierung

Die mikroporierten Zellen werden einen Tag nach Transfektion gezédhlt und bei Zellvitalitit

>80 % im entsprechenden Selektionsmedium in 96 Lochplatten 100 ul/Loch eingesit.

e AGEL.CR- und AGE1.CR.pIX-Zelllinie [RMD|: 20 Zellen [AK+/RMD-+| + 100 Zellen
[AK+/RMD-| pro Vertiefung

e CHO-DG44|RMDJ: 2 Zellen |[AK+/RMD-+| /Vertiefung

AGEL.CR- und AGE1.CR.pIX-Zellen [Tumor-AK]| werden 24 h nach liposomaler Transfek-
tion 2 x 10° Zellen in 30 ml DMEM /F12, 5% FCS und 1,4 ug/ml Puromycin in eine 15 cm?
Zellkulturschale eingesét. Nach ungefahr zwei Wochen unter Selektionsdruck wachsen Ein-
zelklone hoch und werden mit in TrypLE getréankten Plattchen (cloning discs, 3mm Durch-
messer) isoliert. Es folgt eine Expansion der Klone bis diese gesichert werden und die Pro-

teinexpression fiir die Glykananalytik startet.

5.4.4 Proteinexpression
5.4.4.1 Expression in Schiittelr6hrchen

Die Proteinexpression erfolgt in 50-ml-Filterreaktorréhrchen bei einem Fiillvolumen von 15-
20 ml. Die Zellen werden unter normalen Bedingungen im Schiittelinkubator kultiviert. Die
Zellen werden an Tag 0 auf 0,5 x 10® Zellen/ml bei einer Zellvitalitit >80 % eingestellt. Die
Zellzahl und Vitalitat wird wihrend der Expressionsphase iiberwacht und die Zellen bei einer
Vitalitdt >80 % geerntet (reguldr d 7). Als Expressionsmedium dient fiir die Entenzelllinien
AEM- mit 2mM stabilen Gln und fiir die CHO-Zelllinie C8862-Medium mit 4 mM stabilen
Gln.

5.4.4.2 Expression in Schiittelkolben

Zur Proteinexpression in Schiittelkolben werden diese fiir ausreichenden O»-Eintrag mit ma-
ximal 25% des Fiillvolumens eingesetzt. Die Zelldichten und -medien entsprechen denen
der Expression in Schiittelrohrchen. Es werden 100 und 500 ml Kulturen angesetzt. Die

Kultivierungsbedingungen unterscheiden sich lediglich in der Schiittelintensitdt mit 150 rpm.

114



Kapitel 5. Material und Methoden

5.4.4.3 Fed-Batch

Um das Zellsterben in Abhéngigkeit des Mediumverbrauchs hinaus zu zogern, werden die
Kulturen in regelmafigen Abstdnden zugefiittert. Die Feedzusammensetzung und -menge
vermindert die pH-Absenkung durch die Produktion von Lactat und sorgt fiir den Nach-
schub von Glucose. Der Feed setzt sich aus den Komponenten Hefe-/ Soja-Hydrolysat, Vit-

amine+Mineralien, Aminosduren, Glucose, Galactose und stablies Gln zusammen.

5.4.4.4 Zellernte

Allgemein wird versucht die Proteinexpression bei einer Zellvitalitit >80 % durchzufiihren.
Der proteinhaltige Zellkulturiiberstand wird 5min, 100 x g von intakten Zellen getrennt.
Zellfragmente werden bei 30 min, 6000 x g abgetrennt. Nach Aufklaren des Uberstandes wird
dieser durch einen 2,5 um porengroken Filter steril filtriert. Der Uberstand wird fiir die

Aufreinigung (5.3.5) verwendet oder bei 4°C gelagert.

5.4.5 Mikroskopie
5.4.5.1 Durchlichtmikroskopie

Die Uberwachung der Zellmorphologie erfolgt im Olympus IX-50 iiberwiegend in 100 maxi-

mal in 200facher Vergrofserung. Fotos werden mit einer CCD-Kamera aufgenommen.

5.4.5.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzbilder werden mit der Olympus IX-50 mit c-mount Adapter aufgenommen. Zur
Bestimmung der Fluoreszenzstirke werden Bilder mit entsprechendem Fluoreszenzfilter im
Vergleich zum Phasenkontrast aufgenommen. Dazu wird regulir eine 200fache Vergroferung

gewshlt. Zur Bildbearbeitung wird die Software ViewFinderLite?*1.0 verwendet.

5.4.6 Zellbasierte Assays
5.4.6.1 ADCC-Assay

Primére humane NK-Zellen werden von Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) iso-
liert. PBMCs werden aus dem Vollblut gesunder Menschen iiber Dichtegradientenzentrifu-
gation gewonnen. NK-Zellen werden mittels magnetischer Partikel separiert. Deren Reinheit
wird durchflusszytometrisch erfasst (PE-konjugierter CD16 und Alexa488-konjugierter CD56
AK). Die Zelllinien BT-474 ( [184], invasiv ductale Brustkrebszellen, CLS) und SK-BR-3

( [185], Adenokarzinomzellen der Brust, human, ATCC) werden als Zielzellen verwendet.
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Beide Zelltypen exprimieren an ihrer Oberfliche den Human Epidermal Growth Factor Re-
ceptor Type 2 (HER2/neu) in grofem Mafe. Drei Tage vor der ADCC-Testung werden die
Zielzellen aus einer Zellbank revitalisiert. AK-abhéngige NK-Zell induzierte Zielzelllyse wird
in einer Vitalfirbung quantifiziert (Calcein AM). Zielzellen werden gemif der Hersteller-
angaben gefiirbt. 2 x 10 vitale Zellen/50 ul RPMI1640, 10% FCS werden vorgelegt. Die
Proben werden seriell 1:3 in RPMI 1640, 10 % FCS verdiinnt und zu 50 pl/Vertiefung mit
n=3 pipettiert sowie 30 min bei 37 °C inkubiert. Dann werden 50 ul/Vertiefung NK-Zellen
(1:5; NK:Ziel-Zellen) zugegeben, 3 min, 200 x g abzentrifugiert und schlieflich 4 h bei 37°C,
5% COy inkubiert.

Fiir jede Ziellzelle wird die spontane (ohne AK/NK-Zellen), AK-unabhéngige (ohne AK, mit
NK-Zellen) sowie die totale (saponininduziert, ohne AK/NK-Zellen) Zielzelllyse bestimmt.
Die totale Zelllyse wird mit 15 ul/Vertiefung 0,1 mg/ml Saponin in RPMI1640, 10 % FCS in
15-miniitiger Inkubation ausgelost. Gleiches Volumen an Medium wird zur Mefgenauigkeit
in die iibrigen Vertiefungen pipettiert. Die Platten werden 3 min 150 x g abzentrifugiert und
je 100 pl in schwarze 96er Fluoreszenzplatten iiberfiihrt. Die Platten werden im Infinite F200

(4855, /535 gm nm) ausgelesen. Die Datenauswertung erfolgt mit der Software Magellan 6.1.

MFlProbe : MFlspontan
MFltotal : MFlspontcm

spezifische Zelllyse[%] = - 100 (5.1)

MF1pope = Mean Fluorescence intensity, AK-induzierte Zielzelllyse; MFly oniqn — spontane

Farbstofffreigabe der Zellen; MFl,,,,; = Detergenz induzierte Lyse

5.4.6.2 FcyRllla-Bindungsassay

Der FcyRITIa-Bindungsassay, zur Bestimmung der Bindungsaktivitit des AKs zum ADCC-
relevanten FcyRIIIa, erfolgt mit kleinen Anderungen nach [186]. Es wird ein Histidin mar-
kierter HIS-Feyllla (22 kDa; 158F) in Verbindung mit einem Anti-Tetra-HIS AK verwendet.
Der Anti-Tetra-HIS AK wird an Immunoplatten gebunden und freie Bindungsstellen an-
schliefsend mit Blockingreagenz gesattigt. Der rekombinante FcyRIIla wird an die Platte
gebunden, bevor die AK-Proben in geeigneter Verdiinnungsreihe getestet werden (1:3 Ver-
diinnung ausgehend von 200 pg/ml). Nach einzelnen Inkubationsschritten wird die Testplatte
3x mit 1 x PBS, 0,2% Tween-20 gewaschen. Es folgt der immunchemische Nachweis mit
Peroxidase-konjugiertem Anti-human AK. Die Bindungsstiarke der AK-Proben wird iiber die
Peroxidaseaktivitit detektiert. Tetramethylbenzidine (TMB) wird als Entwicklungslésung
verwendet, die Farbreaktion wird mit 1 M HySO,4 abgestoppt und bei 450 nm ausgelesen.
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5.4.6.3 Lektinfirbung

Die Zellen der Negativkontrolle werden mit 20 ug/ml des Fluorescein markierten Goat-Anti-
Rabbit-AKs + 8 ug/ml Dapi inkubiert. Fluorescein markierte Lektine LCA /UEAI/LTL wer-
den mit 20 ug/ml, + 8 pug/ml Dapi fiir 45 min, RT, unter Lichtausschluf inkubiert. 5-DTAF
(5-(4,6-Dichlorotriazinyl) aminofluorescein) 492, /517 g, nm. Fluorescein 4855, /514 g, nm.
Ein Teil der gefarbten Zellen wird nun auf einen Objekttriger gegeben und Fluoreszenz-

mikroskopisch untersucht. Die restlichen Zellen werden durchflusszytometrisch bestimmt.

Waschen 1 x 107 Zellen, 5min 100 x g in 15ml Réhrchen
+ 2ml 1% Formaldehyd in 1 x PBS (v/v)
Fixierung 45min RT; 5min 300 x g

ad 5 x 10° Zellen/ml in 1 x PBS
+ 40 pug/ml SNA/MAA /AAL
45min, RT, unter Lichtausschluf
5min 100 X g; in 1 X PBS waschen
+ 8 ug/ml Dapi, + 1/100 DTAF

45 min, RT, unter Lichtausschluss

Lektinfarbung

Quantifizierung iiber Durchflusszytometrie

5.4.6.4 Durchflusszytometrie

Die lektingefarbten Zellen werden mittels Fluoreszenzintensitit in der Durchflusszytometrie
auf die Expression bestimmter Saccharide hin analysiert. Die markierten Zellen durchwan-
dern vereinzelt eine diinne Kapillare vorbei an einem Laserstrahl. Die Intensitdt der Emission
des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffes ist ein Maf fiir die auf der Zelloberfliche vorhandenen

Saccharide.

5.4.7 Virologische Methoden

5.4.7.1 Zellinfektion

ADHARENT SUSPENSION
Zelltyp AGE1.CR, AGEL.CR.pIX, BHK-21
Gefals T75er BRT
Volumen 2 x 10 ml/T75er 15-20ml
Medium vorguiwr DMEM, 5% FCS  AEM, 2mM stabiles Gln
Medium 1, feition DMEM ohne FCS
MOI 1.0
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Zelldichte 1 x 10° Zellen /ml
Virusernte 24 h nach Infektion

Zur Virusproduktion werden die Zellen auf 1 x 10° Zellen /ml in DMEM ohne FCS eingestellt
und mit 1 Virus/Zelle (Multiplicity Of Infection, MOI = 1.0) infiziert. Die Virusernte erfolgt
nach 24 h, die Zellen sind noch intakt und so laft sich der zellinterne vom -externen Virus
trennen. Zur Infektion wird Zelllysat verwendet, welches demnach alle Subtypen des Virus

enthélt (Intra- und Extrazellulire).

5.4.7.2 MVA-Prédparation

Die Praparation extrazelluliren MVA ( Extracellular Enveloped Virus, EEV) aus Zellkultur-
tiberstand beginnt mit der Abreicherung von intakten Zellen (2 x 5 min 100 x g). Die 15-50 ml
Uberstéinde werden mit 13-prozentigem (w/v) Polyethylenglykol (PEG) in HyO auf 8 % PEG
gebracht und 30 min auf Eis inkubiert. Fiir 60 min 6.600 x g werden die Viruspartikel pelle-
tiert. Diese werden in 500 ul DMEM ohne FCS resuspendiert. Fiir die anschliekende Glykan-
analytik wird iiberschiissiges PEG durch Ultrazentrifugation 60 min bei 150.000 x g, 10°C
durch 20-prozentige Sucrose abgereinigt. Die Viruspartikel werden nun in 150 ul 1 x PBS
aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Im Folgenden wird iiber Qubit die Proteinkonzentra-
tion bestimmt, um im Western-Blot (5.3.3) gleiche Konzentrationen zu vergleichen. Zudem
werden die gereinigten Viruspartikel iiber Virus-Titration und Real-Time-PCR quantifiziert.
Intrazelluldre Viruspartikel (Intracellular Mature Virus, IMV; Cellular Enveloped Virus,
CEV) werden dhnlich prapariert. Die vom Zellkulturiiberstand getrennten intakten Zellen
werden iiber drei Zyklen der Frier-Tau-Methode (5.3.5.2) aufgeschlossen. Grofsere Zellbruch-
stiicke werden bei 5min 100 x g, gefolgt von 5min 300 x g, abgetrennt. Es folgt die PEG-

Fallung und Zentrifugation durch Sucrose.

5.4.7.3 MVA-Titration

Zur MVA-Titration werden Verozellen (African Green Monkey Kidney) in Monolayerkultur
mit MVA in serieller 1:10 Verdiinnung infiziert [93|. Die in die Verozellen eingedrungenen
MVA-Partikel replizieren sich ohne jedoch anschlieffend die Zellen verlassen zu kénnen und
werden dann angefiirbt und mikroskopisch ausgezihlt. Geméfs der Verdiinnung erhilt man
die Anzahl intakter, infektioser Viren (Plaque Forming Unit, PFU) in PFU/ml.
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5.5 Glykananalytische Methoden

5.5.1 Enzymatische Freisetzung der N-Glykane

OH
OH
0 /\ °
OH =
OR NH FE» OH
NHAC \ﬂ/\AS OR NH
o NHAc
+ OH\H/\AS
(0]
+ Hzo
OH
NHz + 0
OH
OR OH
NHAc

Abb. 5.1: N-Glykanfreisetzung iiber PNGase F. AS: Aminosiure.

Fiir die enzymatische Freisetzung von N-Glykanen mittels PNGase F [187,188] werden Gly-
koproteine zuvor mit Trypsin in Glykopeptide gespalten oder mittels Detergenzien denatu-
riert. Sofern nicht anders vermerkt, werden alle enzymatischen Reaktionen 18 h bei 37°C und
150 rpm im Unimax 1010/1000 von Heidolph inkubiert und in 5min bei 95°C abgestoppt.
Fiir eine anschliefende MALDI-TOF-MS-Messung werden die Ansétze iiber TopTip Typ
P2-Carbon entsalzt (5.5.2.3) und in der SpeedVac eingeengt.

5.5.1.1 Trypsin

Die 23kDa grofse Serinprotease Trypsin katalysiert die C-terminale Spaltung der Peptid-
bindungen von Lysin und Arginin sowie deren Amiden und Estern. Keine Spaltung erfolgt
bei carboxyterminalem Prolin. Der Verdau von 50-100 ug Protein wird in maximal 300 pl
20mM Phosphatpuffer, pH 7,2, und 2 ug/ml Trypsin (Sigma) inkubiert. Es folgt die N-
Glykanfreisetzung iiber PNGase F.

5.5.1.2 PNGase F

Mit der Peptid-N%-(Acetyl-8-glucosaminyl)-asparaginamidase F (PNGase F, Roche) aus Fla-
vobacterium meningosepticum werden spezifisch asparagingebundene N-Glykane vom Pepti-
driicken abgespalten. Hierzu werden 10 mU PNGase F /g Protein in 250 mM Phosphatpuffer,

pH 7,2, eingesetzt. Bei Proteindenaturierung mittels Detergenzien wird dem Phosphatpuffer
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1% (v/v) SDS, 10% (v/v) &-Mercaptoethanol zugefiigt und fiir 5min bei 95°C inkubiert.
Nach kurzem Abkiihlen und einer Verdiinnung von 1:10 in H,O wird neben 0,1% (v/v)
NP40 die PNGase F dazu gegeben. Die freigesetzten N-Glykane werden im Anschluf iiber
C18-Séulen (5.5.2.1) von Peptiden gereinigt.

5.5.1.3 Sialidase

Fiir eine Messung der N-Glykane im Positivmodus des MALDI-TOF-MS miissen jegliche
Ladungen des Oligosaccharides neutralisiert werden. Neben der Permethylierung geschieht
dies durch das Abspalten der negativ geladenen endsténdigen N-Acetyl-Neuraminsiurereste.
Statt der chemischen Abspaltung von Sialinsiuren wird hierbei die Neuraminidase von Ro-
che verwendet, welche a2-3/6/8 glykosydisch verkniipfte Sialinsduren freisetzt [189, 190].
Das Enzym unterscheidet nicht zwischen der N-Acetyl-Neuraminsidure (Neu-5-Ac) und der
N-Glykolyl-Neuraminsiure (Neu-5-Gc). Der Verdau wird mit 0,1 U/ml Neuraminidase in
50mM Natriumacetatpuffer, pH 5, durchgefiihrt. Fiir die enzymatische Sequenzierung kann

direkt mit der Galactosidase fortgefahren werden.

5.5.1.4 Sialidase S

Mit der Sialidase S (Prozyme) werden spezifisch a2-3 glykosidisch verkniipfte Sialinsduren
abgespalten [191]. 0,4 U/ml der Sialidase S in 50 mM Natriumacetatpuffer, pH 5, werden fiir
die Abspaltung eingesetzt.

5.5.1.5 a-Fucosidase

Die a1-3/4/6 spezifische Fucosidase(GKX5006) von Prozyme wird in einem zweiten Ansatz
parallel zur «1-3/4-Fucosidase eingesetzt. Die a-Fucosidase spaltet zusétzlich die a1-6 ver-
kniipfte core-Fucose am ersten GlcNAc der Corestruktur. Es werden 0,4mU/ml in 50 mM

Natriumacetatpuffer, pH 5, fiir die Abspaltung eingesetzt.

5.5.1.6 a1-3/4-Fucosidase

Die al-3/4-spezifische Fucosidase(GKX5019) von Prozyme spaltet die antenndren Fucosen.
Hierzu werden 4mU Enzym/ml in 50 mM Natriumacetatpuffer, pHb5, eingesetzt. Fiir die

enzymatische Sequenzierung kann direkt mit dem Galactosidaseverdau fortgefahren werden.

5.5.1.7 R-Galactosidase

Die Abspaltung der Galactosen wird mit der §-1-4-spezifischen Galactosidase (GKX-5013,

Bowine Testis) von Prozyme durchgefiihrt. Das Enzym wird mit 0,5 U/ml im entsprechenden
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Probenpuffer, pH 4, eingesetzt. Die £-Galactosidase schneidet nicht, wenn eine antennire
Fucose vorhanden ist, der Verdau sollte bei Bedarf mit entsprechender Fucosidase gekoppelt
werden. Es folgt nun die Abspaltung der GlcNAc-Reste.

5.5.1.8 HEXasel

-N-Acetylhexosaminidase/HEXasel (GK80050) aus Streptococcus pneumoniae, rekombinant
exprimiert in E.coli, spaltet in Konzentrationen <50 mU /ml £-1-2 verkniipfte GlcNAc, aufer
bei hoherer Antennaritidt oder vorhandenen bisecting Strukturen (£1-6/4-verkniipft). Dann
wird lediglich das £#-1-2 GlcNAc am Mannose a1-3-Arm gespalten. Bei hoheren Konzentra-
tionen werden auch £-1-4 und %1-6 verkniipfte GlcNAc freigesetzt. Der Verdau wird mit
40mU/ml in 50 mM Natriumacetatpuffer, pH 5, durchgefiihrt und fiir mindestens 4 h inku-
biert.

5.5.1.9 EndoS

Die Endoglykosidase S (EndoS) aus Streptococcus pyrogenes wird zur Bestéitigung der core-
Fucose eingesetzt. Es katalysiert die Spaltung nach dem ersten GIcNAc im Core, wodurch
N-Glykane mit einem GlcNAc weniger sowie ohne core-Fucose entstehen. Detektierte Fucosen
nach erfolgtem EndoS-Verdau liegen demnach antennér vor. Fiir den Verdau werden 0,2 U/ml

Enzym in 20 mM Phosphatpuffer, pH 7.2, eingesetzt.

5.5.2 N-Glykanreinigung
5.5.2.1 Extract-Clean” C18-S&ulen

Nach erfolgter N-Glykanabspaltung wird nun iiber Reversed-Phase Extract-Clean™™ -solid
phase extraction (SPE)-C18-Saulen 100mg/1,5ml eine erste Trennung der Glykane von
Proteinen und Peptiden durchgefiihrt. Die hier verwendete Sdulenmatrix besteht aus C18-
Ketten, welche aufgrund ihrer Unpolaritdt und Hydrophobizitéit die in der Probe enthaltenen
Proteine und Peptide iiber hydrophobe Wechselwirkungen bindet. Die polaren N-Glykane
passieren die Sdule im Durchfluff. Die Siule wird mit 3 x 400 ul 80 % (v/v) ACN, 0,1 %ig
(v/v) TFA und 3 x 400 ul 0,1 %ig (v/v) TFA &quilibriert. Die ad 0,1 % (v/v) TFA angeséu-
erte Probe wird nun auf die Siule gegeben und mit 3 x 400 ul 0,1 % (v/v) TFA gespiilt. Mit

dem angesduerten Durchlauf wird zur Entsalzung iiber Carbographsiulen fortgefahren.

5.5.2.2 Extract-Clean” Carbograph-Siulen

Die Extract-Clean™ Carbograph SPE Siulen 150 mg/4 ml bestehen aus einer Graphitma-
trix, welche sich durch den polaren Retentionseffekt (PRE) auszeichnet. Elektronen-Donor-
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Akzeptor-Wechselwirkungen zwischen dem Graphit und polaren oder ionischen Verbindun-
gen entstehen. Das Graphit bindet die Glykane, welche somit aufkonzentriert und zugleich
von Puffer substanzen, wie Salzen und nichtionischen Detergenzien, abgetrennt werden [192].
Die Séule wird mit 3 x 500 ul 80 % (v/v) ACN, 0,1%ig (v/v) TFA und 3 x 500 pl 0,1%ig (v/v)
TFA dquilibriert. Der Durchlauf der C18-Saule bzw. die ad 0,1% (v/v) TFA angesiuerte Pro-
be wird nun auf die Sdule gegeben und mit 3 x 500 ul 0,1 % (v/v) TFA gespiilt. Geladene
und ungeladene Glykane werden mit 3 x 500 ul 25% (v/v) ACN, 0,1%ig (v/v) TFA eluiert.
Das Eluat wird in der SpeedVac eingeengt und im Anschlufs desialyliert oder permethyliert.

5.5.2.3 TopTip’™Typ P2-Carbon-Siulen

Bei Volumina <100 ul werden TopTip™Typ P2 Carbon-Siulen zur Entsalzung verwendet
— reguldr nach enzymatischem Verdau, um fiir die massenspektrometrische Analyse storende
Salze zu entfernen. Die Minisdulen in Pipettenspitzenform werden mit Adapter in 1,5-2ml
Reaktionsgeféfe arretiert und das Fluid iiber Tischzentrifugen in ca. 5sec hindurch zentrifu-
giert. Die Séule wird 3 x mit 10 ul 80 % (v/v) ACN, 0,1%ig (v/v) TFA und 3 x 10 ul 0,1 %ig
(v/v) TFA &quilibriert. Die ad 0,1% (v/v) TFA angesiduerte Probe wird nun auf die Saule
gegeben und mit 3 x 10 ul 0,1 %igem (v/v) TFA nachgewaschen. Geladene und ungeladene
Glykane werden mit 3 x 5ul 25% (v/v) ACN, 0,1%iger (v/v) TFA eluiert. Das Eluat wird
getrocknet und fiir die massenspektrometrische Analyse, enzymatische Verdaue oder eine

der Derivatisierungsmethoden weiterverwendet.

5.5.3 MALDI-TOF-MS

Die Massenspektrometrie (MS) ermdglicht die Identifizierung ionisierbarer Molekiile iiber
die Detektion der Molekiilmasse nach Ladung (m/z) bis in den Femto- und Subfemto-
molbereich [193]. Grundlegend besteht ein Massenspektrometer aus einer Ionenquelle, ei-
nem Analysator und einem Detektor. Bei hier verwendeter Matriz Assisted Laser Desorp-
tion/Tonisation (MALDI) werden die Probenmolekiile zur schonenderen Ionisierung in eine
Matrix kokristallisiert. Als Matrix dienen kleine organische Molekiile, die bei verwendeter
Laserwellenléinge eine hohe Energieabsorption besitzen. Bei gepulstem Laserbeschufs (hier
smartbeam-11""Laser) werden Matrix- und Probenmolekiile ionisiert. Die Verwendung von
natrium- und kaliumhaltigen Puffern und Matrices sorgt fiir die Entstehung der iiberwie-
gend einfach geladenen Tonen mit den Massen M|[Na™|, M|K*|. Die Matrix verstirkt durch
Protonentransfer die Zahl geladener Probenmolekiile. Bei der MALDI-MS koénnen &rtliche
und zeitliche Unterschiede in der Ionisierung der Probenmolekiile zu einer ,Anfangsener-
gieverteilung”“ der Ionen gleicher Massen und somit zu einer geringeren Massenauflésung

fiihren. Dem entgegen wirkt die Verwendung der verzogerten Ionenextraktion sowie eines
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Ionenspiegels (Reflektor). Die beschleunigten Ionen passieren ein mit Vakuum evakuiertes
Flugrohr von 1-4 m. Bei Verwendung eines Reflektors wird die Trennschérfe bei gleichzeitiger
Wegverlangerung erhoht. Dieser besteht aus einem elektrischen Gegenfeld und sorgt fiir eine
Richtungsumkehr der Ionen, Geschwindigkeitsunterscheide gleicher Molekiilmassen werden
durch verschieden starkes Eindringen in das Gegenfeld ausgeglichen. Das Quadrat der nun am
Detektor gemessenen Flugzeit Time-Of-Flight (TOF) ist proportional zum Verhéltnis Mo-

lekiilmasse /Ladung. Allgemein bendtigen kleine Molekiilmassen eine kiirzere Flugzeit [193].

m QeUt2

— 5.2

z L2 (5:2)
m= lonenmasse; z=Ladungszahl; e=Elementarladung; U=Beschleunigungsspannung;
L=Lé&nge der feldfreien Driftstrecke des Flugrohres; t=Flugzeit

5.5.3.1 MALDI-TOF/TOF-MS

Uber massenspektrometrische Fragmentierung (MS?) kénnen zusitzliche Informationen, wie
die Reihenfolge einzelner Zucker von Oligosacchariden, gewonnen werden [194,195]. So kann
z.B. iiber charakteristische Molekiilfragmente zwischen core- und antennérer Fucose unter-
schieden werden. Nach der Ionisierung werden bestimmte Probenmolekiile nach Beschleuni-
gung {iber Massefilter (Precursor Ion Selector , PCIS) nach dem Bradbury Nielsen Prinzip
isoliert. Diese sogenannten Mutter-Ionen werden {iber Laser induzierte Dissoziation (LID)-
LIFT fragmentiert. Zur Intensitatsverstarkung kleiner Fragmente kann die kollisionsinduzier-

te Dissoziation (CID) angewendet werden. Hierzu wird das entsprechende Kompartiment mit
Helium begast. Ein nachgeschalteter Filter (Post Lift Metastable Suppressor, PLMS) lenkt

nicht fragmentierte Mutter-lonen ab, um eine nachtréigliche Fragmentierung auszuschliefsen
und die Wahrscheinlichkeit einer Detektorsidttigung zu minimieren.

Driftregion

Probenteller

Reflektor-Detektor

Abb. 5.2: Schema MALDI-TOF-MS. Nach Bruker Daltonics.
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5.5.3.2 Permethylierung

Zur zeitgleichen massenspektrometrischen Detektion geladener und ungeladener Glykane
werden diese mittels Methylierungsreagenz unter stark basischen Bedingungen derivatisiert.
In der Permethylierungsreaktion werden freie OH-Gruppen zu Methylethern derivatisiert,
welches die Tonisierbarkeit der Glykane verstirkt und native Ladungen neutralisiert [83,196,
197].

+ DMSO/NaOH

NHAc OR
HO 0 OH
O HO OH
oHO

NHAc
+ Mel

NHAc OR
MeO OMe

RO MeO
NHAc

Abb. 5.3: Permethylierungsreaktion

Die in 2ml Glasgefifien (2-SV) mit 300 ul Einsétzen eingeengte Probe wird in DMSO-NaOH
30min bei RT inkubiert. Fiir das DMSO-NaOH werden wenige NaOH-Plattchen in einem
Mérser zerkleinert und mit ca. 2ml wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen.
Es folgt die Zugabe von Methyliodid (CHs3I). Nach 60miniitiger Inkubation unter regel-
mafigem Vortexen folgt eine zweite Zugabe von DMSO-NaOH und CHgsl. Weitere 60 min
spater startet die Wasser-Chloroform-Extraktion, zur Trennung der derivatisierten Glykane
von iiberschiissigem CHsl und Salzen. Dazu wird H,O und CHCI; zugegeben und die obere,
wissrige Phase wird verworfen. Die organische Phase wird mehrmalig mit HoO gewaschen,
bis die abgenommene wissrige Phase einen neutralen pH-Wert aufweist. Das CHCl3 wird

anschliefend in der SpeedVac verdampft und die Probe massenspektrometrisch analysiert.
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H-C-OH
H-C-OH
CH,OH

Abb. 5.4: Arabinosazon

5.5.3.3 MS-Messung

Ionenquellen-Spannung 1 25kV
Ionenquellen-Spannung 2 21,5kV

Reflektor-Spannung 1 26,3kV

Reflektor-Spannung 2 13,65 kV

Linsen-Spannung 10,5kV

PIE (Pulsed Ion Extraction) 10ns

Laserintensitét 30-50 im Positivmodus
Software (Unix) flexControl 3.0, flexAnalysis 3.0

Desialylierte /permethylierte Glykane werden mit Ara oder Super DHB als Probenmatrix
auf ein MALDI-Stahltarget (MTP-384) mittels der Dry-Droplet-Methode gespottet. Hierzu
werden je 0,5 ul der Probe und der Matrix auf dem Target gemixt und bei RT kokristallisiert.

Die Glykane werden im Positivmodus [194,198] des Ultraflex® TIT smartbeam” MATLDI
TOF/TOF Massenspektrometer von Bruker Daltonics analysiert.

(0] OH

OH

HO

Abb. 5.5: DHB. 154,12 g/mol.

Desialylierte Proben werden zum Spotten in HyO aufgenommen, permethylierte hingegen in

kaltem 70%igen (v/v) ACN. Das Probenresuspensionsvolumen wird der jeweiligen Proben-
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menge angepasst. Ara wird mit 5mg/ml in 70% (v/v) EtOH gelost [199] verwendet.

Super DHB wird mit 10mg/ml in 50% (v/v) ACN gelost fiir desialylierte Proben und in
10% (v/v) ACN gelost fiir permethylierte Proben verwendet. Zur Kalibrierung der jewei-
ligen Messung wird Dextran-Hydrolysat von Glycoscience (DH; 1,5mg/ml) als Standard
mitgefiihrt. Die Fragmentierung wird mit dem LID-LIFT durchgefiihrt. Hier wird die geré-
teinterne Kalibrierung verwendet. Die erhaltenen Daten [m/z| werden im Anschluf mit den
offentlichen Datenbanken GlycoWorkBench [179] und GlycoPeakFinder [180] ausgewertet.

Gerateeinstellungen fiir die Fragmentierung sind wie folgt:

Ionenquellen-Spannung 1 8kV

[onenquellen-Spannung 2 7,15 kV
Reflektor-Spannung 1 29,5kV
Reflektor-Spannung 2 13,7kV

Linsen-Spannung 3,6 kV

LIFT 1 19

LIFT 2 3,1

PIE 10ns

Laserintensitit 50-100 im Positivmodus
Software (Unix) flexControl 3.0, flexAnalysis 3.0

5.5.4 Monosaccharid-Bestimmung

Neutrale Monosaccharide werden iiber high-pH anion-exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD) quantitativ und qualitativ bestimmt [200-202]. Die
Messung iiber Redoxpotentiale an einer Goldelektrode ermoglicht eine sensitive Detektion
ohne vorherige Derivatisierung der Probe. Die Monosaccharide bilden unter stark alkalischen
Bedingungen (pH > 13) negativ geladene Alkoholate und wechselwirken mit der Anionenaus-
tauschermatrix (Carbo Pac). Die Monosaccharide unterscheiden sich in ihrer Aciditét, welche

sich durch die Stellung der OH-Gruppen ergibt.

6 CH20H
= o
4 OH 1
OH OH
3 2
OH

OH-1>0OH-2>0H-6>0OH-3>0H-4
Abb. 5.6: Saccharid-Aciditét
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In der sauren Hydrolyse von Glykanen mittels TFA werden N-Acetylhexosen (GalNAc;
GlcNAc) de-N-acetyliert, wobei die korrespondierenden Aminozucker (GalNHy; GIlcNHy)
entstehen. N-Acetyl- und N-Glycolylneuraminséduren (NeubAc; NeubGe) werden in der TFA-
Hydrolyse zersetzt und miissen zur Detektion unter milderen Hydrolysebedingungen mit HCI,
HySO4 oder enzymatisch freigesetzt werden. TFA hat hier den Vorteil in der SpeedVac schnell
und nahezu restlos zu verdampfen. Die Monosaccharidbestimmung mittels HPAEC-PAD er-
moglicht eine schnelle und einfache Ubersicht iiber vorhandene Monosaccharide sowie erste
Einblicke iiber den vorherrschenden Glykosylierungstyp. So deutet ein GlcNAc/Man < 0,5
auf N-Glykane des mannosereichen Typs, hingegen GlcNAc/Man =1-2 auf den komplexen
Typ hin. Der Nachweis von GalNAc weist aufgrund seines seltenen Einbaus in N-Glykanen

auf das Vorhandensein von O-Glykosylierungen hin.

5.56.4.1 TFA-Hydrolyse

50 pug Protein oder deren bereits aufgereinigte Glykane werden in 1,5ml Schraubgefife vor-
gelegt und in 400 ul 2N TFA gelost. Die saure Hydrolyse inkubiert 4h bei 100°C im Tro-
ckenschrank. Anschlieflend werden die Proben abgekiihlt und in der SpeedVac zur Trock-
ne eingeengt. Nach dem Waschen mit 500 ul HoO und erneutem Einengen kann die Pro-
be fiir die HPAEC-PAD-Messung im Probenzumischstandard aufgenommen werden. Die-
ser besteht aus 200 pmol/Injektionsvolumen D-Fructose und 2-Deoxy-D-ribose. Der Kali-
brierstandard setzt sich zusammen aus 200 pmol/Injektionsvolumen D-Fructose,2-Deoxy-
D-ribose und 100 pmol/Injektionsvolumen Arabinose (Ara), D-Galactose (Gal), D-Glucose
(Glc), D-Mannose (Man), L-Fucose (Fuc), N-Acetyl-D-galactosamin (GalNH;), N-Acetyl-D-
glucosamin (GlcNHy) und Xylose (Xyl). Bei Bedarf kommen noch 100 pmol L-Rhamnose
(Rha) dazu. Alle verwendeten Monosaccharide stammen von Fluka. Zur Priifung der Hy-
drolyse werden 75pmol al-saures Glykoprotein (AGP, human) und H,O als Leerwert mit
hydrolysiert.

5.5.4.2 Probentrocknung

Wissrige Losungen, fliichtige Salze, Losemittel und Sduren werden in der SpeedVac bei 37°C
unter Vakuum verdampft. An der Gefdkwandung zuriickbleibende Glykane werden in neuer

Losung aufgenommen oder bei -20 °C gelagert.

5.5.4.3 Probenfiltration

Bei sichtbar enthaltenen Schwebstoffen wird die Probe nach Hydrolyse vor der HPAEC-PAD-
Messung filtriert. Hierzu werden Millex-GV Syring Driven Filter (Millipore) mit 0,22 ym
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grofen Poren verwendet. Nach dem Waschen der Filter mit 50 ul HoO wird die Probe filtriert

und mit Wasser nachgewaschen. Die Partikel verbleiben auf bzw. im Filter.

5.5.4.4 HPAEC-PAD-Analyse

Die Detektion der Monosaccharide iiber HPAEC-PAD erfolgt nach isokratischer Trennung
mit 2,25 bzw. 18 mM KOH. Die Elutionsrangfolge der Monosaccharide unterscheidet sich.
Bei 2,25 mM KOH eluiert zuerst Fuc, gefolgt von Desoxyribose, Rha oder Ara, GalNH,, Gal,
GleNH,, Gle, Xyl, Man und Fru. Bei 18 mM KOH eluiert zuerst Fuc, gefolgt von Desoxy-
ribose, Rha, Ara/GalNH,, GIcNH,, Gal, Gle, Man und Xyl. Die nachfolgenden Parameter

beschreiben die Messung.

Trennsaule CarboPac PA1 250 x 2mm
Vorsiule CarboPac PA1 50 x 2mm
Eluent A 2,25/18 mM KOH

Eluent B 200mM NaOH

Eluent C 100 mM NaOH, 600 mM NaAc
Flussrate 0,25 ml/min

T(Saeule/Detektor) 25°C
T(Probengeber) 10°C
vohlmen(lnjektion) 10 ILLl

5.5.5 Oligosaccharid-Bestimmung

Aufgereinigte N-Glykane von 100 ug Protein werden in desialylierter Form ohne Derivatisie-
rung iiber die Anionenaustauschermatrix nach ihrer Aciditdt unter alkalischen Bedingungen
aufgetrennt und fraktioniert [203,204]. Die Peak entsprechend vereinigten Fraktionen konnen
nach Entsalzung iiber TopTip massenspektrometrisch analysiert werden. Die isolierten Gly-
kane werden im Anschluss APTS-markiert und als Vergleichsstandard fiir die CE-Messung

verwendet. Die Elution erfolgt bei dieser Methode durch eine steigende NaAc-Konzentration.

Trennsaule CarboPac PA1 250 x 2mm
Vorséaule CarboPac PA1 50 x 2mm
Eluent A 100mM NaOH

Eluent B 100mM NaOH, 600 mM NaAc
Eluent C 100 mM NaOH, 120 mM NaAc

T(Saeule/Detektor) 25°C
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FLUSSRATE ZEIT ELUENTA ELUENTB ELUENTC

[ml/min]  [min] %] %] %]
0 100 0 0
0,4 10 100 0 0
90 55 45 0
100 0 100 0
0,2 105 0 0 100
125 0 0 100
0.4 130 100 0 0
150 100 0 0

Tab. 5.22: Gradient HPAEC-PAD

5.5.6 Kapillarelektrophorese

Ahnlich der Proteintrennung mittels SDS-PAGE werden bei der Kapillarelektrophorese N-
Glykane einheitlich negativ geladen und elektrophoretisch nach Gréfe und Form getrennt.
Ein Molekiil des Fluorophors APTS wird hierbei {iber reduktive Aminierung am reduzieren-
den Ende des Oligosaccharides gebunden. Die drei Sulfonsduregruppen des APTS sorgen fiir
die einheitlich negative Ladung. Native Ladungen in Form von Sialinsduren werden zur bes-
seren Auftrennung chemisch (5.5.7.1) oder enzymatisch (5.5.1.3) entfernt. In einer mit Puffer
gefiillten Kapillare wandern die Oligosaccharide nun mit spezifischer Mobilitét in Richtung

Anode. Die hier verwendete Quarzkapillare ist von innen beschichtet mit Polyvinylalkohol
(PVA).

5.56.6.1 APTS-Markierung von N-Glykanen

© O
03S SO3
O

NI, S0s

Abb. 5.7: APTS. 523,40 g/mol.

Unter Verwendung des Carbohydrate Labeling and Analysis Kits werden N-Glykane wie
folgt APTS markiert. Desialylierte Glykane, ausgehend von ca. 25 ug Protein, werden in
PCR-Reagiergefife vorgelegt und getrocknet. Es werden 0,5 ul 1 M Natriumcyanoborhydrid
(NaCNBH3), 0,5l L6 APTS-Reagenz, 3 ul des Label Puffers (10 % HAc:Tetrahydrofuran
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(L3:THF; 1:1) und 0,1 fmol Maltose als internen Standard dazu gegeben. Die Labelreaktion
findet bei RT, ii.N., alternativ 90 min bei 60 °C, unter Lichtausschluss statt. Der Ansatz wird
mit 25 pul HyO aufgefiillt und davon 5 pl zur CE-Messung in weiteren 20 ul HoO verdiinnt

eingesetzt.

5.56.6.2 CE-LIF-Analyse

Im Vergleich zu den HPLC-Methoden zeichnet sich die CE-Analyse von Glykanen durch
eine hohe Sensitivitét, hoher Auflésung bei geringem Zeitaufwand aus. Ein Lauf dauert ca.
20 min. Es wird die Software 32Karat mit dem Gerat CE-MDQ-PACE von Beckman Coulter

verwendet.

CHO-Kapillare amorpher Quarz (fused silica)
50 pm Durchmesser
ca.60 cm Lange
Polyvinylalkohol(PVA)-Innenbeschichtung

Puffer CHO-Puffer von Beckman Coulter

Spannung 30kV

Detektor laserinduzierte Fluoreszenz (LIF)
455, /512, nm

5.5.7 Sialinsaurebestimmung

Zur HPLC-Bestimmung von Sialinsduren werden die Sialinsduren chemisch vom Glykopro-
tein oder Glykan abgespalten (5.5.7.1), DMB-markiert [205,206] und schlieflich iiber ei-
ne RP18-Sdule analysiert. Die verwendete Kieselgelsdule ist mit C18-Ketten modifiziert
und somit stark hydrophob. Die verschiedenen Sialinsduretypen werden iiber hydrophobe
Wechselwirkungen mit der Sdulenmatrix unter Absenkung der Polaritdt der mobilen Phase
aufgetrennt. Die Sialinsduren N-Acetylneuraminséure (Neub5Ac), N-Glycolylneuraminsiaure
(Neu5Ge) und 2-Keto-3-deoxy-D-glycero-D-galacto-nononsiure (KDN) werden als Standard

eingesetzt.

5.5.7.1 Essigsdurehydrolyse

Zur chemischen Desialylierung wird das Glykoprotein (ca. 50 ug) oder die bereits aufgerei-
nigten Glykane in 3M Essigsdure 90 min bei 80 °C und 150 rpm inkubiert. Der Ansatz wird
mit 25-prozentigem Ammoniak neutralisiert und mit 500 4l HyO in der SpeedVac eingeengt.
Zur Salzentfernung werden die Proben in EtOH und EtOH:MeOH (1:1) aufgenommen und

zur Trockne eingeengt.
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5.5.7.2 DMB-Markierung von Sialinsduren

NH;Cl

O NH.Cl
Abb. 5.8: DMB.120,11 g/mol; 3735, /448 g, nm

Nach der Essigsdurehydrolyse werden die Sialinsduren mit dem Fluoreszenzfarbstoff 1,2
Diamino-4,5-methylendioxybenzol (DMB) markiert, um eine Detektion hoher Sensitivitét
zu ermoglichen. Die Sialinsduren werden in 20 ul HoO und 100 4l DMB-Reagenz aufgenom-
men und bei 56 °C 2,5 h unter Lichtausschluss inkubiert. Das Labelreagenz besteht aus 2,7 M
DMB in 2M HCI, 9 mM Natriumdisulfit und 0,5 M £-Mercaptoethanol. Zusatzlich zur Pro-
be wird der Kalibrierstandard, bestehend aus je 500 pmol/ml Neu5Ac¢, NeubGe und KDN
DMB markiert. Als internen Standard wird jeder Probe 7,5 pmol KDN vor DMB-Markierung
zugegeben. Als Zumischstandard wird eine 10 pmol/ml KDN-Losung DMB-markiert.

5.5.7.3 Dionex-Ultimate 3000-Analyse

Der DMB-gelabelte Kalibrierstandard wird zu 500 fmol/Injektion in HoO verdiinnt und zur
Quantifizierung 3x mittels RP-HPLC gemessen. Die Proben werden geméifs des internen
KDN-Standards auf 500 fmol/Injektion in HyO verdiinnt gemessen.

Ultimate 3000 Eluentenspeicher; Dionex, Idstein

HPLC-Pumpe
Saulenofen
Autoinjektor
RF 2000 Fluoreszenz-Detektor
Software Chromeleon 6.80
Methode RP18-HPLC
Saule Gemini 5 C18 110 A 250 x 4,6 mm

Phenomenex, Aschaffenburg
Vorsiule Gemini C18 3 x 4mm

(Phenomenex, Aschaffenburg)
Eluent A H,0O
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Eluent B ACN:MeOH (3:2)

Detektor Dionex-Fluoreszenzdetektor RE 2000
373 5. /448 By nm

Flussrate 0,5 ml/min

T(Saule) 30°C

FLUSSRATE ZEIT ELUENTA ELUENTB

|ml/min|  [min] [%] %]
0 83 15

10 83 15

60 65 33

0,5 61 0 100
71 0 100

72 83 15

87 83 15

Tab. 5.25: Gradient RP18-HPLC
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6 Anhang

6.1 Exemplarische Spektren
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Abb. 6.1: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der AGE1.HN-Zelllinie. Sterne markieren eine DH-
Verunreinigung. Die Probe wurde mit Arabinosazon als Matrix im Positivimodus mit Reflektor massen-
spektrometrisch analysiert [M+Na|T. (0= GlcNAc, <& = NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.2: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der AGE1.CR-Zelllinie. Die Probe wurde mit Arabinosa-
zon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M+Na|T. (= GlcNAc,

& = NeudAc, <= Fuc.
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Abb. 6.3: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der AGE1.pIX-Zelllinie. Die Probe wurde mit Arabino-
sazon als Matrix im Positivimodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M+Na| ™. [0 = GlcNAc,

<& = NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.4: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane der mittels Rohmem-
branpéparation isolierten Membranglykoproteine der CHO-Zelllinie. Die Probe wurde mit Arabinosazon als

Matrix im Positivimodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M+Na|*. [0 = GlcNAc,
& =NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.5: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Die Mem-
bran+MVA“ aus AGE1.CR-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach
24 Inkubation geerntet. ,Die Membran+MVA* wurden aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 prépariert.
Die N-Glykane wurden mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrome-

trisch analysiert [M+Na|*. (0= GlcNAc, <& = NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.6: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Membran-
MVA“ aus AGE1.CR.pIX-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach 24 Inkubation
geerntet. ,Membran-MVA* wurde aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 pripariert. Die N-Glykane wurden
mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M-+Na|T.
O =GIlcNAc, & =NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.7: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Membran-
MVA*“ aus BHK-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach 24 Inkubation geerntet.
,Die Membran+MVA*“ wurde aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 prépariert. Die N-Glykane wurden
mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M-+Na| ™.
O =GIlcNAc, & =NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.8: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Membran-
MVA“ aus AGE1.CR-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach 24 Inkubation
geerntet. . Membran-MVA“ wurde aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 prapariert. Die N-Glykane wurden

mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M-+Na|T.
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Abb. 6.9: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Membran-
MVA“ aus AGE1.CR.pIX-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach 24 Inkubation
geerntet. ,Membran-MVA“ wurde aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 prapariert. Die N-Glykane wurden

mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M-+Na] ™.
0 =GIlcNAc,

& =NeubAc, <= Fuc.
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Abb. 6.10: Exemplarisches MALDI-TOF-MS-Spektrum permethylierter N-Glykane isolierter ,Membran-
MVA“ aus BHK-Zellen. Die Zellen wurden mit MVA der MOI 1.0 infiziert und nach 24 Inkubation ge-
erntet. ,Membran-MVA* wurden aus Zellkulturiiberstand nach 5.4.7.2 prapariert. Die N-Glykane wurden
mit Arabinosazon als Matrix im Positivmodus mit Reflektor massenspektrometrisch analysiert [M+Na]*.
0= GlcNAc, & =NeubAc, <= Fuc.
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