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Abstrakt

Abstrakt

Einleitung: Sialinsduren umfassen eine Gruppe von meist terminal gebundenen Aminozuckern,
die an einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie der Zellerkennung, Zelladhdsion und
Proliferation, aber auch an pathologischen Vorgéngen, beispielsweise der Virusbindung oder
Tumormetastasierung, beteiligt sind. Beim metabolischen Oligosaccharid-Engineering (MOE)
werden modifizierte Sialinsdurevorldufer wie N-Propanoylmannosamin (ManNProp) in die
zelluldre Sialinsdurebiosynthese eingeschleust, zu modifizierten Sialinsduren metabolisiert und
in Sialoglycane eingebaut. Ziel der Arbeit war die Etablierung eines Zellsystems mit einer
nahezu homogenen Population strukturell verdnderter Sialinsduren auf der Zelloberfliche, um
den Einfluss modifizierter Sialoglycane auf biologische Vorginge besser untersuchen zu kénnen.
Methoden: Die hyposialylierten Subklone BJA-B K20 und HL60-1 zweier hdmatopoetischer
Zelllinien, die keine UDP-GIcNAc-2-Epimerase, das Schliisselenzym der Sialinsdure-
biosynthese, exprimieren, wurden wie die normal sialylierten Subklone BJA-B K88 und HL60-I1
mit 10 mM des natiirlichen N-Acylmannosamins ManNAc oder des unnatiirlichen ManNProp
iiber 72 h inkubiert. Anderungen der Zelloberflichensialylierung und die Inkorporation
modifizierter Sialinsduren wurden mittels HPLC und Durchflusszytometrie bestimmt.
Ergebnisse: Nach Inkubation mit ManNProp enthielten die Membranglycoproteine von HL60-1-
und BJA-B K20-Zellen einen Anteil von bis zu 85 % modifizierter Sialinsduren, die HL60-II
und BJA-B K88 jedoch nur 15 % bzw. 56 %. Nach N-Acylmannosamin-Behandlung wurde bei
den HL60-I-Zellen ein signifikanter Anstieg von Sialyl-Lewis X-Epitopen nachgewiesen.
Vergleiche von Anderungen des CMP-Sialinsiure-Gehalts, der Sialyl-Lewis X-Expression sowie
der Lektinbindungsmuster von ManNAc- und ManNProp-behandelten Zellen belegen, dass
ManNProp von den sonst permissiven Enzymen der CMP-Sialinsdurebiosynthese weniger
effizient metabolisiert wurde. Jedoch fanden sich gleichzeitig Hinweise, dass offenbar manche
Sialyltransferasen bevorzugt modifizierte CMP-Sialinsduren tibertrugen. In dieser Arbeit konnte
aulerdem die lange infrage gestellte Aufnahme freier Sialinsdureanaloga gezeigt werden.
Sialinsdureanaloga mit Modifikationen an C-5 oder C-9 wurden mit einem Anteil von bis zu
95 % in die Membranglycoproteine von HL60-I- und BJA-B K20-Zellen effizient inkorporiert.
Schlussfolgerung: Durch den Einsatz freier Sialinsdureanaloga ldsst sich das Spektrum an
Modifikationen in Sialoglycanen deutlich erweitern. Die Inkorporation modifizierter N-Acyl-
mannosamine sowie freier Sialinsdureanaloga ist abhdngig von der Aktivitit der UDP-GIcNAc-
2-Epimerase. Das hier etablierte und charakterisierte UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defiziente
Zellsystem ist daher fiir ein effizientes MOE besonders gut geeignet.
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Introduction: Sialic acids comprise a group of usually terminally bound amino sugars, which
are involved in a variety of biological processes such as cell recognition, cell adhesion and
proliferation but also in pathological processes such as virus binding and tumor metastasis.
Modified sialic acid precursors such as N-propanoylmannosamine (ManNProp) are introduced
by metabolic oligosaccharide engineering (MOE) into the cellular sialic acid biosynthesis,
metabolized to modified sialic acids and incorporated into sialoglycans. Aim of this work was
the establishment of a cell system with an almost homogeneous population of structurally altered
sialic acids on the cell surface in order to investigate the influence of modified sialoglycans on
biological processes.

Methods: The hyposialylated subclones HL60-I and BJA-B K20 of two hematopoietic cell lines
that do not express UDP-GIcNAc 2-epimerase, the key enzyme of the sialic acid, were
incubatetd as well as the normally sialylated subclones BJA-B K88 and HL60-II with 10 mM of
the natural N-acylmannosamine ManNAc or the unnatural ManNProp for 72 h. Changes in cell
surface sialylation and the incorporation of modified sialic acids were determined by HPLC and
flow cytometry.

Results: After incubation with ManNProp the membrane glycoproteins of HL60-I and
BJA-B K20 cells contained a proportion of up to 85 % of modified sialic acids, but the HL60-11
and BJA-B K88 only 15% and 56 %. After N-acylmannosamine-treatment, a significant
increase of sialyl Lewis X epitopes was demonstrated in the HL60-I cells. Comparisons of
changes in CMP-sialic acid content, sialyl Lewis X expression and lectin binding patterns of
ManNAc- and ManNProp-treated cells demonstrate, that ManNProp was less efficiently
metabolized by the enzymes of the otherwise permissive CMP-sialic acid biosynthesis than
natural ManNAc. However, also evidence was found that some sialyltransferases apparently
prefered to transfer modified CMP-sialic acids. In this work, the long questioned uptake of free
sialic acid analogs could also be shown. Sialic acid analogs carrying modifications at C-5 or C-9
were efficently incorprated resulting in a proportion of up to 95 % of modified sialic acids in
membrane glycoproteins of HL60-I and BJA-B K20 cells.

Conclusions: By using free sialic acid analogs the range of modifications in sialoglycans can be
significantly expanded. The incorporation of N-acylmannosamine analogs and free sialic acid
analogs depends on the activity of UDP-GlcNAc 2-epimerase. The UDP-GIcNAc 2-epimerase-
deficient cell system established and characterized in this study is therefore particularly suitable

for efficient MOE.
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1 Einleitung

Die Struktur eukaryotischer Zellmembranen wird durch eine Vielzahl verschiedener Bausteine
bestimmt. Hauptbestandteil sind amphiphile Lipidmolekiile, deren hydrophobe Enden sich
gegeniiberliegen und eine Lipiddoppelschicht ausbilden. Die hydrophilen Gruppen der
Lipidmolekiile zeigen somit nach auflen bzw. in das Innere der Zelle. In dieser
Lipiddoppelschicht sind integrale Proteine als Struktur- und Funktionstrdger enthalten (1). Die
essentiellen Membrankomponenten sind in der Regel glycosyliert. Neben Glycoproteinen finden
sich auch Glycolipide als Membranbausteine, sodass die Zellmembranen eukaryotischer Zellen
einen Kohlenhydratanteil von 2-10 % besitzen (2). Die Oligosaccharide der Zellmembran bilden
in ihrer Gesamtheit die sogenannte Glycocalix. Die Zuckerstrukturen der membraniren
Glycokonjugate sind asymmetrisch verteilt. Bei der Plasmamembran sind sie stets extrazellulér
und bei den Membranen der Zellorganellen wie Lysosomen und Endosomen luminal lokalisiert.
Die Glycosylierung der Proteine und Lipide tridgt wesentlich zu ihren vielseitigen Funktionen

und ihrer biologischen Stabilitét bei (3).

1.1 Struktur von Sialinsiduren

Innerhalb der Oligosaccharidstrukturen sind die Sialinsduren als terminale Komponenten der
Glycokonjugate von herausragender Bedeutung. Sialinsduren sind a-Ketoséduren mit einem C-9-
Kohlenstoffgeriist, deren Gruppe mehr als 50 verschiedene natiirliche Derivate umfasst. Thr
hiufigster Vertreter ist die N-Acetylneuraminsdure (Neu5SAc) (4). Laut einer fritheren Definition
verstand man unter Sialinsduren die Derivate der Neuraminsdure (5-Amino-3,5-didesoxy-D-
glycero-D-galacto-2-nonulosonsédure), kurz Neu. Nach Entdeckung der 2-Keto-3-desoxy-D-
glycero-D-galacto-2-nonulosonsédure (KDN) zdhlt man auch die Derivate der KDN zu den
Sialinsduren (4, 5).

Die Erforschung der Sialinsduren geht zuriick in die 1930er-Jahre, als Ernst Klenk und Gunnar
Blix unabhédngig voneinander Sialinséuren in Glycolipiden von Gehirnen bzw. in Mucinen von
Rinderspeicheldriisen nachwiesen (6, 7). Es dauerte jedoch mehrere Jahre bis klar wurde, dass
beide die gleiche Substanz beschrieben hatten (8). Der Begriff Sialinsdure (gr. sialos = Speichel)
wurde 1957 eingefiihrt (9). Die Bezeichnung Neuraminsdure stammt von Klenk (10) und leitet
sich aus dem Ort ihrer Isolierung sowie ihren chemischen Eigenschaften ab: Neuro + Amin +

Sdure. Die Aufklarung der Sialinsdurestruktur dauerte mehr als zwei Jahrzehnte und gelang erst
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Anfang der 1960er-Jahre (8). Das C-9-Kohlenhydratgrundgeriist ist an der C-2-Position
carboxyliert und trigt in der offenen Form eine Ketogruppe an der C-2-Position. Unter
physiologischen Bedingungen bilden Sialinsduren durch intramolekulare Kondensation einen
Pyranosering zwischen C-2 und C-6 (11). Die C-5-Position besitzt in der Regel eine
Aminofunktion, welche N-acyliert ist. Die Ausnahme hiervon stellen Sialinsduren dar, die sich
von der desaminierten KDN ableiten, welche an der C-5-Position eine Hydroxylgruppe triagt (5).
Die Carboxylgruppe verleiht dem Molekiil unter physiologischen Bedingungen eine negative
Ladung und charakterisiert es als starke organische Séure (pK, 2,2) (12). In Glycokonjugaten
liegen Sialinséuren in der a-Konformation vor, wihrend sich die f-Konformation des anomeren
C-2 nur bei freien Sialinsduren und der aktivierten Form, den CMP-Sialinsduren, findet (13). Die
Kohlenstoffatome in Position C-4, C-7, C-8 und C-9 sind hydroxyliert und konnen mit
unterschiedlichen Substituenten versehen sein. Sie verleihen den Sialinsduren ein hohes Mal} an
Vielfalt und sind teilweise fiir spezifische Funktionen verantwortlich. Als N-Substituenten an
C-5 wurden bisher Acetyl- und Glycolylgruppen beschrieben. O-Acetylierungen gehéren zu den
haufigsten O-Modifikationen und kommen an den Hydroxylgruppen von R*"*? vor (Abb. 1.1).
Fir R® sind auBerdem Sulfatyl- und Methylgruppen sowie fiir R’ Phosphoryl- und
Lactoylgruppen beschrieben (14). Die Modifikationen der Hydroxylgruppen erfolgen im Golgi-
Apparat durch verschiedene Enzyme (14). Erst kiirzlich konnte der Mechanismus der
9-O-Acetylierung von CMP-Sialinsduren im Golgi-Apparat beschrieben werden (15). Im
Gegensatz dazu erfolgt die Bildung der CMP-N-Glycolylneuraminsidure (CMP-Neu5Gc) bereits
im Cytosol aus CMP-Neu5Ac durch die CMP-Neu5Ac-Hydroxylase (16). Die Diversitit der

Sialinsduren wird erginzt durch ungesittigte und Dehydroformen sowie unterschiedlichen

OR8

OH

&
T

7
RO RO

Abb. 1.1 Struktur von Sialinséduren.

Die von der Neuraminsdure abgeleiteten Sialinsdurederivate sind N-acylierte (R’ = Acetyl- oder
Glycolylgruppen) a-Ketosduren mit Acetyl-, Lactoyl-, Methyl-, Sulfatyl- und Phosphorylgruppen als
mogliche O-Substituenten (R*, R7, R®, R%). Bei der Neu5Ac sind die Hydroxylgruppen nicht substituiert.
Bei der KDN findet sich keine Aminogruppe an C-5. Abbildung aus Hinderlich (17).
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Verkniipfungen zu den darunterliegenden Zuckern der Oligosaccharide (18).

1.2 Metabolismus von Sialinsduren

Die Sialinsdurebiosynthese in Vertebraten (Abb. 1.2) zweigt vom Aminozuckerstoffwechsel ab
und verwendet als Ausgangssubstrat UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc). Aus UDP-
GlcNAc erfolgt innerhalb von fiinf Schritten die Bildung von CMP-Neu5Ac, die aktivierte Form
der Neu5Ac. Die Umwandlung von UDP-GIcNAc zu N-Acetylmannosamin (ManNAc) durch
die UDP-GlcNAc-2-Epimerase wird als Ausgangspunkt der Sialinséurebiosynthese angesehen
(19). Eine detaillierte Darstellung des Reaktionsmechanismus findet sich bei Tanner (11). Im
nichsten Schritt erfolgt durch die ManNAc-Kinase die Bildung von ManNAc-6-phosphat durch
Ubertragung des y-Phosphat vom ATP auf die Hydroxylgruppe des C-6 des ManNAc. Diese
ersten beiden Schritte der de novo-Synthese von Sialinsduren werden durch das bifunktionelle
Enzym UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE) katalysiert (20, 21), wobei eine
N-terminale Epimerase- und eine C-terminale Kinase-Doméne vorliegen. Die UDP-GIcNAc-2-
Epimerase katalysiert den Schliisselschritt der Sialinsdaurebiosynthese. Die Bildung von ManNAc
aus UDP-GIcNAc stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Sialinsdureproduktion
dar (11). Uber das Endprodukt CMP-Neu5Ac erfolgt eine allosterische Feedback-Hemmung des
Enzyms (22). Bei der Sialurie, einer sehr seltenen Stoffwechselkrankheit, findet sich ein Defekt
in der Bindung von CMP-Neu5Ac an die UDP-GlcNAc-2-Epimerase-Domine der GNE,
wodurch es zu einer fehlenden Feedback-Hemmung kommt, die zu einer massiven Produktion
und Ausscheidung freier Neu5SAc im Urin fiihrt (23). Die zentrale Rolle der UDP-GIcNAc-2-
Epimerase fiir die Regulation der Sialylierung von Glycoproteinen und Glycolipiden der
Plasmamembran konnte durch Arbeiten an hdmatopoetischen Zelllinien gezeigt werden, die
keine Expression des Enzyms mehr aufwiesen (24). Zahlreiche weitere Regulationsmechanismen
der GNE tragen zur Feinregulierung des Sialinsdurestoffwechsels bei. Eine Steigerung der
Enzymaktivitdt wird iiber eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C erreicht (25). Die
GNE-Expression wird auch epigenetisch reguliert. Die Methylierung der Promotorregion fiihrt
zur Reduktion der GNE-mRNA-Expression, wie in einigen Krebszelllinien gezeigt wurde (26),
was eine drastische Verminderung der zelluldren Sialylierung zur Folge hat. Bei der
GNE-Myopathie, frither auch Heriditdre Einschlusskorperchenmyopathie (HIBM) genannt,
handelt es sich um eine seltene autosomal-rezessive Muskelerkrankung aufgrund verschiedener
bialleler Mutationen im GNE-Gen, die zu einer verminderten Aktivitdt der GNE fiihren und von

muskuldrer Schwiche sowie einem erniedrigten Sialinsduregehalt im Serum und Skelettmuskel
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begleitet sind (27). Der genaue pathophysiologische Zusammenhang zwischen verminderter
Aktivitdt der GNE und Muskelerkrankung ist jedoch noch nicht geklart.

Im weiteren Verlauf der Sialinsdurebiosynthese kondensiert die Neu5Ac-9-phosphat-Synthase
ManNA c-6-phosphat mit Phosphoenolpyruvat zu Neu5Ac-9-phosphat (28). Die Phosphatgruppe
des Neu5SAc-9-phosphat muss vor Bildung des Nukleotidzuckers CMP-NeuSAc durch die
spezifische NeuS5Ac-9-phosphat-Phosphatase abgespalten werden (29). Wéhrend die NeuSAc-
Synthese im Cytosol erfolgt, findet die Aktivierung des Zuckers zu CMP-Neu5Ac im Kern statt,
was fiir die Aktivierung von Monosacchariden einmalig ist (4, 30). Die Bildung des aktivierten
Nukleotidzuckers wird durch die CMP-Neu5Ac-Synthetase katalysiert, wobei CTP und NeuSAc
unter Abspaltung von Pyrophosphat kondensiert (31). Es konnte bislang nicht geklart werden,
warum die Aktivierung der NeuSAc im Kern erfolgt. Spekuliert wird iiber eine regulatorische
Funktion der CMP-Neu5Ac bei Signaltransduktions- oder Transkriptionsprozessen (32). Uber
einen noch unbekannten Mechanismus wird CMP-Neu5Ac in das Cytosol freigesetzt und
gelangt durch einen Antiport mit CMP in den Golgi-Apparat, wo es der Synthese von
Glycokonjugaten dient (33).

Freie Sialinsduren entstehen beim Abbau von Sialoglycokonjugaten vor allem in
Endosomen/Lysosomen. Die Sialinsduren werden durch die Sialidasen NEU1 und NEU4 von
den Glycanen abgespalten (34). Die freien Sialinsduren gelangen iiber den lysosomalen
Sialinsdure-Transporter sialin (SLC17AS5) ins Cytosol (35), wo sie entweder weiter abgebaut
oder wieder verwendet werden konnen. Aktivititsverluste des lysosomalen Sialinséure-
Transporter haben Stérungen beim Abbau und somit einen Aufstau von Sialinséuren zur Folge
und fithren zu der neurodegenerativen Salla-Krankheit und der besonders schwer verlaufenden
infantilen Sialinsdure-Speicherkrankheit, ISSD (35). Vorhandene O-Acetylierungen werden
durch 9-O-Acetylesterasen entweder im Lysosom oder Cytosol entfernt (36). Die freie,
unsubstituierte NeuSAc wird zundchst durch die NeuSAc-Aldolase in ManNAc und Pyruvat
gespalten. ManNAc wird dann durch die GlcNAc-2-Epimerase zu GlcNAc umgewandelt. Das
entstandene GIcNAc kann nach Phosphorylierung zu GIlcNAc-6-phosphat entweder in die
anabolen oder katabolen Zweige des Hexosaminstoffwechsel eintreten (19). Die Glycolylgruppe
der Neu5Gce wird nicht abgespalten, sodass bei ihrem Abbau ManNGec entsteht, welches fiir die

Sialinsdurebiosynthese wieder verwendet werden kann (37).
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Abb. 1.2
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Biosynthese und Abbau von Sialinséiuren in Vertebraten.

Die Rolle der UDP-GIcNAc-2-Epimerase als Schliisselenzym der Sialinsdurebiosynthese wird durch die
Feedback-Hemmung durch das Endprodukt CMP-Neu5Ac unterstrichen. Abbildung modifiziert nach
Miinster-Kiihnel und Hinderlich (19).
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1.3 Sialinsduren in Glycokonjugaten

Die Ubertragung der Sialinsiuren auf die Oligosaccharidketten von Glycoproteinen sowie
Glycolipiden erfolgt im trans-Golgi-Netzwerk durch eine Reihe von Sialyltransferasen mit hoher
Akzeptorspezifitit unter Abspaltung von CMP. Allein beim Menschen sind 20 Sialyltranferasen
bekannt, die verschiedene Typen von a-glycosidischen Bindungen zwischen Sialinsduren und
darunter liegenden Monosaccharid-Akzeptorstellen katalysieren. Es sind «2,3- oder 02,6-
Bindungen an Galactose, 02,6-Bindungen an N-Acetylgalactosamin oder N-Acetylglucosamin
sowie 02,8-Bindungen zwischen Sialinsduren beim Menschen beschrieben (38). Sialinsduren
finden sich in der Regel in terminaler Position am nicht-reduzierenden Ende von
Oligosacchariden der Glycoproteine und Glycolipide. Eine Ausnahme stellen die
Polysialinsduren des neuralen Zelladhdsionsmolekiils (NCAM) dar, bei denen iiber 100
Sialinséuren iiber 02,8-Bindungen miteinander verkniipft sein konnen (39).

Bei den Glycoproteinen unterscheidet man im Wesentlichen zwei Glycosylierungstypen:
N-Glycane und O-Glycane. Thre Bildung erfolgt im rauhen endoplasmatischen Reticulum und in
den Organellen des Golgi-Apparates. N-Glycane sind meist iiber einen N-Acetylglucosaminrest
amidisch an Asparagin in der Konsensussequenz Asn-X-Threonin/Serin der Polypeptidkette
gebunden, wobei X jede Aminosdure auler Prolin sein kann. Sie enthalten eine gemeinsame
Core-Struktur aus Man3;GIlcNAc, (40). Die N-Glycane werden anhand ihres variablen
Strukturteils in drei Subtypen unterschieden: Mannose-reiche Oligosaccharide, hybride
Oligosaccharide und komplexe Oligosaccharide (Abb. 1.4). Bei den Mannose-reichen Strukturen
werden an die Core-Struktur bis zu sechs weitere Mannosen angehédngt. Die Struktur der
komplexen N-Glycane wird geprédgt durch verldngernde Lactosamineinheiten sowie die Addition
von bis zu fiinf Verzweigungen, auch Antennen genannt, welche von den Mannoseresten der
Core-Struktur ausgehen. Beim hybriden Typ besteht eine Mischung aus Mannose-reichen und
komplexen Strukturmerkmalen (40).

Bei den O-Glycanen ist das Oligosaccharid iiber die OH-Gruppe eines Monosaccharids, z. B.
N-Acetylgalactosamin,  N-Acetylglucosamin, Galactose oder Mannose, mit den
Hydroxylgruppen von Serin, Threonin oder Hydroxylysin der Polypeptidkette verbunden (41).
Die Struktur von O-Glycanen ist sehr heterogen. Fiir die sehr hédufig auftretenden O-Glycane
vom Mucin-Typ (GalNAcal-Ser/Thr) sind acht verschiedene Core-Strukturen beschrieben

worden (42), wovon sich sieben beim Menschen finden.
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Abb. 1.4  Struktur der N-Glycane, O-Glycane und Glycane von Glycosphingolipiden.

Die gemeinsame Core-Struktur Man;GlcNAc, der N-Glycane (grau umrandet) ist amidisch an Asparagin
der Polypeptidkette gebunden. Darstellung des Mannose-reichen Typs (auch High-Mannose-Typ), eines
triantenndren, komplexen N-Glycans mit einer Core-Fucose sowie des hybriden Typs (40). Daneben ein
O-Glycan vom Mucin-Typ mit der Core 4-Struktur (grau umrandet). Das dargestellte O-Glycan findet
sich in Mucinen des menschlichen Respirationstraktes, nach (42). Das Glycosphingolipid, Gangliosid
GT1b, tragt neben a2,3- auch a2,8-gebundene Sialinsduren und ist eines der Hauptganglioside im Gehirn
von Sdugetieren und Vogeln (43).

Glycosphingolipide sind eine Gruppe von Glycolipiden, die sich in der Zellmembran vieler
Organismen finden. Sie stellen insbesondere im Gehirn von Vertebraten den Hauptanteil der
Glycolipide und spielen bei himatopoetischen Zellen eine wichtige Rolle beim Membranaufbau.
Ihre gemeinsame Grundstruktur ist eine Ceramideinheit bestehend aus einem langkettigen
Aminoalkohol, dem Sphingosin, und einer amidisch gebundenen Fettsdure, wobei die
Oligosaccharide an das Ceramid iiber dessen C-1-Hydroxylgruppe gebunden sind (43).
Sialylierte Glycosphingolipide werden als Ganglioside bezeichnet. Die Sialinsduren der
Ganglioside sind nicht nur o2,3- bzw. a2,6-verkniipft, man findet auch Oligosialinséure-
Strukturen mit a2,8-Bindungen wie beim GT1b (Abb. 1.4).

Glycangebundene Sialinsduren verschiedener Vertebraten-Spezies weisen eine bemerkenswerte
Vielseitigkeit an natiirlichen Modifikationen auf. Beispielsweise finden sich alleine im Speichel
des Rindes iiber 14 verschiedene Sialinsduren (37). Beim Menschen dominieren dagegen

lediglich drei verschiedene Varianten, nidmlich NeuS5Ac, die 9-O-acetylierte NeuSAc
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(Neu5,9Ac,) und die 9-O-lactosylierte NeuSAc (Neu5Ac9Lt) (37). Die bei vielen Siugetieren,
u. a. Menschenaffen, Rindern und Schweinen, sehr verbreitete Neu5Gc, die eine zusétzliche
Hydroxylgruppe an der N-Acetylseitenkette des C-5 aufweist, kann vom Menschen aufgrund
einer Exon-Deletion/Frameshift-Mutation im CMAH-Gen nicht de novo synthetisiert werden
(16). Durch diese Mutation kommt es bei der humanen CMP-Neu5Ac-Hydroxylase zum Verlust
der N-terminalen Doméne, die essentiell fiir die Hydroxylierung der N-Acetylseitenkette ist. Es
wird vermutet, dass diese Mutation vor etwa 2,5 bis 3 Mio. Jahren in der Linie der Hominiden
auftrat (44), und es werden ihr bedeutsame Folgen fiir die Evolution des Menschen
zugeschrieben (16). Lange nahm man an, dass die beim Menschen nachgewiesene Neu5Gc
lediglich in malignen Tumoren und fetalem Gewebe vorkommt (12, 45). Neuere
Untersuchungen konnten jedoch auch in gesunden humanen Epithelien und Endothelien Neu5Ge
in geringen Mengen nachweisen, die vermutlich aus tierischen Nahrungsmitteln stammt (46).
Der Einbau geringer Mengen von Neu5Gc in verschiedene Gewebe fiihrt im menschlichen
Korper zur Ausbildung von Antikdrpern gegen diese NeuS5Gce-Epitope. Die resultierenden
»Xeno-Auto-Antikorper sind moglicherweise mitverantwortlich bei der Entstehung
verschiedener Krankheitsprozesse wie Autoimmunerkrankungen, Arteriosklerose oder einer

rascheren Tumorprogression (47).

14 Biologische Funktionen von Sialinsiduren

Die Funktionen und Eigenschaften der Sialinsduren sind in zahlreichen Publikationen
beschrieben (4, 12, 18, 48). Hier sollen nur einige teils medizinisch bedeutsame Funktionen
beispielhaft dargestellt werden.

Die hohe Anzahl von Sialinsduren auf Zellmembranen, z. B. mehr als 20 Mio. Molekiile auf der
Zelloberfldche eines menschlichen Erythrozyten (49), sowie ihr hoher Anteil in sezernierten
Glycoproteinen deuten daraufhin, dass sie wesentlich zur Stabilisierung der Konformation von
Proteinen und Membranen beitragen und von grofler Bedeutung fiir die Interaktion von Zellen
bzw. Glycokonjugaten mit ihrer Umgebung sind (39). Die besonderen physikochemischen
Eigenschaften der Sialinsduren, etwa negative Ladung, hydrophiler Charakter und Grof3e, sind
fiir zahlreiche Effekte von sialylierten Glycokonjugaten bedeutsam (12). Die starke negative
Ladung der Sialinsduren ist wichtig fiir die Bindung und den Transport von Kationen, z.B.
Kalziumionen, der Verstirkung der Viskositit von Mucinen, der Bindung bzw.
LadungsabstoBung von Molekiilen, Pathogenen oder Zellen, wie die Vermeidung unerwiinschter

Zellinteraktionen zwischen Erythrozyten. Die meisten der vielfdltigen biologischen Funktionen
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der Sialinsduren beruhen auf zwei Grundprinzipien: Erkennen oder Verbergen von
Bindungsstellen. Sialinsduren spielen bereits zu Beginn der Ontogenese eine wichtige Rolle. Bei
der Bindung von Spermien an der Zona pellucida der Oocyten und somit an der Befruchtung
sind a2,3-verkniipfte Sialinsduren beteiligt (50). Der Schutz der Blastocyste vor den maternalen
Komplementfaktoren wird ebenfalls durch Sialinséuren auf ihrer Oberfliche gewéhrleistet (51).
Die Bedeutung der Sialinsduren fiir die Embryonalentwicklung konnte tierexperimentell durch
Schwarzkopf et al. gezeigt werden (52). Homozygot (-/-) GNE-defiziente Méuse (Knock-out-
Maiuse) sind embryonal letal zwischen Tag 8,5 und 9,5. Dagegen sind heterozygote (-/+) Méuse,
bei denen ein Allel ein funktionsfahiges GNE-Gen besitzt, liberlebensfihig. Heterozygot GNE-
defiziente Miduse zeigen eine organspezifische Verminderung membrangebundener Sialinsduren
um etwa 25 %, wobei die Tiere phénotypisch keine weiteren relevanten Unterschiede aufweisen
(53). Polysialinsduren sind in Verbindung mit NCAM ein wichtiger Regulator bei der Migration
und Differenzierung von neuronalen Zellen wéhrend der Entwicklung des Nervensystems (54).

Zell-Zell-Adhésionsprozesse und Zell-Matrix-Adhésionsprozesse sind Bestandteile fiir eine
gerichtete Zellmigration wihrend der Embryogenese, Wundheilung, Entziindungsreaktionen und
Immunabwehr. Viele Adhédsionsmolekiile enthalten spezifische Sialinsdure-bindende Lektine.
Die meisten dieser Adhdsionsmolekiile gehdren zur Familie der Selektine oder der Siglecs
(,,sialic acid-binding immunglobulin-like lectins®) (55). Selektine werden unter anderem auf
Leukozyten (L-Selektin), Endothelzellen (E-Selektin und P-Selektin) und Thrombozyten
(P-Selektin) exprimiert und sind beispielsweise an der Adhdsion von Leukozyten an
Endothelzellen beteiligt, indem sie das sog. ,,Rolling“ der Zellen an den aktivierten
GefiBendothelien vermitteln, wodurch die Emigration der Leukozyten aus dem Gefillsystem
eingeleitet wird. Die L-Selektine spielen auflerdem beim sog. Lymphozyten-Homing eine
entscheidende Rolle (56). Selektine erkennen und binden an eine Reihe von Oligosaccharid-
Motiven. Ein zentrales Bindungsmotiv nicht nur fiir Selektin-vermittelte Adhédsionsprozesse
stellt das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis X dar (Abb. 1.5). Es spielt eine wesentliche Rolle bei
Adhésionsvorgingen im Rahmen von entziindlichen Prozessen (56), der Metastasierung
maligner Tumoren (57, 58), der Spermienbindung an die Eizelle (50) sowie der Bindung von
Pathogenen an ihre Wirtszellen (59). Aufgrund seiner vielseitigen Funktionen bei pathologischen
Prozessen sind eine Reihe von Versuchen unternommen worden, die Sialyl-Lewis X-Struktur fiir
therapeutische Verfahren nutzbar zu machen (60, 61). Ein marktreifes Medikament konnte bis

heute jedoch nicht entwickelt werden.
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Abb. 1.5 Auswabhl sialylierter Tumor-assoziierter Antigene.

Die Glycanstrukturen membranstindiger und sezernierter Glycokonjugate sind bei malignen
Tumoren haufig verdndert (57, 62). Verschiedene Prozesse fiihren dabei zu einer Verdnderung
des Sialylierungsmusters von malignen Zellen, wodurch das Uberleben und die Ausbreitung des
Tumors begiinstigt wird (63). Neben einer allgemeinen Hypersialylierung sind insbesondere eine
vermehrte o2,6-Sialylierung, das Auftreten bestimmter Tumor-assoziierter Kohlenhydrat-
Antigene wie GD2, GD3, Sialyl-Tn (Abb. 1.5), Polysialylierung sowie ein erhohtes Auftreten
von Sialyl-Lewis X- und Sialyl-Lewis A-Epitopen beschrieben (64-66), was mit einem erhdhten
Metastasierungspotential und schlechterer Prognose korreliert (58, 66, 67).

Sialinséuren sind hdufiger Bestandteil spezifischer Kohlenhydrat-haltiger Bindungsmotive, die
von Lektinen verschiedener Pathogene wie Viren, Bakterien, Parasiten oder ihren Toxinen
genutzt werden, um an ihre Wirtszellen zu binden oder in sie einzudringen (68). Zu den
bekanntesten und am besten untersuchten Sialinsdure-bindenden Lektinen von Pathogenen
gehoren die Hdmagglutinine der Influenzaviren. Die Hamagglutinine humaner Influenzaviren
binden bevorzugt an a2,6-verkniipfte NeuSAc und die porzinen Influenzaviren an 02,6- und
a2,3-gebundene Sialinsduren, wahrend aviére Influenzaviren abhingig vom Erregerstamm 02,6-
und 02,3-gebundene Sialinsduren erkennen (68). Die Rolle der Influenza-Neuraminidase bei der
Ablosung neu formierter Virionen von der Zelloberfliche infizierter Zellen hat sie zum
Angriffspunkt fiir einen therapeutischen Ansatz gemacht. Neuraminidase-Inhibitoren wie
Oseltamivir oder Zanamivir verhindern die Freisetzung neuer Virionen und somit die
Ausbreitung im Organismus (69). Das Merozitenantigen EBA-175 des Malariaerregers
Plasmodium falciparum bindet zur Invasion in die Erythrozyten an Glycophorin A, wobei
NeuSAc bei der Erkennung und Bindung eine wesentliche Rolle spielt. Im Gegensatz dazu

erkennt das korrespondierende Bindungsprotein des Parasiten Plasmodium reichenowii, der bei
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Schimpansen und Gorillas Malaria verursacht, bevorzugt Neu5Gce (70). Eine Reihe bakterieller
Toxine wie das Tetanus-Toxin (71) binden an Neu5Ac-enthaltene Ganglioside der Zellmembran
und gelangen anschlieBend mittels Endozytose ins Zellinnere. Weitere humanpathogene Erreger
mit Sialinséure-bindenden Lektinen sind u. a. Helicobacter pylori (59), Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae, das Mumps-Virus sowie humane Polyomaviren (68). Einige Parasiten
oder Bakterien haben als Verteidigungsstrategie ein molekulares Mimikry entwickelt, wobei sie
Sialinsduren auf ihrer Oberfliche exprimieren oder wie Neisseria meningitidis schiitzende
Sialinséure-haltige Polysaccharidkapseln ausbilden (72), deren Glycanstrukturen sie als ,,selbst*
maskieren und somit antigene Determinanten verbergen. Der Erreger der Chagas-Krankheit,
Trypanosoma cruzi, ibertrdgt wirtseigene 02,3-gebundene Sialinsduren mit Hilfe einer
Transsialidase auf seine Zelloberliche und entzieht sich somit der Immunabwehr des
Wirtsorganismus (73).

Sialinséuren schiitzen Glycoproteine oder Zellen vor deren Elimination, indem sie bestimmte
Erkennungsregionen maskieren. Dies ist teilweise auf ihre negative Ladung und sperrige,
hydrophile Struktur zuriick zu fiihren (39), aber vor allem durch ihre meist terminale Position in
den Oligosacchariden membranstiandiger Glycokonjugate oder Serumglycoproteine bedingt. Sie
verbergen bestimmte priaterminal gebundene Monosaccharide, meist Galactosylreste, oder
andere Bindungsmotive und verhindern somit die Bindung an Rezeptoren, die einen Abbau der
Zellen oder Molekiile zur Folge hitte. Beispielhaft genannt sei der Asialoglycoprotein-Rezeptor,
auch Ashwell-Morell-Rezeptor, dessen Erforschung vor allem durch die beiden Namensgeber
erfolgte (74). Desialylierte Serumglycoproteine werden {iiber freiliegende Galactosyl- oder
N-Acetylgalactosaminylreste an den Asialoglycoprotein-Rezeptor auf Hepatozyten gebunden,
mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose aufgenommen und in Lysosomen abgebaut. Neuere
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass der Asialoglycoprotein-Rezeptor auch sialylierte
Glycoproteine mit a2,6-verkniipften Sialinsduren erkennt und so auch an der Regulation von
sialylierten Glycoproteinen im Blut beteiligt ist (75). In dhnlicher Weise tragt die Desialylierung
membranstidndiger Glycokonjugate von alternden Erythrozyten, Lymphozyten und
Thrombozyten zur Sequestration durch Leber- und Milzmakrophagen bei (39).

Die Sialinsduren von Glycoproteinen konnen fiir ihre Funktion als Rezeptor, Enzym oder
Transportmolekiil von Bedeutung sein. Am Somatostatin-Rezeptor und Serotonin-Transporter
sind die Sialinsduren fiir eine effektive Bindung ihres Liganden bzw. ihre Transportfunktion
wichtig (76, 77). Die Erhohung der Sialinséure-haltigen Kohlenhydratketten in einem
Glycoprotein kann dessen Halbwertszeit erhohen. Das hyperglycosylierte kiinstliche

Erythropoetin, Darbepoetin alfa, hat zwar im Vergleich zum rekombinanten humanen
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Erythropoetin eine geringere Rezeptoraffinitit, aufgrund seiner verldngerten Halbwertszeit

besitzt es jedoch eine hohere Bioaktivitét (78).

1.5 Metabolisches Oligosaccharid-Engineering

Die groe Bedeutung der Glycosylierung fiir die biologischen Funktionen von
membranstindigen und sezernierten Glycokonjugaten haben sie schon frith zum Ziel fiir
Manipulationen gemacht (79, 80). Kiinstliche Veridnderungen der Glycanstrukturen konnen
beispielsweise dazu beitragen, die Funktionen von Glycoproteinen zu erforschen, sie zu
beeinflussen und sie so fiir die medizinische Anwendung nutzbar zu machen (78, 81, 82). Eine
besondere Form des Glycoengineerings stellt das Einbringen von chemisch modifizierten
Monosacchariden anstelle ihrer natiirlichen Vertreter in die Biosynthesewege von
Glycanstrukturen dar und wird als metabolisches Glycoengineering (,,metabolic
glycoengineering”, MGE) oder metabolisches Oligosaccharid-Engineering (,,metabolic
oligosaccharide engineering*, MOE) bezeichnet (83, 84). Aufgrund ihrer vielseitigen Funktionen
sowie ihrer terminalen Position in den Oligosacchariden von Glycokonjugaten sind Sialinsduren

zu einem bevorzugten Ziel des MOE geworden (83).

1.5.1 Modifizierte Sialinsiduren

Das metabolische Oligosaccharid-Engineering von Sialinsduren, auch ,,metabolic sialic acid
engineering“ (MSE) genannt (85), hat seinen Ursprung in den Versuchen, die
Sialinséurebiosynthese bzw. die Bildung von Sialoglycanen zu hemmen, da man schon friih ihre
bedeutende Rolle in der Tumorbiologie erkannt hatte und sich durch die Hemmung ihrer
Biosynthese eine wirkungsvolle Therapie erhoffte (86). Bei ihren Versuchen, die
Sialinséurebiosynthese mit Hilfe von N-Acylhexosaminen zu beeinflussen, machten mehrere
Autoren unabhdngig voneinander dhnliche Beobachtungen. Griinholz et al. (87) beschrieben die
Bildung der unphysiologischen Sialinsédure N-Propanoylneuraminsidure (NeuS5Prop) aus den
N-Acylhexosaminen N-Propanoylmannosamin (ManNProp) und N-Propanoylglucosamin
(GlcNProp). Schwartz et al. (88) und Hadfield et al. (89) beobachteten, dass nach Behandlung
einer bestimmten Erythroleukdmiezelllinie mit fluorierten ManNAc-Analoga offenbar
modifizierte Sialinsduren in die Zelloberflichen eingebaut wurden. Reutter und Mitarbeiter
erkannten, dass die Modifikation der N-Acylseitenkette der NeuSAc eine Mdglichkeit darstellt,

um die Funktion der Sialinsduren zu erforschen und ihre biologischen Eigenschaften zu
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beeinflussen. Kayser et al. (90) wiesen in vivo die Metabolisierung von GIcNProp und
ManNProp zu membrangebundenen modifizierten Sialinsduren nach und konnten somit zeigen,
dass die Enzyme der Sialinsdurebiosynthese permissiv im Hinblick auf bestimmte
Verinderungen der N-Acylseitenkette sind. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von
ManNAc-Derivaten fiir die metabolische Modifizierung von Sialinsduren eingesetzt worden,
wobei neben Modifikationen der N-Acetylseitenkette mit unterschiedlichsten Substituenten und
teils reaktiven Gruppen (91, 92) auch Modifikationen der Hydroxylgruppen (93) zum Einsatz
gekommen sind (Abb. 1.6).

Auch mittels freier NeuSAc und ihrer Analoga lédsst sich die Oberflachensialylierung effektiv
modifizieren (94-97). Sialinsdureanaloga ermoglichen die Synthese von Sialoglycanen, deren
Sialinsduren Modifikationen sowohl an C-5 als auch an C-9 aufweisen (Abb. 1.6). An

C-9-modifizierte Sialinsduren sind durch ManNAc-Analoga nicht zu erzeugen (95, 98).

NH CO-CH, H NH-CO-CH,-CH, NH CO-CH ~CH,-CH
H,OH
(0]
HO
H
H H
H H
ManNAc ManNProp ManNBut
NH-CO-CH,-CH,-CH,-CH, H NH-CO-CH,-CHCO-CH, H NH-CO-CH N,
M . O/%/
H H
ManNPent ManNLev ManNAz

Neu5Ac 9-lodo-Neu5Ac 5-N-Fluor-NeuAc

Abb. 1.6 Auswahl geeigneter ManNAc- und Sialinséiureanaloga fiir das MOE.

Durch die beiden ManNAc-Analoga N-Levulinoylmannosamin (ManNLev) und N-Azidoacetyl-
mannosamin (ManNAz) konnen reaktive Gruppen in die Zelloberflachen eingebracht werden. Abbildung
modifiziert nach Hinderlich (17).
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Eine andere Methode zur Modifizierung von Sialoglycokonjugaten stellt der Transfer von
CMP-aktivierten Sialinsduren durch Sialyltransferasen auf Asialoglycoproteine dar, wobei die
CMP-Sialinsduren an der C-5- oder C-9-Position mit verschiedenen funktionellen Gruppen
substituiert sein kdnnen (99). Bei der in vitro-Modifizierung von Glycokonjugaten auf
Zelloberflichen kann diese Methode durch die vorherige enzymatische Abspaltung
membranstindiger Sialinsduren ergidnzt werden. Die Resialylierung der Zelloberfldchen erfolgt
dann wieder durch die enzymatische Ubertragung der Nukleotidzucker mittels Sialyltransferasen
(100). Der Vorteil dieser Technik liegt in der Spezifitit der Sialyltransferasen in Bezug auf die
Akzeptor-Glycoside, wodurch gezielt identische Neosialoglycokonjugate hergestellt werden
konnen, wie sie zur Durchfiihrung von Struktur-Funktions-Analysen bei der Erforschung der
Bindungsstellen von Adhésionsmolekiilen oder pathogenen Erregern von Bedeutung sind (101).
Die fehlende Membranpermeabilitit der geladenen CMP-Sialinsduren, die Antigenitdt der
Sialyltranferasen in vivo und der relativ hohe Aufwand bei der Synthese der CMP-Sialinséuren

begrenzen den Einsatz dieser Technik.

1.5.2 Metabolismus modifizierter Sialinsduren und ihrer Vorliaufer

Die Aufnahme der ManNAc- und Sialinsdureanaloga in die Zellen stellt die erste Hiirde beim
metabolischen Oligosaccharid-Engineering dar. Im Gegensatz zu anderen Hexosen sind fiir
ManNAc keine Transportsysteme fiir die zelluldre Aufnahme in Eukaryonten beschrieben. Die
Konzentration der verschiedenen ManNAc-Analoga, die im Zellkulturmedium erforderlich ist,
um einen biologischen Effekt zu erzielen, liegt im millimolaren Bereich (84, 102). Dies deutet
darauf hin, dass die zelluldre Aufnahme von ManNAc nicht {iber spezifische Transportsysteme
erfolgt. Hingegen fiihrt die Reduktion der hydrophilen Eigenschaften von ManNAc-Analoga
durch Veresterung ihrer Hydroxylgruppen mit kurzkettigen Fettsduren (SCFA) zu einer
Erhohung der zelluldren Aufnahme und metabolischen Effizienz der Monosaccharide. Die SCFA
werden durch unspezifische Esterasen im Cytosol hydrolysiert und das urspriingliche ManNAc-
Analogon flieft in die Sialinsdurebiosynthese ein (81, 103-105). Es ist daher anzunehmen, dass
SCFA-Hexosaminanaloga aufgrund ihrer Lipophilie durch die Plasmamembran diffundieren,
wiahrend die nicht-veresterten Mannosamine am ehesten durch pinozytotische/endozytotische
Transportwege dhnlich den freien Sialinsduren, wie es am Beispiel von Neu5Gc durch Bardor ef

al. (96) gezeigt wurde, in die Zellen aufgenommen werden (Abb. 1.7).
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ManNAc-Analoga Sialoglycoproteine
(z.B. ManNProp)
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Abb. 1.7 Metabolisches Oligosaccharid-Engineering von Sialoglycanen.

ManNAc-Analoga bzw. Sialinsdureanaloga gelangen durch Pinozytose/Endozytose in das Zellinnere.
Dort werden sie in den permissiven Biosyntheseapparat der Sialinsduren eingeschleust und schlieBlich
mit ihren chemischen Modifikationen in membrangebundene Sialoglycane eingebaut.

Erstaunlich ist die hohe Akzeptanz des Sialinsdurestoffwechsels fiir Sialinsdureanaloga und ihre
Vorlaufer. Modifizierungen an der N-Acylseitenkette der Mannosaminanaloga respektive der
daraus  resultierenden  Sialinsduren werden sowohl von den Enzymen der
Sialinséurebiosynthese, dem CMP-NeuSAc-Transporter als auch den verschiedenen
Sialyltranferasen fast ohne Ausnahme akzeptiert. So konnte der Einbau von Sialinsduren nach
Behandlung mit modifizierten Mannosaminderivaten in o2,3-, a2,6- und o2,8-Bindungen
nachgewiesen werden (98, 106). Ursdchlich fiir die Permissivitdt der beteiligten Enzyme in
Hinblick auf die N-Acylseitenkette konnte das natiirliche Vorkommen der Sialinsdure Neu5Gc
bei den meisten Siugetieren sein, die genauso wie ihr Abbauprodukt, ManNGc, im
Sialinsdurestoffwechsel umgesetzt werden kann (96). Beziiglich der Akzeptanz modifizierter
ManNAc-Analoga bestehen jedoch auch einige Einschrinkungen. Zu lange oder zu sperrige
Verdnderungen der N-Acylseitenkette oder an der C-6-Position des ManNAc fiihren dazu, dass

die Analoga nicht mehr oder nur sehr ineffizient metabolisiert werden, da die Phosphorylierung

21



Einleitung

der Analoga durch die ManNAc-Kinase eingeschrinkt ist (98). Fiir ManNAc-Analoga mit
langerer N-Acylseitenkette wie ManNBut, ManNPent und ManNLev konnte in vitro gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung dieser Substrate durch die GlcNAc-Kinase erfolgt (98). Die
Aminogruppe der Mannosaminderivate ist offenbar essentiell. Wird diese durch eine
Methylengruppe ersetzt, so erfolgt keine weitere Metabolisierung des Monosaccharids (98).
Auch in Polysialinsduren konnte der Einbau der Mannosaminanaloga ManNProp und ManNLev
gezeigt werden (106). Interessanterweise fiihrte die Behandlung mit ManNBut und ManNPent
zur Hemmung der PSA-Expression durch die Inhibition der Polysialyltransferasen II und IV
durch das entsprechende CMP-Sialinsdurederivat (107). Neben den verwendeten ManNAc-
Analoga ist der Zelltyp fiir das Ausmal} der Inkorporation modifizierter Sialinsduren in die
Glycokonjugate von entscheidender Bedeutung. Eine Vielzahl von Zelltypen wurde mit
unterschiedlichen ManNAc-Analoga behandelt, wobei die Einbaurate der modifizierten
Sialinséuren in Abhéngigkeit vom Zelltyp und dem verwendeten Analogon zwischen 15 bis
70 % lag (102). Die Dauer der Behandlung mit den Sialinsdurevorldufern, die erforderlich war,
um eine maximale Einbaurate zu erzielen, variierte zwischen zwei und sechs Tagen und war im

Wesentlichen vom Turnover der Oligosaccharid-gebundenen Sialinsduren abhéngig (108).

1.5.3 Anwendung und biologische Effekte modifizierter Sialinsiuren

Mit Hilfe des MOE wurden in den letzten zwei Jahrzehnten eine Vielzahl von modifizierten
Sialinsduren mit unterschiedlichen Substituenten in die membrangebundenen Glycokonjugate
von Zellen eingebracht. Ubersichten der verschiedenen Substituenten und ihrer biologischen
Effekte finden sich bei Campbell et al. (83), Du et al. (84) oder Keppler et al. (102).

Die ersten Arbeiten iiber die Beeinflussung biologischer Prozesse durch modifizierte
Sialinséduren beschrieben die Modulation Sialinsdure-abhingiger Virus-Rezeptor-Interaktionen
nach Behandlung der Wirtszellen mit den Sialinsédurevorldufern ManNProp, ManNBut oder
ManNPent, wobei abhingig vom ManNAc-Analogon und Virus-Typ sowohl eine erhdhte als
auch eine erniedrigte Virus-Suszeptibilitdt berichtet wurde (109, 110). Auch Zell-Matrix-
Adhésionsprozesse konnten durch modifizierte Sialinséurevorldufer beeinflusst werden (97,
111). Durch die Behandlung mit ManNProp lieBen sich in vitro die Proliferation von Mikroglia
und Astrozyten (112) und das Neuritenwachstum neuronaler Zellen (113) sowie in vivo die
Regeneration von Axonen (114) stimulieren.

Die Einfiihrung reaktiver Gruppen in membrangebundene Sialoglycane erdffnete eine grofle

Palette an Moglichkeiten fiir das MOE. Durch die Behandlung von Zellen mit
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N-Levulinoylmannosamin (ManNLev) konnte eine natiirlicherweise dort nicht vorkommende
Ketogruppe in die Zelloberfliche eingebracht werden, die mit Hydraziden zu stabilen
Hydrazonen reagiert. Uber die Ketogruppe kénnen mittels chemoselektiver Bindung
unterschiedliche Hydrazid-konjugierte Molekiile an die Zelloberflache gekoppelt werden (91).
Auf diese Weise gelang u.a. ein selektives Einbringen des Toxins Rizin sowie des
Zytostatikums Doxorubicin in ManNLev-behandelte Zellen (91, 115), die Markierung von
Zellen mit einem MRT-Kontrastmittel (116) oder die Kopplung eines viralen Rezeptors an die
Zelloberfliche zum Einschleusen eines Gentransfer-Vektors (117). Weitere ManNAc-Analoga,
die andere chemisch reaktive Gruppen wie Aldehyde, Azide, Alkine oder Thiole besitzen,
wurden entwickelt, um die Strategie der bioorthogonalen Chemie fiir die Modulation von
Sialoglycanen zu optimieren (84). Hervorgehoben sei dabei die von Bertozzi und ihren
Mitarbeitern weiterentwickelte Staudinger-Reaktion, bei der ein Azid mit einem Phosphin zu
einem stabilen Amid reagiert (Staudinger-Ligation). Die Azidogruppe wird mittels
N-Azidoacetylmannosamin (Abb. 1.6) in die Sialinsdurebiosynthese eingeschleust und in den
Sialoglycanen der Zelloberfliche exprimiert. Dort steht sie dann als chemoselektiver
Bindungspartner fiir Markierungsreagentien zur Verfiigung. Die Bindung der Azidogruppe an
Markierungsreagentien kann mittels Staudinger-Ligation mit Phosphinen (92), mittels Kupfer-
katalysierter [3+2]-Cycloaddition (“Click-Kupplung”) mit Alkinen (118) oder mittels
“spannungsinduzierter” [3+2]-Cycloaddition mit Cyclooktin-Substraten erfolgen (119). Durch
die bioorthogonale Markierung von Glycanstrukturen lassen sich komplexe biologische Prozesse
in ihrem natiirlichen zelluldiren Umfeld oder in vivo untersuchen (120, 121).

Ein weiteres Einsatzgebiet fiir modifizierte Sialinsduren stellt die Immuntherapie von Tumoren
dar. Mehrere Autoren setzten verdnderte Sialinsdurevorldufer zur Erzeugung von Neoantigenen
und zur Herstellung von Tumorvakzinen ein. Nach Behandlung mit ManNProp bauten
Leukémiezellen NeuSProp in die Polysialinsduren ihrer Zelloberflache ein und wurden dadurch
fiir einen Antikorper-vermittelten Zelltod empfanglicher, der durch einen spezifisch an
N-propanoylierte Polysialinsduren-bindenden Antikorper induziert wurde (122). Auch Lemieux
und Bertozzi (123) erzeugten einen AntikOrper, der spezifisch modifizierte Sialinsduren
erkannte. = Nach  Behandlung von  Hela-Zellen mit dem  korrespondierenden
Mannosaminanalogon wurde eine Komplement-vermittelte Zelllyse durch den Antikorper
induziert. Auch die gezielte metabolische Modifikation sialylierter Tumor-assoziierter
Kohlenhydrat-Antigene wie Sialyl-Tn und GM3 zur Herstellung spezifischer Tumorvakzine
konnte gezeigt werden (124, 125). Einen anderen Weg, das metabolische Sialinséure-

Engineering fiir die Tumortherapie nutzbar zu machen, zeigten Gnanapragassam et al. (85).
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Durch die Behandlung mit ManNProp und ManNPent konnte die Oberflichensialylierung und
Polysialylierung der Neuroblastomzelllinie SH-SYSY deutlich reduziert werden, was zu einer
Verminderung ihres Migrations- und Invasionspotentials fiihrte. Durch die ManNProp- und
ManNPent-Behandlung waren die Tumorzellen aulerdem empfindlicher gegeniiber Bestrahlung
und den Chemotherapeutika 5-Fluorouracil und Cisplatin.

Neben dem Immunotargeting von Tumorzellen stellt die Modulation immunologischer Prozesse
eine weitere Moglichkeit dar, um modifizierte Mannosaminanaloga fiir therapeutische Zwecke
nutzbar zu machen. Die Behandlung peripherer Blutlymphozyten mit ManNProp fiihrte zu einer
Stimulation der Lymphozytenproliferation, die von einem Anstieg zweier Proliferationsmarker,
dem IL-2-Rezeptor (CD25) und dem Transferrin-Rezeptor (CD71), bei gleichzeitiger Erhdhung
der IL-2- Sekretion begleitet war (126).

Der Einsatz von ManNAc-Analoga bei Zellkulturexperimenten respektive der moglicherweise
zukiinftige Finsatz als Therapeutikum setzt eine gute Vertrdglichkeit und fehlende Toxizitdt
voraus. ManNAc-Derivate mit verldngerter N-Acylseitenkette haben in einer Vielzahl von
Zellkulturexperimenten bzw. bei in vivo-Untersuchungen keine Hinweise auf Toxizitét oder
Reduktion der Lebensfihigkeit (102, 108) oder Zeichen einer Organschiddigung (90, 127)
erbracht. Bei der Anwendung von ManNBut und ManProp wurde eine verminderte
Zellproliferation beobachtet (109). Fiir einige SCFA-Hexosamine ist jedoch eine erhohte
Zytotoxizitdt in Abhéngigkeit von der Position der veresterten SCFA beschrieben (81), die
perspektivisch eventuell fiir eine Tumortherapie ausgenutzt werden kdnnte. Unabhéngig davon
sind manche SCFA-Hexosamine in der Lage, die Expression proinvasiver Onkogene wie MUCI1
sowie die NF-kB-Aktivitdt zu supprimieren. Der Mechanismus ist noch nicht vollstdndig geklért,

entscheidend ist aber offenbar ein intaktes SCFA-Monosaccharid-Hybridmolekiil (81).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zum Zeitpunkt dieser experimentellen Untersuchungen waren durch das metabolische
Oligosaccharid-Engineering bereits eine Reihe unterschiedlicher Modifikationen erfolgreich in
die Membranglycokonjugate verschiedener Zelllinien eingebracht worden. Der Anteil
membrangebundener modifizierter Sialinsduren lag dabei zwischen 15-70 %.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung eines Zellsystems, dass
eine moglichst homogene Gruppe modifizierter Sialinsduren auf seiner Zelloberfliche
exprimiert, um beispielsweise die Rolle von Sialinsduren bei physiologischen und
pathologischen Prozessen zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollten Subklone der
hidmatopoetischen Zelllinien HL60 und BJA-B, deren endogene Oberflichensialylierung
aufgrund einer Regulationsstorung der UDP-GIcNAc-2-Epimerase deutlich reduziert ist, mit
dem modifizierten Sialinsdurevorldufer ManNProp behandelt werden. Anhand des Zellsystems

sollten folgende Fragen untersucht werden:

1. Gibt es Unterschiede bei der Metabolisierung und Inkorporation modifizierter Sialinséure-

vorldufer zwischen UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten und -defizienten Subklonen?

2. Von welchen Faktoren ist die Inkorporation modifizierter Sialinsdurevorldufer in die

Membranglycokonjugate abhdngig und wie lassen sich diese beeinflussen?

3. Werden der natiirliche Sialinsdurevorldufer ManNAc und der modifizierte Sialinséure-
vorldufer ManNProp vom Biosyntheseapparat unterschiedlich umgesetzt und auf welcher

Stufe der Biosynthese der Sialoglycane bestehen diese Unterschiede?

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob auch freie Sialinsdureanaloga aus
dem Zellkulturmedium effizient aufgenommen und in unveridnderter Form in Membran-

glycokonjugate eingebaut werden konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders beschrieben, von den Firmen Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) erworben. Die Verbrauchsmaterialien wie
Pipettenspitzen und Reaktionsgefile wurden von der Firma Eppendorf (Hamburg) bezogen.
Zellkulturmaterialien und Néhrlosungen stammten von den Firmen Falcon (Heidelberg), Nunc
(Wiesbaden) und Biochrom (Berlin). Diese waren entweder sterile Einmalartikel oder wurden
wie nicht-sterile Glas- und Plastikmaterialien in einem Autoklaven (Integra Biosciences,
Fernwald) bei 120 °C und 202,7 kPa fiir 30 min sterilisiert. Die Hersteller von Gerédten und

besonderen Materialien werden bei den entsprechenden Methoden genannt.

2.1.2 Zellen

Die HL60-Zelllinie wurde 1976 aus dem peripheren Blut einer Patientin mit der Diagnose einer
akuten Promyelozytenleukdmie (APL) M3 nach der French-American-British (FAB)-
Klassifikation etabliert (128). Seitdem wurde die HL60-Zelllinie in vielen Publikationen als
Promyelozytenleukdmie-reprasentierende Zelllinie bezeichnet und wird von der ATCC
(American Type Culture Collection) auch so gefiihrt, wenngleich Ergebnisse aus neueren
Untersuchungen insgesamt gegen eine Ableitung der HL60-Zellen von einer APL sprechen
(129). Bei der BJA-B-Zelllinie handelt es sich um Epstein-Barr-Virus negative humane Burkitt-
Lymphom-Zellen (130). Die Zellen wachsen ebenfalls in Suspension in kleineren Klumpen,
lassen sich jedoch durch mechanische Manipulation vereinzeln.

Das besondere Merkmal der hier verwendeten Subklone der HL60-Zelllinie und der BJA-B-
Zelllinie ist ihre unterschiedliche Oberflichensialylierung. Wahrend die Subklone HL60-I und
BJA-B K20 (24) eine reduzierte Zelloberflichensialylierung aufgrund einer fehlenden UDP-
GlcNAc-2-Epimerase-Aktivitit aufweisen, findet sich bei den Subklonen HL60-II und BJA-B
K88 eine normale Oberflachensialylierung bei regelrechter Enzymaktivitdt verglichen mit der
Stammkultur der entsprechenden Zelllinie. Ursdchlich fiir das Fehlen der UDP-GIcNAc-2-
Epimerase-Aktivitit in den hyposialylierten  Subklonen ist ein  epigenetischer
Regulationsmechanismus, der die Transkription durch DNA-Methylierung der Promotorregion

hemmt. Die Behandlung der Zellen mit einem DNA-Methylierungsinhibitor fiihrt zur
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Wiederherstellung  von  UDP-GlcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase-mRNA  sowie  zur
Steigerung der Enzymaktivitdt und Oberflachensialylierung (26).

2.1.3  Antikorper und Lektine

Mouse Anti-human-Sialyl-Lewis X-mAk (CD15s) PharMingen, Hamburg

Mouse IgM, k¥ mAk-Isotype-Control PharMingen, Hamburg
Rabbit-Anti-Mouse-IgM-FITC Dianova, Hamburg

Limax flavus-Agglutinin-FITC (LFA) EY Laboratories Inc., San Mateo
Vicia villosa-Agglutinin-FITC (VVA) Sigma, Deisenhofen

Canavalia ensiformis-Agglutinin-FITC (Con A) Sigma, Deisenhofen
Peanut-Agglutinin-FITC (PNA) Sigma, Deisenhofen
Soybean-Agglutinin-FITC (SBA) Sigma, Deisenhofen

Tab. 2.1 Lektine und ihre Bindungsstellen.

Die verwendeten Lektine erkennen mdgliche Bindungsstellen fiir Sialinsduren. Nur LFA bindet direkt an
Sialinsduren. Alle Lektine sind zur Analyse im Durchflusszytometer mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat)
konjugiert.

Lektin Bindungsstellen
VVA N-Acetylgalactosamin; (Galactose mit geringer Affinitét)
SBA N-Acetylgalactosamin; Galactose
PNA Galactose-B1,3-N-Acetylgalactosamin
Con A a-Mannose-haltige Strukturen, (a-Glucose)
LFA Sialinsduren

2.2 Methoden
2.2.1  Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung der Zellen

Die HL60- und BJA-B-Zellen wurden in Suspensionskultur mit dem Medium RPMI-1640
(Biochrom, Berlin) mit den aufgefiihrten Zusitzen im Brutschrank (Heraeus 6000, Hanau) unter

5% CO,-Begasung bei 37°C in 75 cm® Kulturflaschen mit Filterschraubkappen (TPP,

Trasadingen, Schweiz) gehalten. Je nach Zelldichte wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage
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mit frischem Ndhrmedium verdiinnt. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Cleanbench
Fasterl (BioFlow-Technik, Meckenheim) durchgefiihrt.
Komplettes Zellkulturmedium HL60- und BJA-B-Zellen:
RPMI-1640 mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum (FKS)
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin G
100 pg/ml Streptomycin

Fetales Kailberserum (Biochrom, Berlin) wurde fir 30min auf 56°C zur
Komplementinaktivierung erwédrmt, in 50 ml Portionen aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Vor
Durchfiihrung der Experimente oder dem Ernten wurden die Zellen mit einer sterilen PBS-
Losung (Zellkultur-PBS) gewaschen.
PBS-Losung: 150 mM NacCl

3 mM KCl

8 mM NazHPO4
1 mM KH,POy4
ad 1 1aqua bidest., pH 7,2

2.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in Zentrifugenrohrchen bei 900 rpm fiir 3 min (Megafuge 1.0, Heraeus,
Hanau) pelletiert und dann in kalter FKS-RPMI-Ldsung aufgenommen und mit DMSO versetzt.
Die Zellsuspension wurde in spezielle Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden) iiberfiihrt, diese dann in
Zellstoff eingewickelt und fiir 2 h bei -80 °C gefroren. Danach erfolgte die Aufbewahrung in
flissigem Stickstoff bei -196 °C. Beim Auftauen der Zellen wurden diese zweimal mit frischem

Medium gewaschen, um das DMSO zu entfernen, da es fiir die Zellen bei Raumtemperatur

schédlich ist.

Losung zum Einfrieren der Zelllinien: 0,2 ml FKS
0,7 ml RPMI 1640
0,1 ml DMSO
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2.2.1.3 Bestimmung der Vitalitit und Zellzahl

Zur Vitalititsbestimmung wurde eine Vitalfairbung mit Trypanblau (Gibco, Karlsruhe)
verwendet. Der Test wurde auch zur Bestimmung der Zelldichte in den Kulturflaschen
eingesetzt. Trypanblau farbt nur geschidigte Zellen mit nicht-intakter Plasmamembran an. In
einem Reaktionsgefdl wurden 80 pl einer Zellsuspension mit 20 pul einer 0,1 %igen
Trypanblauldsung versetzt, vorsichtig gemischt und fiir 2 min inkubiert. Von der Mischung
wurden 20 ul in eine Neubauer-Zdahlkammer gegeben und die lebenden Zellen in vier
GroBquadraten mit einem Lichtmikroskop (TMS, Nikon) ausgezdhlt. Die Zelldichte der
Zellsuspension konnte dann berechnet werden. Alternativ wurde das Gerdt Coulter Counter
(Beckman, Krefeld) zur Zellzahlbestimmung verwendet. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden

die Zellsuspensionen entsprechend der erforderlichen Zellzahl fiir die Experimente verdiinnt.

2.2.1.4 Behandlung der Zellen mit N-Acylmannosaminen

N-Acetyl-D-mannosamin (ManNAc) und dessen Analogon N-Propanoyl-D-mannosamin
(ManNProp) wurden im Zellkulturmedium RPMI 1640 geldst und Stammldsungen von 250 mM
angelegt. Die Aufbewahrung der Stammldsung erfolgte bei -20°C. Vor Zugabe zur
Zellsuspension wurden die Losungen steril filtriert. Die Behandlung der Zellen mit den
N-Acylmannosaminen erfolgte in Kulturflaschen. Zellsuspensionen mit einer Dichte von
3x 105 Zellen/ml wurden mit Zuckeranalogon-Stammlosung versetzt. Dabei wurde in den
meisten Versuchen eine 10 mM Konzentration der N-Acylmannosamin-Analoga angestrebt.
Danach wurden die Zellen iiber 72 h im Brutschrank inkubiert. Fiir die Experimente zur
Konzentrationsoptimierung und zur Einbaukinetik wurden die Konzentrationen und
Inkubationszeiten in der angegebenen Weise verdndert. Das verwendete ManNProp wurde von
Herrn Dr. Mickeleit und seinen Mitarbeitern am Institut fiir Chemie der Freien Universitdt Berlin

hergestellt. ManNAc¢ wurde von Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Tab. 2.2 Chemische Charakteristika der verwendeten N-Acylmannosamine.
Name molekulare Masse Rest an C-2 Struktur
N-Acetyl-D-mannosamin 221 g/mol -acetyl (Ac) -CO-CH;
N-Propanoyl-D-mannosamin 235 g/mol -propanoyl! (Prop) -CO-CH,-CH;
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2.2.1.5 Behandlung der Zellen mit Sialinsdureanaloga

Die Kultivierung und Behandlung der HL60-I- und BJA-B K20-Zellen mit Sialinsédureanaloga
wurde von Frau Dr. Cornelia Oetke vom Institut fiir Angewandte Tumorvirologie des Deutschen
Krebsforschungszentrums in Heidelberg durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben
in RPMI 1640-Medium mit o. g. Zusétzen kultiviert. Um den verbliebenen Sialinsdurepool der
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-defizienten Zellklone maximal zu reduzieren, wurden die Zellen fiir
mindestens sieben Tage vor einem Experiment in serumfreien Medium mit dem Zusatz
Nutridoma-HU  (Roche  Molecular  Biochemicals, = Mannheim) entsprechend den
Herstellerangaben kultiviert. Zellen fiir die HPLC-Analyse wurden in serumfreien mit 40 mM
HEPES, pH 7,2, gepuffertem Medium mit einem Sialinsédureanalogon mit einer Konzentration

von 5 mM tber 48 h inkubiert.

2.2.2  Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem FACS-Gerdt (Fluorescence-
activated Cell Sorting) der Firma BD Biosciences (Heidelberg) durchgefiihrt. Die Steuerung des
Gerits sowie die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe der Software

CellQuest II sowie der Software FlowJo v9.3.2 (Firma FlowJo, LLC, Ashland, USA).

2.2.2.1 Fluoreszenzmarkierung von Membranglycokonjugaten mit Lektinen

Unbehandelte und mit N-Acylmannosaminen-behandelte HL60-Zellen wurden zweimal mit
Zellkultur-PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren (900 rpm Megafuge 1, 3 min) und
Absaugen des Uberstandes erfolgte das Resuspendieren der Zellen in FACSFlow-Puffer (BD
Biosciences, Heidelberg) und Einstellen der Zellen auf eine Konzentration von 2 x 10°
Zellen/ml. Die weitere Bearbeitung wurde auf Eis (4 °C) durchgefiihrt. Je 100 ul Zellsuspension
wurden in einem FACS-Rohrchen (BD Biosciences, Heidelberg) mit einem
fluoreszenzmarkierten Lektin inkubiert. Die Endkonzentrationen waren je nach Lektin
unterschiedlich: VVA 50 pg/ml, LFA 20 ug/ml, SBA 5 pg/ml, Con A 10 pg/ml bzw. PNA
10 pg/ml (24). Es erfolgte die Inkubation fiir 45 min auf Eis im Dunkeln. Nach zweimaligem
Waschen mit FACSFlow-Puffer wurden die Zellen in 500 pul des selbigem aufgenommen und die

Fluoreszenzintensititen von 1 x 10* Zellen im Durchflusszytometer gemessen und analysiert.
y g y
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2.2.2.2 Fluoreszenzmarkierung von Sialyl-Lewis X-Strukturen (CD15s)

Unbehandelte und mit N-Acylmannosaminen-behandelte HL60-Zellen wurden entsprechend
dem Protokoll zur Fluoreszenzmarkierung mit Lektinen gewaschen und in FACSFlow-Puffer
plus 1% BSA (Rinderserumalbumin, Sigma) auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml
eingestellt und mit dem Erstantikorper Anti-CD15s-mAb fiir 60 min bei 4 °C bei einer
Konzentration von 25 pg/ml inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACSFlow-Puffer
erfolgte die Markierung mit dem zweiten Antikorper in FACSFlow-Puffer plus 1 % BSA iiber
60 min bei 4 °C. Hierbei wurde ein FITC-konjugierter Rabbit-Anti-Mouse-IgM in einer
Konzentration von 15 pg/ml verwendet. Zur Messung unspezifischer Bindungen wurde eine
Kontrolle mit einem Mouse-Anti-Human-IgM-Isotype-Antikdrper in  entsprechender
Konzentration verwendet. Nach erneutem Waschen mit FACSFlow-Puffer erfolgte die Messung

der Fluoreszenzintensititen von 1 x 10* Zellen im Durchflusszytometer.

2.2.3 Sialidasebehandlung von HL60-Zellen

HL60-Zellen wurden iiber 72 h mit 10 mM ManNProp inkubiert. Bei einem Teil der Zellen
erfolgte danach die Bestimmung der relativen Anteile von Neu5Ac und NeuSProp in den
Membranglycoproteinen mittels RP18-HPLC. Der andere Teil der Zellen wurde nach
zweimaligem Waschen mit Zellkultur-PBS fiir 60 min mit Sialidase aus Vibrio cholerae
(Acylneuraminyl-Hydrolase, 3.2.1.18; Behring, Marburg) in einer Enzymkonzentration von
200 mU/ml bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden hierfiir auf 1 x 10%ml bis 2 x 10%ml
eingestellt. Im Anschluss wurde die Sialidase dreimal mit Zellkultur-PBS ausgewaschen. Die
Sialidase-behandelten Zellen wurden dann erneut mit 10 mM ManNProp fiir 72 h inkubiert.
SchlieBlich erfolgte die Bestimmung des relativen Anteils der NeuS5Prop in den

Membranglycoproteinen mittels RP18-HPLC.

2.2.4  Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (131) durchgefiihrt. Als
Proteinstandard diente BSA (Sigma). Es wurden 20 pul proteinhaltige Proben mit 1 ml Bradford-
Reagenz (10 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Phosphorséure, 0,1 % (w/v) Coomassie R-250) versetzt
und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 578 nm

bestimmt (Ultrospec 3000, Pharmacia, Uppsala, Schweden).
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2.2.5 Periodat-Thiobarbitursiure-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurde der Periodat-Thiobarbitursdure-Assay filir die
Konzentrationsbestimmung von Standardldsungen sowie zur Uberpriifung der quantitativen

HPLC-Ergebnisse verwendet.

Reagenz 1:  Periodat 2,5 mg/ml in 57 mM H,SO4
Reagenz 2:  Na-Arsenit 25 mg/ml in 0,5 M HCI

Reagenz 3:  Thiobarbitursdure 71 mg/ml mit NaOH auf pH 9,0 eingestellt
Reagenz4: 6 % (v/v) 10 M HCI in Butanol

Durchfiihrung: Nach Essigsdure-Hydrolyse und Trocknung der Proben wurden diese in 50 pl
aqua bidest. gelost, mit 135 pl Reagenz 1 vermischt und bei 37 °C fiir 15 min im Thermoblock
(Thermomixer Compact, Eppendorf) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 pl
Reagenz 2. Die Probe wurde so lange gemischt, bis die anfdnglich braune Fiarbung verblasst.
Nach Zugabe von 100 ul Reagenz 3 wurde die Probe 7,5 min bei 95 °C inkubiert. Schlielich
erfolgte die Extraktion des entstandenen Farbstoffs mit 1,4 ml Reagenz 4. Hierzu musste die
Probe intensiv gemischt und anschlieBend 20 min bei 13.000 rpm (Biofuge 13, Heraeus)
zentrifugiert werden. Jeweils 800 pl der oberen Phase, die den roten Farbstoff enthielt, wurden
bei 549 nm im Photometer (Ultrospec 3000, Pharmacia) vermessen. Als Standard diente eine

0,2 mM Neu5Ac-Losung aus kduflich erworbener NeuSAc (Sigma).

2.2.6 Chromatographische Methoden

Um Sialinsduren quantitativ nachzuweisen, gibt es eine Reihe meist kolorimetrischer Verfahren
wie den zuvor beschriebenen Periodat-Thiobarbitursdure-Assay oder die direkte Ehrlich-
Reaktion. Diese Methoden konnen jedoch nicht zwischen verschiedenen Sialinséuren
unterscheiden. Chromatographische Techniken ermdglichen hingegen eine Differenzierung
unterschiedlicher Sialinsduren in einer Probe. Mittels high performance liquid chromatography
(HPLC, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie oder Hochdruckfliissigkeitschromatographie)
konnen verschiedene Sialinsduren exakt voneinander getrennt, identifiziert und quantifiziert
werden. Nach der Methode von Hara ef al. (132) wurden die aus den Membranglycoproteinen

isolierten Sialinsduren mit dem Farbstoff 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol (DMB)
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derivatisiert, wodurch ein fluoreszenzaktives Molekiil (Abb. 2.1) entsteht, was zu einer
deutlichen Erhohung der Detektionsempfindlichkeit fithrt. Dadurch sind noch Sialinsduremengen
im unteren Picomolbereich nachweisbar (132, 133).

Die Trennung und Quantifizierung fluoreszenzmarkierter Sialinsduren erfolgte dann mittels
Reversed Phase-HPLC unter Verwendung einer LiChrosorb C18-Sdule der Firma Bischoff
(Leonberg), denn durch die Markierung der Sialinsduren mit DMB werden diese durch den
aromatischen Rest sehr lipophil. Das Chromatographiesystem bestand aus zwei HPLC-Pumpen
(Knauer, Berlin), einer Mischkammer (Knauer, Berlin), einem Fluoreszenzdetektor (Gynkotek,
Germering) sowie einem 3-Wege-Handinjektionsventil (Knauer, Berlin). Die Pumpen wurden
iiber ein Interface analog angesteuert. Als Software wurde ValueChrom 4.0 (Bio-Rad, Miinchen)
verwendet, mit der auch die Aufzeichnung der Detektorsignale sowie die Auswertung erfolgte.
Um die Sialinsduren mit Sicherheit differenzieren zu konnen, wurden Neu5Gc und
Natriumpyruvat (beides von Sigma) als interne Standards eingesetzt (Abb. 3.1), wodurch sich fiir
alle Peaks relative Retentionskoeffizienten (RRK) berechnen lieBen, die erheblich genauer sind
als relative Retentionszeiten (RRT). Durch die Ermittlung der RRK war es mdglich, in den
Chromatogrammen der N-Acylmannosamin-behandelten HL60- und BJA-B-Zellen die Peaks
eindeutig der NeuSAc oder der Neu5Prop zu zuordnen und diese zu quantifizieren. In gleicher
Weise konnten so auch die Sialinsdureanaloga aus den Standardlosungen bzw. den

Membranglycoproteinen der Analoga-behandelten Zellen eindeutig differenziert werden.

OH
NH, N OH
0 0
o N
0 P
0 NH, o N R
R

1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol

Ol

T

Abb. 2.1 Reaktionsschema der Fluoreszenzmarkierung einer a.-Ketocarbonsiure mit DMB.
Der Farbstoff DMB reagiert spezifisch mit o-Ketocarbonsduren und bildet ein bicyclisches
fluoreszenzaktives Molekiil. Mit dem Rest R wird hier die Reaktion mit Neu5Ac dargestellt. Abbildung
aus Stehling (133).
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Fir die chromatographische Trennung von CMP-Sialinsduren wurde ein HPLC-
Gradientensystem Dionex Bio-LC (Dionex, Idstein) mit elektrochemischer Detektion (Dionex
PAD II Detektor, Dionex, Idstein) verwendet. Die Aufzeichnung und Auswertung erfolgte mit
einem Integrator SP 4270 (Spectra Physics, San Jose, USA) und der Software WINner/286
(Spectra Physics, San Jose, USA).

2.2.6.1 Isolierung von Sialinsiuren aus Membranglycoproteinen

Die Isolierung der Sialinsduren aus den Membranglycoproteinen erfolgte in Anlehnung an die
Vorgehensweise von Stehling (133). Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen aus den
Kulturflaschen in 15 oder 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, fiir 3 min bei 900 rpm pelletiert
und entweder sofort verarbeitet oder bei -80 °C gelagert. Zum Aufbrechen der Zellen wurden
diese in 1 ml aqua bidest. aufgenommen, gemischt und fiir 15 min bei 4 °C belassen. Dann
erfolgte die Abnahme eines Aliquots von 20 pl fiir die Proteinbestimmung. Nach Behandlung im
Ultraschallbad iiber 5 min wurde die Zellen bei 13.000 rpm (Biofuge 13, Heraeus, Hanau) fiir
15 min zentrifugiert. Nach Abnahme und Verwerfen des Uberstands wurde der Vorgang
wiederholt, sodass die Zellen insgesamt dreimal mit aqua bidest. gewaschen wurden. Im
Anschluss daran erfolgte die Lyophilisierung der Pellets (Lyovac GT2, Leybold-Heraeus, KoIn).
Die Delipidierung der getrockneten Pellets wurde danach mittels Chloroform/Methanol-
Extraktion durchgefiihrt. Nach Aufnahme in 1 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v), Mischen der
Proben und Behandlung iiber 5 min im Ultraschallbad. AnschlieBend Zentrifugation bei 4 °C mit
10.000 rpm 30 min zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus, Hanau). Nach Abnahme und Verwerfen
der Uberstinde wurde dieser Schritt mit Chloroform/Methanol (1:1, v/v) und
Chloroform/Methanol (1:2, v/v) wiederholt, und die Pellets schlieBlich bei 37 °C im
Thermoblock getrocknet. Nach Aufnahme der Pellets in 200 pl 2 M Essigsdure, Mischen und
Behandlung im Ultraschallbad iiber 5 min erfolgte die saure Hydrolyse der Proben iiber 1 h bei
80 °C im Thermoblock (Thermomixer Compact, Eppendorf), um die Sialinsduren von den
Membranglycoproteinen abzuspalten. Um die Proben nach der Hydrolyse rasch weiter
verarbeiten zu konnen, wurden sie fiir 15 min auf Eis abgekiihlt und dann mittels
Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt (UNIVAPO 150H, UniEquip, Martinsried). Nach der
ersten Trocknung Aufnahme der Pellets in 200 ul aqua bidest., Mischen und Behandlung im
Ultraschallbad iiber 5 min sowie erneute Trocknung mittels Vakuumzentrifuge. Nach
Resuspendierung der Proben in 100 pl aqua bidest., Mischen und erneuter Behandlung im

Ultraschallbad sowie Einstellung des pH-Wertes auf 4-6 mit 2 M Essigsdure wurden die
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Sialinsdure-haltigen Proben zum Entsalzen iiber ein Gelbett (1 ml) eines Kationenaustauscher
(AG-50W-X12, H"-Form, 100-200 mesh, Bio-Rad, Miinchen) gegeben. Die Sdule wurde mit 3 x
1 ml aqua bidest. gespiilt und der gesamte Durchlauf in Bordelrandgldsern aufgefangen und im
Schiittelevaporator eingeengt (Vapor Mix S-10, Eyela, Tokyo, Japan). Nach erneuter Aufnahme
der Sialinsdure-haltigen Proben in 100 pl aqua bidest. waren diese bereit flir die Markierung mit

1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol (DMB).

2.2.6.2 Markierung von Sialinsiuren mit 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol

Fluoreszenzreagenz: 7 mmol/l 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol - 2 HCI (DMB)
18 mmol/l NaHSO;
0,75 mol/l 2-Mercaptoethanol

1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol und 2-Mercaptoethanol wurden von der Firma Sigma
bezogen. Das Fluoreszenzreagenz war nach der Herstellung bis zu 12 Wochen bei -20 °C stabil.
Zur Markierung der Sialinsduren erfolgte die Zugabe von 20 ul der Sialinsdure-haltigen Probe
oder Standardlésung zu 100 pl Fluoreszenzreagenz und anschlieBende Inkubation fiir 2,5 h im
Dunkeln bei 56 °C im Thermoblock. Die mit DMB-derivatisierten Sialinsduren waren mehrere
Wochen bei -20 °C stabil und zeigten keinen Verlust der Fluoreszenzintensitit in der HPLC-

Analyse.

2.2.6.3 Trennung und Quantifizierung modifizierter Sialinsiuren iiber RP18-HPLC

Die fluoreszenzmarkierten Sialinsduren wurden in Abhidngigkeit ihrer Substituenten und des
daraus resultierenden Anstiegs der Hydrophobizitdt unterschiedlich stark von der RP18-Sdule
retardiert. Die Sialinsduren wurden mit isokratischem Gradienten aus Acetonitril/Methanol mit
einer Flussrate von 0,5 ml/min getrennt. Im Anschluss an jede Elution wurde die Sdule fiir
10 min mit 100 % Eluent B gespiilt und fiir weitere 10 min redquilibriert. Das fiir die HPLC-
Analytik benétigte aqua bidest. wurde zuvor filtriert (Millipore, Schwalbach). Das verwendete

Methanol wurde in HPLC-reiner Qualitdt von der Firma Roth bezogen.

35



Methoden

Eluent A: H,O
Eluent B: CH3CN/CH30H 6:4 (v/v)

Saule: LiChrosorb C18 5,0 pm, 250 x 3,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Detektion: Fluoreszenzdetektor Gynkotek, ex 373 nm, em 448 nm

Tab. 2.3 Gradienten der Eluenten zur Trennung von DMB-markierten Sialinsiuren.
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] Bemerkungen
0,00 90 10
0,01 90 10 Injektionsventil auf
1,00 90 10 Injektionsventil zu
10,00 90 10
55,00 75 25

2.2.6.4 Extraktion von CMP-Sialinsaduren

Die Extraktion der CMP-Sialinsduren erfolgte nach der Methode von Fritsch et al. (134). Da es
sich bei den CMP-Sialinsduren um sehr sdurelabile Verbindungen handelt, wurde ihre Extraktion
im Basischen durchgefiihrt. Alle Schritte erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden wie zuvor
beschrieben geerntet und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellpellets mit
2 ml eiskaltem Extraktionspuffer (50 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,0) resuspendiert
und mit einem Ultraschallstab fiir 2 min behandelt. Nach Zentrifugation bei 100.000 x g
(Centrikon T-2070, Kontron Instruments) fiir 30 min wurde der Uberstand in ein zweites
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und ein Aliquot fiir die Proteinbestimmung entnommen. Zur
Fillung der 16slichen Proteine wurden zum Uberstand 4,5 ml eisgekiihltes Ethanol (70 % v/v)
hinzugegeben und das Gemisch erneut bei 100.000 x g fiir 30 min zentrifugiert. Der
CMP-Sialinsiuren-enthaltende Uberstand wurde mittels Schiittelevaporator eingeengt und
anschlieBend erneut in 5 ml aqua bidest. gelost und auf eine in die Acetat-Form iiberfiihrte
DEAE-Sephacel-Sédule 0,8 ml (Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen. Die Sdule wurde
zweimalig mit 8,0 ml aqua bidest. und anschlieBend mit 8,0 ml 20 mM Ammoniumacetat
gespiilt. Freie Sialinsduren lieBen sich so von der Sdule herunter waschen. Die CMP-Sialinsduren
wurden schliefSlich mit 8,0 ml 70 mM Ammoniumacetat eluiert. Zum Entsalzen wurde das Eluat
lyophilisiert, in 5 ml aqua bidest. aufgenommen, wieder lyophilisiert und dann wieder in aqua

bidest. aufgenommen. Die Trennung und Quantifizierung der CMP-Sialinsduren erfolgte mittels
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Hochdruck-Anionenaustauscherchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion

(HPAEC-PAD).

2.2.6.5 Trennung von CMP-Sialinsiuren durch HPAEC-PAD

Die Flussrate war konstant 1,0 ml/min, die Groe des Probenauftrags betrug 50 pl. Die Séule

wurde nach jeder Elution fiir 10 min mit 100 mM NaOH reéquilibriert. CMP-NeuSAc von

Sigma wurde als Standard zur Ermittlung der relativen Retentionszeit und zur Quantifizierung

der CMP-Sialinsduren aus den Zellen verwendet.

Eluent A:

Eluent B:

Siule:

Detektion:

100 mM NaOH

5,75 ml 50 %ige Natronlauge (NaOH)

ad 1 1 filtriertem, Helium-begasten H,O bidest.
100 mM NaOH/600 mM NaOAc

5,75 ml 50 %ige Natronlauge (NaOH)

49,2 ¢ Natriumacetat, wasserfrei (NaCH3;COO)

ad 1 1 filtriertem, Helium-begasten H,O bidest.

CarboPac PA-100 (250 x 4,6 mm)

PAD, 300 nA

Die Puls-Potentiale und Puls-Zeiten des PAD-Detektors waren auf E, =0,05 V/t; =420 ms,

E,=0,75 V/t, = 180 ms und E; =-0,20 V/t; = 360 ms eingestellt.

Tab 2.4 Gradienten der Eluenten zur Trennung von CMP-Sialinséuren.
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] Bemerkungen
0.00 96 4
0.01 96 4 Injektionventil auf
1.00 96 4 Injektionventil zu
45.00 54 46
46.00 0 100
55.00 0 100
56.00 96 4
65.00 96 4 Neustart
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2.2.6.6 Bestimmung des relativen Anteils von CMP-Neu5SProp

Aus einem Teil der CMP-Sialinsdure-Probe wurden die relativen Anteile von CMP-Neu5Ac und
CMP-Neu5Prop am Gesamt-CMP-Sialinsdure-Pool bestimmt. Hierzu wurden die Sialinsduren
durch saure Hydrolyse in 2 M Essigsdure bei 80 °C freigesetzt, mit DMB fluoreszenzmarkiert

und wie zuvor beschrieben mittels RP18-HPLC analysiert.

2.3 Mathematisch-statistische Methoden
2.3.1  Statistische Auswertung

Die Werte experimenteller Messungen wurden als arithmetisches Mittel mit ihrer jeweiligen
Standardabweichung angegeben. Signifikanzbestimmungen fiir Vergleiche zwischen zwei
unabhingigen Gruppen erfolgten mit dem ungepaarten Student’s ¢-Tests. Fiir Vergleiche
zwischen mehr als zwei Gruppen wurde zur Signifikanzbestimmung ein ANOVA-Test (Analysis
Of Variance) gefolgt von Post-hoc-Mehrfachvergleichstests unter Verwendung von GraphPad
Prism Version 6.0c (GraphPad Software, La Jolla California, USA) durchgefiihrt. Die Grenze fiir
die Zufallswahrscheinlichkeit wurde auf 5 % (p < 0,05) festgelegt.

2.3.2 Relative Retentionskoeffizienten

Die Berechnung der relativen Retentionskoeffizienten erfolgte aus den Retentionszeiten tr der
einzelnen Peaks nach der Formel von Lomax und Conchie (135). Hierzu wurde der
Retentionskoeffizient des ersten internen Standards als 1 und der des zweiten internen Standards

als 2 definiert.

tR (P2 -P1) + Py trp — P2 tR]
tR2 - tR1

RRK =

RRK =relativer Retentionskoeffizient

tR = Retentionszeit

Py = Retentionskoeffizient des ersten internen Standards
Py = Retentionskoeffizient des zweiten internen Standards
tr1 = Retentionszeit des ersten internen Standards

tRy = Retentionszeit des zweiten internen Standard

Darstellung nach Stehling (133)
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3 Ergebnisse
3.1 Modifikation membranstindiger Glycokonjugate von HL-60- und BJA-B-Zellen
mit N-Propanoylmannosamin

3.1.1 Chromatographische Trennung und Quantifizierung modifizierter Sialinsiuren

Um den Einbau von natiirlichen und modifizierten Sialinsduren in Membranglycokonjugaten von
kultivierten HL60- und BJA-B-Zellen nach Behandlung mit N-Acylmannosaminen
nachzuweisen bzw. deren Anteil an der Gesamtsialylierung zu bestimmen, wurden die aus den
Membranglycoproteinen isolierten Sialinsduren mittels RP18-HPLC analysiert. Aufgrund der
notwendigen Delipidierung bei der Aufarbeitung der Zellpellets fiir die HPLC-Analytik konnten
mit Hilfe dieses Verfahrens nur die Sialinsduren aus Membranglycoproteinen aber nicht aus den
Membranglycolipiden bestimmt werden. Unter Verwendung von Neu5Gc und Natriumpyruvat
als interne Standards konnte die modifizierte Sialinsdure Neu5Prop eindeutig von der natiirlichen
Neu5Ac unterschieden und quantifiziert werden. Im Chromatogramm C der Abb. 3.1 ist ein
deutlicher Anstieg des NeuSAc-Peaks nach Behandlung hyposialylierter HL60-I-Zellen mit
ManNAc gegeniiber den unbehandelten HL60-I-Zellen im Chromatogramm B erkennbar. Im
Chromatogramm D tritt nach Behandlung von HL60-I-Zellen mit ManNProp ein weiterer Peak

bei etwa 34 min auf, der die modifizierte Sialinsdure NeuSProp reprisentiert.

3.1.2 Optimierung der Inkubationszeit zur Maximierung des Anteils modifizierter

Sialinsduren in Membranglycoproteinen

Aus vorherigen Arbeiten war flir einige Zelllinien bekannt, dass fiir Sialinséurevorldufer
Konzentrationen zwischen 5 bis 10 mM im Zellkulturmedium erforderlich sind, um einen
relevanten Anteil an modifizierten Sialinsduren in den Membranglycoproteinen der behandelten
Zellen zu erhalten (108, 109). Fiir die verschiedenen Zelltypen variierte jedoch die Dauer der
gewihlten Inkubationszeit. Deshalb wurde zundchst die Bestimmung der optimalen
Inkubationszeit vorgenommen, nach der sich ein maximaler Anteil an modifizierten Sialinsduren
in den Membranglycoproteinen findet. Hierzu wurden HL60- und BJA-B-Subklone iiber 96 h
mit einer Konzentration von 10 mM ManNProp inkubiert. Nach jeweils 24 h erfolgte die

Entnahme eines Aliquots aus der Zellkultur.
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Abb. 3.1 Trennung von DMB-markierten Sialinsduren iiber RP18-HPLC.

(A) Standard; (B) unbehandelte HL60-1-Zellen; (C) ManNAc-behandelte HL60-1-Zellen; (D) ManNProp-
behandelte HL60-1-Zellen. Zellen wurden {iber je 72 h mit 10 mM des N-Acylmannosamin-behandelt und
die Sialinsduren gemdfl 2.2.6.1 und 2.2.6.2 aus den Membranglycoproteinen isoliert und mit DMB
markiert. 1 = Neu5Gc (interner Standard); 2 = Neu5Ac; 3 = freies DMB; 4 = Neu5Prop; 5 = Na-Pyruvat
(interner Standard).
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In der Durchflusszytometrie ManNProp-behandelter HL60-1-Zellen, die keine Aktivitdt der
UDP-GIcNAc-2-Epimerase aufweisen, zeigte sich nach Farbung mit dem Sialinséure-bindenden
Lektin LFA bereits nach 24 h ein sprunghafter Anstieg der Oberfldchensialylierung (Abb. 3.2).
Nach 72 h erfolgte keine weitere Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI). Stattdessen
kam es sogar zu einem leichten Riickgang der Oberflachensialylierung nach 96 h. Aus dem
Versuch ergab sich, dass bei HL60-I-Zellen eine Maximierung der Oberfldchensialylierung
innerhalb von 72-96 h erfolgt war. Als Inkubationszeit fiir die nachfolgenden Experimente
wurden daher 72 h als sinnvoll erachtet.

Die Untersuchung der verwendeten Zellen mit LFA in der Durchflusszytometrie zeigte nur
Verdnderungen der Gesamtoberfldchensialylierung an und erlaubt keine Aussage iiber die
Anteile verschiedener Sialinsdurederivate in den Membranglycoproteinen. Deshalb erfolgte im

nichsten Schritt die Analyse der Sialinsduren mittels HPLC (Abb. 3.3). Diese zeigte eine
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Abb. 3.2 Kinetik der Oberflichensialylierung von HL60-I-Zellen nach Behandlung mit
ManNProp und Bestimmung der LFA-Bindung in der Durchflusszytometrie.

Die Oberflichensialylierung wurde durch das Sialinsdure-bindende und FITC-konjugierte Lektin LFA

mittels Durchflusszytometrie zu Beginn der Inkubationsperiode (0 h) sowie nach 24 h, 48 h, 72 h und

96 h mit 10 mM ManNProp bestimmt. Als Kontrolle sind hier nicht gefarbte HL60-I-Zellen dargestellt.
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Abb. 3.3 Kinetik des Einbaus von Neu5Prop in membrangebundene Glycoproteine von
HL60- und BJA-B-Subklonen.

Zellen wurden iiber 96 h mit 10 mM ManNProp inkubiert. Die Bestimmung des Anteils von Neu5Prop zu

Neu5Ac erfolgte mittels RP18-HPLC. Die Werte der HL60-Subklone stellen Mittelwerte aus zwei

unabhéngigen Experimenten dar. Fiir die BJA-B-Subklone erfolgte jeweils nur eine Messung.

Zunahme des relativen Anteils der modifizierten Sialinsdure Neu5Prop gegeniiber NeuSAc in
allen Subklonen innerhalb der ersten 72 h. Danach kam es zur Ausbildung eines Plateaus ohne
relevanten Anstieg des Anteils der NeuSProp trotz lédngerer Inkubation bis 96 h.
Interessanterweise erreichte die modifizierte Sialinsdure NeuSProp in beiden UDP-GIcNAc-2-
Epimerase-defizienten Subklonen HL60-I und BJA-B K20 maximale Einbauraten um 80 %,
wihrend sich die Neu5Prop-Anteile in UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-1I- und
BJA-B K88-Zellen mit etwa 14% und 56 % deutlich unterschieden. Die optimale
Inkubationszeit mit N-Acylmannosaminen lag fiir die untersuchten Subklone somit bei 72 h, da
sich zu diesem Zeitpunkt der hochste Anteil von NeuSProp im Verhiltnis zu Neu5Ac in den

Membranglycoproteinen fand.
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3.1.3  Optimierung der N-Acylmannosamin-Konzentration zur Maximierung des Anteils

modifizierter Sialinsiuren in Membranglycoproteinen

Die Ergebnisse, die bei der Bestimmung der optimalen Inkubationszeit gewonnen wurden,
belegten, dass sich mit einer ManNProp-Konzentration von 10 mM im Zellkulturmedium ein
relativer NeuSProp-Anteil von tiiber 80 % in dem UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten
HL60-I-Subklon erzielen ldsst. Im Folgenden galt es zu priifen, ob vergleichbar hohe Anteile
modifizierter Sialinsduren in den Membranglycoproteinen auch mit einer geringeren
Konzentration an ManNProp erreichbar sind. Deshalb wurden HL60-I- und HL60-I1-Zellen tiber
72 h mit Konzentrationen von 5 mM, 7,5 mM und 10 mM ManNProp inkubiert.

Wie in Abbildung 3.4 dargestellt, war der Anteil modifizierter Sialinsduren in
membrangebundenen  Glycoproteinen beider HL60-Subklone bei einer ManNProp-
Konzentration von 10 mM im Kulturmedium am groéBten. Fiir die HL60-I-Zellen wurde im

Mittel ein maximaler Anteil von Neu5Prop von 78 % und fiir die HL60-1I-Zellen von knapp

80 15

Anteil Neu5Prop [%]
Anteil Neu5Prop [%]

5mM 75mM 10mM 5mM 75mM 10mM

Abb. 3.4 Neu5Prop-Anteil in membrangebundenen Glycoproteinen bei unterschiedlichen
ManNProp-Konzentrationen im Kulturmedium.

Dargestellt ist der Anteil von Neu5Prop im Verhédltnis zu Neu5Ac in den membrangebundenen

Glycoproteinen von (A) HL60-I- und (B) HL60-1I-Zellen. Die Zellen wurden jeweils iiber 72 h bei

unterschiedlichen ManNProp-Konzentrationen inkubiert. Die Bestimmung der Verhéltnisse von

NeuS5Prop zu NeuS5Ac erfolgte mittels RP18-HPLC nach 2.2.6.3. Die Daten sind

Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) aus fiinf unabhéngigen Messungen.
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11 % gemessen. Wiéhrend sich bei den HL60-1I-Zellen der Anteil von Neu5Prop im Verhéltnis
zu Neu5Ac in den Membranglycoproteinen bei einer Erhohung der ManNProp Konzentration
von 5mM auf 10 mM fast verdoppelte, zeigte sich bei einer Konzentrationssteigerung von
7,5 mM auf 10 mM noch ein Anstieg um den Faktor 1,4. Im Vergleich hierzu fiel die Steigerung
des Neu5Prop-Anteils bei HL60-1-Zellen, die durch eine Konzentrationserhéhung von 5 mM auf
10 mM ManNProp zu erzielen war, mit einem Faktor von 1,1 zwar sehr viel geringer aus, fiihrte
aber zu einer signifikanten Erh6hung des NeuSProp-Anteils in den Membranglycoproteinen von
69 % auf 78 %. Fir den untersuchten Konzentrationsbereich lag die optimale N-Acyl-

mannosamin-Konzentration im Zellkulturmedium fiir HL60-Zellen somit bei 10 mM.

3.1.4 Bestimmung des relativen Anteils von NeuSProp in Membranglycoproteinen

Nach Bestimmung der optimalen Inkubationszeit und der optimalen Konzentration von
ManNProp im Kulturmedium zur Maximierung des relativen Anteils N-propanoylierter
Sialinsduren in Membranglycokonjugaten sollte fiir die HL60-Zellen mit einer hoheren Anzahl
von Messungen gekldrt werden, ob die NeuSProp-Inkorporation unter den gewéhlten
Inkubationsbedingungen groferen Schwankungen unterworfen sein wiirde, oder ob fiir die
weiteren Experimente von einer stabilen Expression von modifizierten Sialinsduren in den
Membranglycoproteinen ausgegangen werden konnte. Fiir die HL60-I-Zellen wurde ein
Neu5Prop-Anteil bis zu 85 %, jedoch im Mittel von rund 80 %, und fiir die HL60-I1-Zellen von
15 % bei n= 13 bzw. n =20 gemessen (Tab. 3.1). Fiir die weiteren Versuche konnte also von
stabilen Einbauraten der Neu5Prop in HL60-Zellen ausgegangen werden. Im Vergleich dazu
wurde flir den BJA-B K20-Subklon ein Wert von 80 % und fiir den K88-Subklon ein Neu5Prop-

Anteil von 56 % in den Membranglycoproteinen bestimmt (jeweils n = 3).

Tab. 3.1 Relativer Anteil von NeuSProp an den Gesamtsialinsiuren in Zellkulturen.

Relativer Anteil von NeuSProp zu NeuSAc in membrangebundenen Glycoproteinen von HL60-I-
(n=13), HL60-II- (n = 20) sowie den BJA-B-Subklonen K20 (n =3) und K88 (n = 3) nach Inkubation
mit 10 mM ManNProp {iber 72 h. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD.

Zelltyp Relativer Anteil von NeuSProp [%]
HL60-1 80,5 + 3,1
HL60-11 15,0+ 5,1
BJA-B K20 79,0£1,9
BJA-B K88 56,2+0,2

44



Ergebnisse

3.1.5 Desialylierung und Resialylierung nach ManNProp-Behandlung

Um zu priifen, ob sich der Anteil modifizierter Sialinsduren in den Membranglycokonjugaten
weiter steigern ldsst, wurden HL60-Zellen iiber 72h mit 10 mM ManNProp behandelt.
AnschlieBend erfolgte bei einem Teil der behandelten Zellen die Bestimmung des Anteils
modifizierter Sialinsduren in den Membranglycoproteinen mittels RP18-HPLC. Bei dem anderen
Teil der behandelten Zellen wurde die Zelloberfliche enzymatisch mit Sialidase aus Vibrio
cholerae desialysiert. Dann wurden die desialylierten Zellen erneut mit ManNProp iiber 72 h
kultiviert. AbschlieBend erfolgte auch bei diesen Zellen die Bestimmung des relativen
Neu5Prop-Anteils in den Membranglycoproteinen (Tab. 3.1). Auf diesem Weg sollte der
CMP-Sialinsdure-Pool mit modifizierten CMP-Sialinsduren angereichert werden und dann fiir
die Resialylierung einer Sialinsédure-freien Zelloberfldche zur Verfiigung stehen. Bei den HL60-
I-Zellen konnte keine Steigerung des bereits hohen Anteils modifizierter Sialinsduren in den
Membranglycoproteinen erzielt werden. Bei den HL60-II-Zellen lie} sich der NeuSProp-Anteil

leicht, aber dennoch signifikant, erhohen.

Tab. 3.2 NeuSProp-Anteil ohne und mit Sialidase-Behandlung.

Relativer Anteil von Neu5Prop an den Sialinsduren der Membranglycoproteine in Prozent von HL60-
Zellen vor bzw. nach Behandlung mit Sialidase und erneuter Inkubation mit 10 mM ManNProp. Die
Daten sind Mittelwerte + SD aus drei unabhéngigen Messungen.

Zelltyp ohne Sialidase-Behandlung mit Sialidase-Behandlung
HL60-1 78,2+ 0,2 80,2+ 4,7
HL60-11 8,8+ 1,6 12,7+0,7

3.2 Charakterisierung ManNProp-modifizierter Membranglycokonjugate in HL60-
und BJA-B-Zellen

3.2.1 Bestimmung des Gesamtsialinsiuregehalts in Membranglycoproteinen

Um zu klédren, ob sich der Sialinsiduregehalt in den Membranglycoproteinen von HL60-Zellen
nach Behandlung mit unterschiedlichen N-Acylmannosaminen unterscheidet, erfolgte die
Bestimmung der Gesamtsialinsduremenge nach Behandlung der Zellen mit 10 mM

N-Acylmannosaminen iiber 72 h mittels quantitativer RP18-HPLC-Analyse.
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Wiéhrend es bei den hyposialylierten HL60-I-Subklonen zu einer Verfiinffachung der
membrangebundenen Sialinsduren kam, lieB sich bei den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-
kompetenten HL60-II-Subklonen kein signifikanter Anstieg der Gesamtsialinsduremenge
nachweisen (Tab. 3.2). Die Verdnderung der Gesamtsialinsduremenge war unabhidngig vom
verwendeten N-Acylmannosamin, d.h. die beiden im Medium angebotenen Sialinsédurevorldufer
ManNAc und ManNProp wurden offenbar in etwa gleicher Menge in die Membranglycoproteine
der jeweiligen Subklone eingebaut. Die Menge modifizierter Sialinsduren kann bei den HL60-I-

Subklonen mehr als 1 nmol/10” Zellen betragen.

Tab. 3.3 Sialinsduregehalt der Membranglycoproteine von HL60-Zellen ohne und mit
N-Acylmannosamin-Behandlung.

HL60-Zellen wurden ohne und mit 10 mM N-Acylmannosaminen iiber 72 h inkubiert. Der

Sialinsduregehalt wurde mittels quantitativer HPLC-Analyse bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte + SD

aus mindestens fiinf unabhidngigen Messungen.

Zelltyp Sialinséiuregehalt [nmol/10” Zellen]
HL60-I 0,2+0,1
HL60-I + ManNAc 1,2+04
HL60-1 + ManNProp 1,0+ 04
HL60-11 2,5+04
HL60-11 + ManNAc 2,8+0,8
HL60-1I + ManNProp 2,8+£0,7

3.2.3 Bindungsverhalten von Lektinen an Zelloberflichenglycokonjugaten nach

Behandlung mit ManNProp

Um die Bindungspartner von N-acetylierten und N-propanoylierten Sialinsduren sowie mogliche
Unterschiede in den Glycanstrukturen zwischen HL60-1- und HL60-II-Zellen zu bestimmen,
wurde das Bindungsverhalten verschiedener Lektine an unbehandelten und N-Acylmannosamin-
behandelten Zellen untersucht. In der Regel binden Lektine an terminale Mono- oder
Oligosaccharide von Polysacchariden oder Glycokonjugaten. Eine Ausnahme bildet das Lektin
Con A, das auch an interne Mannose-haltige Strukturen bindet (siche auch Tab. 2.1). Die
verwendeten Lektine VVA, PNA, SBA und Con A binden selber nicht an Sialinsduren.
Stattdessen erkennen sie die hdufigsten Bindungspartner der Sialinsduren, Galactose und

N-Acetylgalactosamin. Einzig das Lektin LFA bindet direkt an terminale Sialinsduren der
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Oligosaccharide. Das Bindungsverhalten der mit einem fluoreszierenden Farbstoff konjugierten
Lektine an die Membranglycokonjugate N-Acylmannosamin-behandelter HL60-Zellen wurde

mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abb. 3.6 Bestimmung der Zelloberflichensialylierung mittels Durchflusszytometrie.

Die Histogramme stellen die Expression von Sialinsduren (LFA) oder unmaskierten GalNAc-Resten
(VVA) auf der Oberflache von hyposialylierten HL60-I- und normal sialylierten HL60-1I-Zellen dar. Die
Bestimmung der Fluoreszenzintensititen erfolgte mit den FITC-konjugierten Lektinen LFA und VVA in
der Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden zuvor drei Tage mit 10 mM ManNAc (schwarze Linie)
oder ManNProp (gebrochene schwarze Linie) behandelt. Die Histogramme unbehandelter Zellen
(hellgrau) und von Zellen ohne Lektin-Farbung (dunkelgrau) sind als Vergleichswerte dargestellt.
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3.2.3.1 Bindung terminaler NeuSProp durch LFA

In der Durchflusszytometrie zeigte sich eine vielfach hohere Bindungsaktivitit des Lektins LFA
an die unbehandelten normal sialylierten HL60-11-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten
hyposialylierten und UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten HL60-1-Zellen (Abb. 3.6, obere
vier Histogramme). Entsprechend fand sich eine geringere VVA-Bindung an den HL60-1I-Zellen
gegeniiber den HL60-I-Zellen, da bei den HL60-II-Zellen die VVA-Bindungsstellen durch
Sialinsduren besetzt waren (Abb. 3.6, untere vier Histogramme).

Nach Behandlung der HL60-I-Zellen mit ManNAc oder mit ManNProp konnte ein deutlicher
Anstieg der Bindung des Lektins LFA gegeniiber den unbehandelten Zellen nachgewiesen
werden. Dieser Anstieg spiegelt eine Erhhung der Oberflachensialylierung der HL60-I-Zellen
wider. Entsprechend fand sich ein Riickgang der VVA-Bindung infolge Besetzung préiterminaler
GalNAc-Reste durch NeuSAc bzw. NeuSProp. Bei den ManNProp-behandelten HL60-1-Zellen
war die MFI nach LFA-Farbung jedoch signifikant niedriger gegeniiber den ManNAc-
behandelten Zellen (Abb. 3.7). Wie auch bei der quantitativen HPLC-Analyse erreichten die
HL60-I-Zellen im LFA-Bindungsassay nach Behandlung mit den N-Acylmannosaminen nicht
die Werte der UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-1I-Zellen.

Bei den HLG60-II-Subklonen waren keine signifikanten Verdnderungen der Lektinbindung
messbar. Jedoch féllt auch hier eine tendenziell niedrigere MFI nach LFA-Firbung der
ManNProp-behandelten gegeniiber den ManNAc-behandelten Zellen auf (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Einfluss V-Acyl-modifizierter Sialinsduren auf das Bindungsverhalten von LFA.

Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) von HL60-Subklonen in der Durchfluss-
zytometrie nach Firbung mit FITC-konjugiertem LFA. Nach dreitdgiger Behandlung mit 10 mM
ManNProp ist die Bindung von LFA bei den HL60-1-Zellen deutlich geringer als nach ManNAc-
Behandlung. Die Daten sind Mittelwerte + SD aus fiinf unabhingigen Messungen. Der Stern * markiert
einen signifikanten Unterschied (p <0,05) zwischen den beiden N-Acylmannosamin-behandelten
Gruppen.

3.2.3.2 Expression freier Sialinsiurebindungsstellen in Membranglycokonjugaten

Durch das Lektin LFA konnte ein deutlicher Anstieg der Oberflichensialylierung nach
Behandlung der HL60-I-Zellen sowohl durch ManNAc als auch durch ManNProp nachgewiesen
werden. Allerdings fiel der signifikant geringere Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitét bei
den ManNProp-behandelten Zellen auf. Dies widerspricht der Annahme, dass NeuSAc und
Neu5Prop gleichermaBen in die Membranglycoproteine eingebaut werden. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese erfolgte eine genauere Analyse der Verdnderung freier Bindungsstellen fiir
Sialinsduren durch die Lektine VVA, SBA und PNA in den Membranglycokonjugaten
unbehandelter, ManNAc- und ManNProp-behandelter HL60-1- und HL60-11-Zellen.

In der Durchflusszytometrie war die MFI der Lektine, die freie Sialinsdurebindungsstellen
anzeigen, bei den unbehandelten, hyposialylierten HL60-I-Zellen hoher im Vergleich zu den
HL60-II-Zellen (Abb. 3.8). Bei den HL60-1-Zellen reduzierte sich die MFI bei der VVA-, SBA-
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und PNA-Férbung nach Behandlung mit ManNAc oder ManNProp deutlich. Es bestanden keine
signifikanten Unterschiede im Lektinbindungsmuster von VVA, SBA und PNA zwischen den
ManNAc- und ManNProp-behandelten HL60-I-Zellen (Abb. 3.8 A). Jedoch bestand ein
tendenziell starkerer Abfall der Lektinbindung nach ManNProp-Behandlung.

Bei den HL60-II-Subklonen war nach Behandlung mit den N-Acylmannosaminen keine
Anderung der Lektinbindung von VVA und SBA messbar (Abb. 3.8 B). Fiir das Lektin PNA,
das an Gal-f1,3-GalNAc-Reste bindet, waren die MFI nach ManNAc- bzw. ManNProp-
Behandlung signifikant niedriger gegeniiber den unbehandelten HL60-11-Zellen (Abb. 3.8 B).
Durch die Behandlung mit den N-Acylmannosaminen wurden offensichtlich freie Gal-f1,3-
GalNAc-Reste durch Sialinsduren besetzt, sodass es zu einem Abfall der PNA-Bindung kam.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der quantitativen Analyse, die auch bei dem HL60-II-
Subklon nach N-Acylmannosamin-Behandlung eine tendenzielle Zunahme des Gesamt-
sialinsduregehalts in den Membranglycoproteinen gezeigt hat, wenngleich diese nicht signifikant
war.

Das Lektin Con A, das nicht an den typischen freien Bindungsstellen fiir Sialinsduren bindet,
wies bei den HL60-I-Zellen eine signifikant hdhere Bindung nach N-Acylmannosamin-
Behandlung gegeniiber unbehandelten HL60-1-Zellen auf (Abb. 3.8 A). Zwischen den ManNAc-
und ManNProp-behandelten HL60-1-Zellen konnte ebenfalls eine signifikant hohere MFI fiir die
ManNProp-behandelten Zellen gemessen werden. Offenbar hatte sich durch die Behandlung mit
den N-Acylmannosaminen die Anzahl von Con A-zuginglichen Mannose-haltigen Strukturen
erhoht. Bei den HL60-II-Zellen fanden sich keine signifikanten Unterschiede im
Bindungsverhalten zwischen unbehandelten und N-Acylmannosamin-behandelten Zellen mit
dem Lektin Con A (Abb. 3.8 B). Jedoch zeigte sich auch bei den HL60-1I-Zellen nach ManNAc-
oder ManNProp-Behandlung tendenziell eine hohere Con A-Bindung.

Im Vergleich der beiden HL60-Subklone miteinander fanden sich Unterschiede im
Bindungsverhalten des Lektins Con A. Fiir die unbehandelten HL60-II-Zellen war eine
signifikant hohere MFI (Faktor 1,5) als fiir die unbehandelten HL60-I-Zellen messbar. Dieser
Unterschied blieb auch nach Behandlung der HL60-I-Zellen mit den N-Acylmannosaminen
bestehen. Sowohl nach ManNAc- bzw. ManNProp-Behandlung wiesen die HL60-I-Zellen eine
signifikant niedrige MFI in der Con A-Fiarbung gegeniiber den entsprechend behandelten
HL60-1I-Zellen auf.
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Abb. 3.8 Expression freier Sialinsiurebindungsstellen auf HL60-Zellen nachgewiesen durch

Lektinbindung in der Durchflusszytometrie.

Nachweis freier Sialinsdurebindungsstellen sowie von Mannose-haltigen Strukturen in den
Zelloberflachenglycokonjugaten von HL60-1- (A) und HL60-11-Zellen (B) mit und ohne Behandlung mit
10 mM ManNAc bzw. ManNProp iiber 72 h. Die Bestimmung freier Sialinsdurebindungsstellen erfolgte
mittels Durchflusszytometrie mit den FITC-konjugierten Lektinen VVA, SBA und PNA.
Mannosestrukturen wurden in gleicher Weise durch das FITC-konjugierte Lektin Con A bestimmt. Die
MFI-Werte sind Mittelwerte = SD aus n = 3. Die Sterne * markieren signifikante Unterschiede (p < 0,05)
zwischen unbehandelten und N-Acylmannosamin-behandelten Zellen.
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3.24  Anderung der Sialyl-Lewis X-Expression nach N-Acylmannosamin-Behandlung

Der Einfluss der ManNProp-Behandlung auf die Expression funktionell bedeutsamer, sialylierter
Oligosaccharidstrukturen wurde am Beispiel der Sialyl-Lewis X-Struktur untersucht (Abb. 1.5).
Bei den unbehandelten HL60-I-Subklonen waren in der Durchflusszytometrie mit Hilfe eines
selektiven Antikorpers kaum Sialyl-Lewis X-Strukturen auf der Zelloberfliche nachweisbar.
Nach Behandlung der HL60-I-Zellen mit N-Acylmannosaminen iiber 72 h konnte in der
Durchflusszytometrie sowohl fiir ManNAc als auch fiir ManNProp ein deutlicher Anstieg des
Tetrasaccharids gegeniiber unbehandelten HL60-1-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.9).
Zwischen den ManNAc- und den ManNProp-behandelten HL60-I-Zellen fand sich kein
signifikanter Unterschied in der Expression von Sialyl-Lewis X-Epitopen, wenngleich nach
ManNProp-Behandlung die MFI 1,4-fach hoher war als nach ManNAc-Behandlung. Auch nach
Behandlung der HL60-I-Zellen mit N-Acylmannosaminen lag die Expression von Sialyl-
Lewis X-Epitopen weiter unter jener der HL60-I1I-Zellen (Abb. 3.10). Bei den normal sialylierten
unbehandelten HL60-II-Zellen fand sich eine mehr als 100-fach hohere Sialyl-Lewis X-
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log Fluoreszenzintensitat
Abb. 3.9 Expression von Sialyl-Lewis X bei HL60-Zellen.

Verdnderung der Anzahl von Sialyl-Lewis X-Strukturen auf den Zelloberflichen nach
N-Acylmannosamin-Behandlung von HL60-I-Zellen (unbehandelt orange, ManNAc hellgriin, ManNProp
hellblau) und HL60-II-Zellen (unbehandelt rot, ManNAc dunkelgriin, ManNProp dunkelblau) in der
Durchflusszytometrie. Die HL60-Zellen waren zuvor mit 10 mM ManNAc bzw. ManNProp iiber 72 h
behandelt.
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Expression gegeniiber den unbehandelten HL60-1-Zellen. Nach N-Acylmannosamin-Behandlung
der HL60-II-Zellen waren keine signifikanten Unterschiede gegeniiber unbehandeltenHL60-11-
Zellen in der Sialyl-Lewis X-Expression messbar (Abb. 3.10). Die MFI-Werte waren fiir die
unbehandelten HL60-II-Zellen und die ManNAc-behandelten Zellen nahezu identisch, fir die
ManNProp-behandelten Zellen tendenziell, aber nicht signifikant, hoher als fiir die
unbehandelten bzw. ManNAc-behandelten HL60-11-Zellen.

Durch die Behandlung von Zellen des hyposialylierten HL60-I-Subklons wurde die Expression
des Tetrasaccharids Sialyl-Lewis X sowohl durch ManNAc als auch durch ManNProp deutlich
gesteigert. Es ldsst sich daher ableiten, dass nach ManNProp-Behandlung auf der Zelloberfliche
von HL60-I-Zellen eine nahezu homogene Population modifizierter Sialyl-Lewis X-Epitope

exprimiert wurde.
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Abb. 3.10 Expression von Sialyl-Lewis X nach N-Acylmannosamin-Behandlung.

Dargestellt ist die Sialyl-Lewis X-Expression bei HL60-I- und HL60-II-Subklonen als Ausdruck der
mittleren Fluoreszenzintensitit in der Durchflusszytometrie nach Behandlung der Zellen mit 10 mM
ManNAc bzw. ManNProp iiber 72 h und. Die MFI-Werte sind Mittelwerte + SD aus n = 3. Der Stern *
markiert signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen unbehandelten und N-Acylmannosamin-
behandelten Zellen.
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3.3 Nachweis modifizierter CMP-Sialinsduren

Die Voraussetzung fiir die Modifikation von membrangebundenen Sialinsduren ist die Annahme,
dass modifizierte Sialinsdurevorldufer in die Sialinsdurebiosynthese eingeschleust werden wie
natiirliches ManNAc und dass aus den modifizierten Sialinsduren mit CTP ein Nukleotidzucker
gebildet wird. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war der Nachweis eines modifizierten
Nukleotidzuckers in der Literatur nicht beschrieben worden. Unbekannt war insbesondere, in
welchem Ausmall modifizierte CMP-Sialinsduren nach Behandlung mit N-Acylmannosamin-
Analoga entstehen und inwieweit die Bildung modifizierter CMP-Nukleotidzucker von der

UDP-GIcNAc-2-Epimerase-Aktivitét beeinflusst wird.

3.3.1 Trennung von CMP-Sialinsiuren mittels HPAEC-PAD

Ein Nachweis von CMP-Sialinsduren mit RP18-HPLC war aufgrund der erforderlichen
Aufarbeitung der Zellextrakte nicht moglich. Daher erfolgte die Bestimmung des
CMP-Sialinsdure-Gehalts mittels HPAE-PAD-Chromatographie.

Bei den unbehandelten HL60-I- und BJA-B K20-Zellen konnte nicht zweifelfrei ein
CMP-Neu5Ac-Peak nachgewiesen werden (Abb. 3.11 A), sodass ihre CMP-NeuS5Ac-
Konzentration als kleiner 0,02 nmol/10” Zellen eingestuft wurde, welches auch die
Detektionsgrenze dieses Verfahrens ist (Fritsch et al., 1996). Nach Behandlung von BJA-B K20-
Zellen mit ManNAc zeigte sich im Chromatogramm ein deutlicher Peak (Abb. 3.11 B), der eine
identische Elutionszeit und ein identisches Elutionsprofil wie kommerziell erhdltliche CMP-
NeuS5Ac bzw. CMP-Neu5Ac in BJA-B K88-Zellen (nicht dargestellt) aufwies. Die Behandlung
der BJA-B K20-Zellen mit ManNProp fiihrte ebenfalls zur Ausbildung eines deutlichen Peaks
mit einer leicht kiirzeren Elutionszeit um 0,4 min verglichen mit CMP-Neu5Ac (Abb. 3.11 C).
Diese nur geringe Anderung der Elutionszeit passt zu dem kleinen strukturellen Unterschied
zwischen CMP-Neu5Ac und CMP-NeuS5Prop. Letzteres wiirde man zum iiberwiegenden Anteil
in BJA-B K20-Zellen nach Behandlung mit ManNProp erwarten, da die endogene Bildung von
ManNAc und somit NeuSAc in diesen Zellen gestort ist. Da bei der
Anionenaustauscherchromatographie  die  Trennung der Molekiile aufgrund ihrer
unterschiedlichen Ladungen erfolgt, diese Eigenschaft bei der Verlingerung der
N-Acylseitenkette der NeuSNAc zu NeuSProp nicht verdndert wird, ist folglich nur mit einer

geringen Verdnderung der Elutionszeit zu rechnen. Aufgrund des nur geringen Unterschieds in
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Abb. 3.11 Nachweis zelluliirer CMP-Sialinséiuren nach Behandlung mit N-Acylmannosaminen.

Nachweis des zelluliren CMP-Sialinsdure-Pools mittels Anionenaustauscherchromatographie (HPAE-
PAD-Chromatographie) von unbehandelten (A), ManNAc-behandelten (B) und ManNProp-behandelten
(C) BJA-B K20-Zellen (jeweils 10 mM fiir 72 h). Wahrend der Elution trat bei 31 min ein konstanter, aus
der Probe stammender, aber nicht identifizierter Peak auf, der als interner Standard diente.
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den Elutionszeiten von CMP-Neu5Ac und CMP-NeuS5Prop kam es insbesondere bei den
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-1I- und BJA-B K88-Zellen nach ManNProp-
Behandlung nicht zur Ausbildung von zwei separaten Peaks, sodass eine Bestimmung des
relativen Anteils an modifizierten CMP-Sialinsduren mittels HPAE-PAD-Chromatographie nicht
moglich war. Mittels RP18-HPLC konnte aus den hydrolysierten CMP-Sialinsduren Neu5Prop
nachgewiesen werden (Chromatogramm nicht dargestellt), womit auch zweifelsfrei gezeigt
werden konnte, dass es sich bei der CMP-Sialinsdure, die in der HPAE-PAD-Chromatographie
0,4 min vor dem CMP-Neu5Ac-Standard eluiert wurden, um CMP-Neu5Prop handelte.

3.3.2  Quantifizierung des CMP-Sialinsiure-Gehalts in HL.60- und BJA-B-Subklonen

Bei den HL60- und BJA-B-Zellen konnte in fast allen untersuchten Subklonen ein Anstieg des
CMP-Sialinséure-Pools sowohl nach ManNAc- als auch nach ManNProp-Behandlung
nachgewiesen werden. Besonders deutlich ist dieser Anstieg bei den UDP-GIcNAc-2-Epimerase-
defizienten Subklonen HL60-1 und BJA-B K20, deren endogener CMP-Sialinsdure-Gehalt unter
0,02 nmol/107 Zellen liegt (Tab. 3.3).

Bei den UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten Subklonen HL60-II und BJA-B K88 fallen
Unterschiede im Anstieg des CMP-Sialinsdure-Gehalts nach Behandlung mit ManNAc und
ManNProp auf. Zwar kommt es bei den BJA-B K88-Zellen sowohl nach Behandlung mit beiden
N-Acylmannosaminen zu einem Anstieg des CMP-Sialinsdure-Gehalts, jedoch ist dieser nach
ManNAc-Behandlung mehr als doppelt so grof wie nach ManNProp-Behandlung.
Interessanterweise kommt es bei den HL60-I1-Zellen nur nach ManNAc-Behandlung zu einem
signifikanten Anstieg des CMP-Sialinséure-Pools. Nach ManNProp bleibt eine bleibt eine
Erhohung des CMP-Sialinséure-Gehalts in diesem Subklon aus. Offensichtlich wird das
modifizierte N-Acylmannosamin-Analogon ManNProp von den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-
kompetenten Subklonen HL60-11 und BJA-B K88 anders behandelt als von den UDP-GIcNAc-2-
Epimerase-defizienten Subklonen HL60-I und BJA-B K20, bei denen es unabhingig vom
verwendeten N-Acylmannosamin zu einem identischen Anstieg des CMP-Sialinsdure-Pools

kommt.
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Tab. 3.4 CMP-Sialinsdure-Gehalt in HL60- und BJA-B-Subklonen vor und nach Behandlung
mit N-Acylmannosaminen.

Die Zellen wurden inkubiert mit 10 mM ManNAc bzw. 10 mM ManNProp fiir 72 h. Der CMP-

Sialinsdure-Gehalt wurde mittels HPAE-PAD-Chromatographie bestimmt. Die Werte stellen die

Mittelwerte + SD von drei unabhéngigen Experimenten dar.

Zelltyp CMP-Sialinsiure-Gehalt in [nmol/10” Zellen|

HL60 I < 0,02

HL60 I + ManNAc 0,24 £ 0,04
HL60 I + ManNProp 0,26 £ 0,06
HL60 11 0,28 + 0,06
HL60 II + ManNAc 1,04 +£0,12
HL60 II + ManNProp 0,26 £ 0,08
BJA-B K20 < 0,02

BJA-B K20 + ManNAc¢ 1,06 £ 0,14
BJA-B K20 + ManNProp 0,78+ 0,16
BJA-B K88 0,34 + 0,08
BJA-B K88 + ManNAc¢ 2,50+ 0,04
BJA-B K88 + ManNProp 1,12+ 0,06

3.3.3 Bestimmung des relativen Anteils modifizierter CMP-Sialinsiuren

Aufgrund des geringen Unterschieds der Elutionszeiten von CMP-Neu5Prop und CMP-Neu5SAc
war die gesonderte Bestimmung der CMP-Neu5Prop-Menge im CMP-Sialinsdure-Pool mittels
Anionenaustauscherchromatographie nicht moglich. Daher erfolgte mittels RP18-HPLC die
Analyse der Sialinsduren, die nach saurer Hydrolyse aus einem Aliquot der aus den Zellen
isolierten CMP-Sialinsduren gewonnen wurden. Fiir ManNProp-behandelte HL60-1-Zellen
konnte ein Verhiltnis von 80 % Neu5Prop zu 20 % Neu5Ac bei den hydrolytisch freigesetzten
Sialinsduren gemessen werden (Abb. 3.12). Diese Werte entsprachen dem Verhéltnis von
Neu5Prop zu NeuSAc in den Membranglycoproteinen dieses Subklons nach ManNProp-
Behandlung. Fiir die ManNProp-behandelten HL60-11-Zellen wurde ein CMP-Neu5Prop-Anteil
von ca. 16 % bestimmt, was dem NeuS5Prop-Anteil in den Membranglycoproteinen entsprach
(Abb. 3.12.) .

Bei den BJA-B-Zellen wurde fiir den UDP-GIcNAc-2-Epimerase-defizienten Subklon K20 ein
Anteil um 90 % fir CMP-Neu5Prop und fiir den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-kompetenten
Subklon K88 ein Anteil von 78 % gemessen, der in beiden Féllen von dem Verhiltnis Neu5Prop

zu NeuSAc in den membrangebundenen Glycoproteinen abwich. Besonders deutlich war der
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Unterschied bei dem BJA-B K88-Subklon, bei dem sich in den Membranglycoproteinen nur ein
Neu5Prop-Anteil von 56 % nach Behandlung mit ManNProp fand.
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Abb. 3.12 Relativer Anteil von NeuSProp im CMP-Sialinsiure-Pool und in Membran-
glycoproteinen.

Dargestellt ist der relative Anteil von N-Propanoyl-modifizierten CMP-Sialinsduren am Gesamt-CMP-
Sialinsdure-Pool (weill) in HL60- und BJA-B-Subklonen nach ManNProp-Behandlung (10 mM fiir 72 h).
Die Sialinsduren wurden durch saure Hydrolyse mit 2 M Essigsdure vom CMP abgespalten, anschlieBend
durch RP18-HPLC chromatographisch aufgetrennt und der relative Anteil von Neu5Prop bestimmt. Die
Werte fiir CMP-Sialinsduren sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Experimenten. Die relativen
Neu5Prop-Anteile in den Membranglycoproteinen (grau) aus Tab. 3.3 sind zur besseren Vergleichbarkeit
hier nochmals dargestellt.
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34 Aufnahme und Einbau freier Sialinsiureanaloga in Membranglycokonjugate

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation mit Frau Dr. Cornelia Oetke aus der
Arbeitsgruppe von Dr. Michael Pawlita vom Institut fiir Angewandte Tumorvirologie des
Deutschen Krebsforschungszentrums in Heidelberg wurden Untersuchungen zur Aufnahme und
zum Einbau von freien Sialinsdureanaloga in membrangebundene Glycokonjugate durchgefiihrt.
Die verwendeten Sialinsdureanaloga wurden von Herrn Prof. Dr. Dr. Reinhard Brossmer vom
Biochemie-Zentrum der Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg synthetisiert. Im Rahmen dieser
Dissertation erfolgte die chromatographische Charakterisierung der Sialinsdureanaloga, die
Isolierung der Sialinsduren aus den Membranglycoproteinen der behandelten Zellen sowie die
Analyse der isolierten Sialinséuren mittels RP18-HPLC.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war bereits gezeigt worden, dass sich durch freie Sialinsduren im
Zellkulturmedium der Sialylierungszustand der Zelloberfldchen beeinflussen lie3 (94, 136). Die
Arbeitsgruppe von Dr. Pawlita konnte fiir einige NeuS5Ac-Analoga Verdnderungen des
Sialylierungsgrades der behandelten Zellen mit Hilfe von verschiedenen Lektinen nachweisen
(95). Eine Aussage iiber die Struktur der Sialinsduren, die auf der Zelloberfliche prasentiert
wurden, konnte durch die Lektine und andere Bindungsassays jedoch nicht gemacht werden. Es
blieb somit unklar, ob die Neu5Ac-Analoga in ihrer modifizierten Form aufgenommen und
unverdndert in die Membranglycokonjugate eingebaut wurden, oder ob es im Medium oder
intrazelluldr zu einer Degradation der Analoga zu Sialinsdurevorldufern bzw. zur Abspaltung der
biochemischen Modifikationen und somit zum Einbau von Neu5Ac und seinen natiirlichen

Derivaten gekommen war.

3.4.1 Chromatographische Analyse von Sialinsiureanaloga

Um sicherzustellen, ob die verwendeten Neu5Ac-Analoga mit ihren spezifischen Modifikationen
iiberhaupt mittels RP18-HPLC nachweisbar waren, wurden die Sialinsdureanaloga als
Reinsubstanz zundchst einzeln chromatographisch analysiert. Hierbei konnte nicht fiir alle
Analoga ein eindeutiges Signal wéihrend der Elution detektiert werden (Tab. 3.5). Bei einem Teil
der Sialinsdureanaloga kam es offenbar zum Verlust der modifizierten Substituenten.
Beispielsweise wies NeuSAc-Et-Ester die gleiche Retentionszeit wie NeuSAc auf, sodass vom
Verlust der Ethylgruppe im Rahmen der Derivatisierung mit DMB ausgegangen werden musste.
Bei einem anderen Teil der Analoga, z.B. bei 5-N-Gly-Neu, konnte unter den verwendeten

Elutionsgradienten liberhaupt kein Signal detektiert werden. Somit war der sichere Nachweis
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Abb. 3.13 Position der Substituenten.
Sialinsdureanaloga basieren auf Neu5Ac. C-1 (R;),
C-5 (Ry) oder C-9 (R3) waren mit den in Tab. 3.5
dargestellten Substituenten versehen. Abbildung
aus Oetke et al. (95).

Tab. 3.5 Struktur und Nachweisverfahren der NeuSAc-Analoga.

Die verwendeten Sialinsdureanaloga waren entweder an C-1 (R;), C-5 (R;) oder C-9 (R;) substituiert. Der
Sialylierungszustand von HL60-1-Zellen nach Inkubation mit den Neu5Ac-Analoga (5 mM fiir 24 h)
wurde durch die Bindung fluoreszenzmarkierter Lektine in der Durchflusszytometrie bestimmt. Es
wurden die beiden Sialinsdure-bindenden Lektine LFA bzw. TML sowie das GalNAc-erkennende Lektin
VVA verwendet. Das Lektinbindungsverhalten war verédndert (+), nicht verdndert (=) oder nicht eindeutig
bestimmbar (+/-). Mittels RP18-HPLC lieB sich die Reinsubstanz eindeutig (+) bzw. nicht eindeutig (-)
nachweisen. Das mit & gekennzeichnete Analogon wurde nicht getestet. Tabelle modifiziert nach Oetke
et al. (95).

Sialinsdureanalogon Substituenten Effekte auf HPLC
Lektinbindung
R, R, R, VVA | LFA | TLM
NeuSAc H- CH;CO- HO- + + +
9-Desoxy-NeuSAc H- CH;CO- H- + + +
9-Desoxy-9-Amino-Neu5Ac | H- CH;CO- H,N- +/- - - -
9-Desoxy-9-Acetamido-
H- CH;CO- CH;CO-NH- +/- - +/- +
NeuSAc
9-Desoxy-9-N-Gly-Neu5Ac H- CH;CO- H,NCH,CO-NH- +/- - - -
9-D -9-N-Succ- HOOC(CH,),CO-
esoXy ucc I CILCO- (CHy), v B B n
NeuSAc NH-
9-Desoxy-9-lodo-NeuSAc H- CH;CO- I- + + + +
9-Desoxy-9-Thio-NeuSAc H- CH;CO- HS- + + + +
9-Desoxy-9-SCH;3-NeuSAc H- CH;CO- CH;S- + + + -
9-Desoxy-9-SO,CHj3-
H- CH;CO- CH;SO0,- + + + -
NeuSAc
5-N-Fluoroac-Neu H- FCH,CO- HO- + + + +
5-N-Trifluoroac-
H- CF;CO- HO- + +/- +/- +
Neu
5-N-Gly-Neu H- H,NCH,CO- HO- +/- - - -
5-N-Succ-Neu H- | HOOC(CH,),CO- HO- +/- - - +
5-N-Thioac-Neu H- CH;CS- HO- + +/- + +
Neu5Ac-Me-Ester H;C- CH;CO- HO- + + + &)
Neu5Ac-Et-Ester H5C2- CH3CO- HO- + + + -
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eines Einbaus in die Membranglycokonjugate der Zellen nur fiir eine bestimmte Auswahl von

Sialinsdureanaloga mittels RP18-HPLC moglich.

3.4.2  Nachweis von Sialinsiureanaloga in Membranglycoproteinen

Aufgrund der Annahme, dass UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defiziente Zellen einen GroBteil der in
thren Membranglycokonjugaten vorhandenen Sialinsduren iiber einen ,,salvage pathway* aus
dem Kulturmedium gewodnnen, wurden BJA-B K20-Zellen zunidchst fiir sieben Tage in
serumfreiem Kulturmedium gehalten und dann fiir 48 h mit einem Sialinsdureanalogon (5 mM)
inkubiert. Die Aufarbeitung der behandelten BJA-B K20-Zellen zur Analyse der
membrangebundenen Sialinsduren mittels RP18-HPLC erfolgte entsprechend der Aufarbeitung
der N-Acylmannosamin-behandelten Zellen.

Die Sialinsdureanaloga 5-Fluorac-Neu, 5-Trifluorac-Neu, 9-Desoxy-NeuSAc und 9-Desoxy-9-
Iod-Neu5Ac konnten nach entsprechender Vorbehandlung der Zellen eindeutig in der Fraktion
der Membranglycoproteine nachgewiesen werden. Die Elution der Sialinsdureanaloga erfolgte
jeweils in einem gut abgrenzbaren Peak. Die RRK der aus den Zellen isolierten modifizierten
Sialinsduren waren mit den RRK ihrer Standards identisch (Tab. 3.6), sodass die entsprechenden
Sialinsdureanaloga zweifelfrei in der Probe nachgewiesen werden konnten.

Um auszuschliefen, dass sich nach der Aufarbeitung der behandelten Zellen noch Riickstinde
von freien Sialinsdureanaloga in der Probe befinden und diese dann fdlschlicherweise mittels
RP18-HPLC nachgewiesen wiirden, wurde zu den vorbehandelten Zellen kurz vor der

Herstellung des Pellets ein zweites NeuSAc-Analogon in dquimolarer Konzentration in das

Tab. 3.6 Relative Retentionskoeffizienten (RRK) der NeuSAc-Analoga im Standard und in
den Membranglycokonjugaten behandelter BJA-B K20-Zellen.

Neu5Ac-Analogon Relativer Retentionskoeffizient | Relativer Retentionskoeffizient
(RRK) des Standards (RRK) in Probe
Neu5Ac 1,200 = 0,002 1,198 + 0,003
5-N-Fluoroac-Neu 1,269 = 0,002 1,269 = 0,002
5-N-Trifluoroac-Neu 2,110 £ 0,003 2,113 £ 0,006
9-Desoxy-NeuSAc 1,305 + 0,005 1,305 + 0,002
9-Desoxy-9-lodo-NeuSAc 1,842 = 0,004 1,842 + 0,005
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Medium als interne Kontrolle gemischt. Dies geschah in der Annahme, dass ein Zeitraum von
wenigen Sekunden zu kurz sei, um die zellulire Aufnahme und den Einbau in die
Membranglycoproteine des zweiten Sialinsdureanalogons zu gewihrleisten, jedoch fiir die
Erzeugung von Riickstéinden freier NeuSAc-Analoga ausreichen wiirde.

Exemplarisch wurde dies mit 9-Desoxy-9-lod-NeuSAc und 5-N-Fluorac-Neu behandelten
BJA-B K20-Zellen durchgefiihrt. Unmittelbar vor der Herstellung der Zellpellets wurden die mit
5-N-Fluorac-Neu behandelten BJA-B K20-Zellen mit 9-Desoxy-9-lod-Neu5SAc und die
9-Desoxy-9-lod-Neu5Ac behandelten Zellen mit 5-N-Fluorac-Neu versetzt. In der anschlie3end
durchgefiihrten HPLC-Analyse konnte nur das Neu5Ac-Analogon nachgewiesen werden, das
sich iiber 48 h im Kulturmedium befand (Abb. 3.14). Die kurz vor Herstellung der Zellpellets
zugesetzte modifizierte Sialinsdure war nicht detektierbar. Eine Verunreinigung durch freie
Sialinsédureanaloga konnte somit ausgeschlossen werden.

Die Bestimmung der relativen Anteile der modifizierten Sialinsduren an den
membrangebundenen Sialinsduren erbrachte flir das Analogon 5-N-Fluorac-Neu einen Wert von
95 %, fiir 9-Desoxy-9-lod-Neu5Ac von 92 %, fiir 9-Desoxy-Neu5SAc von 90 % und fiir 5-N-
Trifluorac-Neu von 64 % gegeniiber NeuSAc.

Diese Daten belegen, dass an C-5- und C-9-modifizierte Sialinsdureanaloga in endogen
hyposialylierten Zellen in erheblichem Umfang aufgenommen und unverdndert in

Membranglycokonjugate eingebaut werden konnen.
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Abb. 3.14 Chromatographische Trennung von DMB-markierten Sialinsduren aus Membran-

glycoproteinen von BJA-B K20-Zellen nach Kultivierung mit Sialinséiureanaloga.
(A) Standard; (B) unbehandelte BJA-B K20-Zellen; (C) BJA-BK20-Zellen mit 5 mM
5-N-Fluorac-Neu fiir 48 h kultiviert; (D) BJA-B K20-Zellen mit 5 mM 9-Desoxy-9-lod-NeuSAc fiir 48 h
kultiviert. Unmittelbar vor Erstellung der Zellpellets wurde ein zweites Sialinsdureanalogon hinzugefiigt,
welches mittels RP18-HPLC jedoch nicht nachweisbar war. 1=Neu5Gc (interner Standard);
2 =Neu5Ac; 3 =5-N-Fluorac-Neu; 4 =freies DMB; 5 =9-Desoxy-9-lod-Neu5Ac; 6 = Na-Pyruvat
(interner Standard).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zellsystem etabliert und optimiert, auf dessen
Zelloberfliache sich nach Behandlung mit dem Sialinséurevorldufer ManNProp ein hoher Anteil
modifizierter Sialinsduren exprimieren ldsst. Die verwendeten hdmatopoetischen Zellen weisen
eine Storung in der UDP-GIcNAc-2-Epimerase-Expression auf, die zu einer endogenen
Hyposialylierung der Zelloberflachen fiihrt. Das Zellsystem wurde in Bezug auf den Anteil
modifizierter membrangebundener Sialinsduren und ihrer Verteilung auf der Zelloberfliche
charakterisiert. Zudem wurde der Einfluss einer N-Acylmannosamin-Behandlung auf den
CMP-Sialinsdure-Pool der Zellen sowie auf die Oberflichenexpression von Sialyl-Lewis X-
Strukturen untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte auBlerdem die effiziente Aufnahme und
der Einbau verschiedener Sialinsdureanaloga in membrangebundene Glycoproteine gezeigt

werden.

Um den Anteil modifizierter Sialinsduren in den Zelloberflichenglycokonjugaten zu
maximieren, wurden systematisch die optimale Inkubationsdauer mit ManNProp und die
optimale Konzentration des ManNAc-Analogons im Zellkulturmedium untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass sowohl bei den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten als auch bei
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten Subklonen der HL60- und BJA-B-Zelllinien nach einer
Inkubationszeit von 72 h kein relevanter Anstieg von NeuSProp in den Membranglycoproteinen
mittels HPLC-Analytik messbar war. Die Untersuchung der zeitabhingigen Modulation der
Oberflachensialylierung mit dem fluoreszenzmarkierten Lektin LFA in der Durchflusszytometrie
zeigte bei HL60-I-Zellen ein entsprechendes Ergebnis. Als optimale Konzentration von
ManNProp im Zellkulturmedium fir die Maximierung des NeuSProp-Inkorporation in
membrangebundene Glycokonjugate von HL60-Zellen konnte eine Konzentration von 10 mM
bestimmt werden. Fiir eine Reihe von Zelllinien sind in der Literatur vergleichbare
Inkubationszeiten von 24-96h und ManNAc-Analoga-Konzentrationen von 3-20 mM
beschrieben worden (96, 98, 102, 108-113, 126, 137). Es finden sich zwar nur in wenigen
Arbeiten Angaben zu systematischen Untersuchungen der optimalen Inkubationszeit und
Konzentration fiir den Zelltyp und das verwendete ManNAc-Analogon (96, 108), es darf aber
davon ausgegangen werden, dass in den iibrigen Arbeiten entsprechende Vorversuche
durchgefiihrt worden sind, da bekanntermaflen deutliche Unterschiede bei der Inkorporation von

ManNAc-Analoga zwischen verschiedenen Zelllinien bestehen (102, 108). Die in allen Arbeiten

64



Diskussion

gewihlte Inkubationszeit von maximal vier Tagen fiir eine optimale Analoga-Inkorporation in
die Glycane ist hochstwahrscheinlich auf die Dauer der Neusynthese von Glycoproteinen sowie
auf den raschen intramolekularen Turnover von Oligosacchariden zuriickzufiihren (108, 138).
Die Glycoproteine werden dabei in maximal 90 Stunden entweder neu synthetisiert oder partiell
abgebaut und reglycosyliert. Innerhalb dieses Zeitraums kann dann die Inkorporation von
ManNAc-Analoga erfolgen, wihrend anschlieBend nur noch ein dynamisches Gleichgewicht von
Degradation und Resynthese vorliegt (108, 138). Der Einsatz millimolarer Konzentrationen der
Analoga war notwendig, da es fiir ManNAc sowie seine Analoga keine Membrantransporter gibt
und ihre Aufnahme vermutlich iiber passive Diffusion bzw. vor allem iiber Pinozytose erfolgt
(96). In den letzten Jahren ist man zunehmend dazu iibergegangen Mannosaminanaloga zu
verwenden, deren Hydroxylgruppen mit kurzkettigen Fettsduren (SCFA) verestert sind, wodurch
die Analoga besser durch die Plasmamembran diffundieren und sich die metabolische Effizienz
um ein Vielfaches erhohen ldsst (84, 104). Dadurch werden deutlich niedrigere, mikromolare
Konzentrationen der SCFA-Hexosaminanaloga im Zellkulturmedium benétigt, weshalb die
heutigen Angaben iiber die verwendeten ManNAc-Analoga-Konzentrationen im Zellkultur-
medium nur bedingt mit den fritheren Untersuchungen vergleichbar sind.

Die relativen Anteile modifizierter Sialinsduren in den Membranglycoproteinen nach
Behandlung mit dem Sialinsdurevorldufer ManNProp unterschieden sich zwischen den
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-defizienten und den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-kompetenten
Subklonen der beiden Zelllinien HL60 und BJA-B deutlich. Fiir die HL60-I- und BJA-B K20-
Subklone konnten jeweils Neu5Prop-Anteile um 80 % gemessen werden. Fiir die UDP-GIcNAc-
2-Epimerase-kompetenten Subklone HL60-1I und BJA-B K88 fanden sich deutlich geringere
Neu5Prop-Anteile. Dabei ist der Unterschied zwischen den HL60-11- und BJA-B K88-Zellen, fiir
die NeuSProp-Anteile von 15 % bzw. 56 % gemessen wurden, bemerkenswert. Vergleicht man
diese Ergebnisse mit denen in der Literatur beschriebenen, so finden sich fiir eine Reihe von
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenter Zelllinien vergleichbare Werte von modifizierten
Sialinsduren in den Membranglycokonjugaten. Keppler et al. (109) beschrieben einen Anteil
modifizierter Sialinsduren von 33-45 % in BJA-B-Zellen nach Inkubation mit 5 mM ManNProp
fiir 48 h. Diese Werte entsprechen etwa den hier gemessenen Anteilen nach einer Inkubation der
BJA-B-Zellen iiber 48 h mit 10 mM ManNProp. Fiir die gleichen Zellen haben die Autoren
Werte von 40-55 % nach Inkubation mit 5 mM ManNBut bzw. ManNPent fiir 48 h angegeben.
Bardor et al. konnten fiir humane epitheliale Coca-2-Zellen nach Behandlung mit 3 mM
ManNGc iiber 72 h einen Anteil von knapp 60 % in der kombinierten Fraktion von 16slichen und

membrangebundenen Proteinen messen (96). In der neueren Literatur wurden fiir den BJA-
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B K88-Subklon ein Anteil von 34 % sowie fiir den K20-Subklon ein Anteil von 50 %
modifizierter Sialinsduren nach 48-stlindiger Inkubationszeit mit dem peracetylierten Diazirin-
modifizierten ManNAc-Analogon (AcsManNDAz) angegeben (139). Fiir BJA-B K20-Zellen
wurden von der gleichen Arbeitsgruppe ein Anteil von 100 % modifizierten Sialinsduren in
Membranglycokonjugaten beschrieben, wenn die Zellen zuvor unter serumfreien Bedingungen
kultiviert worden waren (139). Vergleichbar hohe Einbauraten konnten im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls fiir serumfrei-kultivierte BJA-B K20-Subklone erzielt werden, die iiber 48 h mit
Sialinsdureanaloga behandelt wurden. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Sialidase-
Behandlung ManNProp-behandelter HL60-Zellen und die erneute Inkubation mit ManNProp
fithrte zu keiner signifikanten Erhohung des Neu5Prop-Anteils in den Membranglycoproteinen
von HL60-I-Zellen. Fiir die HL60-II-Zellen ergab sich zwar in dieser Versuchsreihe ein
signifikanter Anstieg des NeuSProp-Anteils von 8,8 auf 12,7 %, jedoch lag dieser Wert in dem
Bereich membrangebundener Neu5Prop von 15,0 + 5,1 %, wie er fiir HL60-11-Zellen insgesamt

bestimmt werden konnte.

Die vorbeschriebene hohe Akzeptanz des ManNAc-Analogons ManNProp durch die Enzyme der
CMP-Sialinsdurebiosynthese konnte in dieser Arbeit bestitigt werden (90, 102, 109).
Gleichzeitig konnten eine Reihe von Befunden erhoben werden, die zeigen, dass ManNProp
nicht in identischer Weise vom Biosyntheseapparat der Sialoglycane umgesetzt wird wie
ManNAc. Mehrere Autoren haben bereits Einschrankungen bei der Umsetzung von ManNAc-
Analoga beschrieben (97, 98, 108). Hervorzuheben ist die Arbeit von Jacobs ef al. (98), in der
differenzierte  Untersuchungen zur Metabolisierung von N-Acylmannosaminen mit
unterschiedlich langen bzw. komplexen N-Acylseitenketten durchgefiihrt wurden. Insgesamt
wurde ein inverses Verhdltnis von N-Acylseitenkettenlinge und Metabolisierung der ManNAc-
Analoga durch den Biosyntheseapparat der N-Acetylneuraminsdure festgestellt. Als Bottleneck
fiir die Umsetzung modifizierter Sialinsdurevorldufer konnte die Phosphorylierung durch die
ManNAc-Kinase bestimmt werden. Die GIcNAc-Kinsase ist jedoch in der Lage, neben GlcNAc
auch ManNAc zu phosphorylieren (140). Es wird daher angenommen, dass ManNAc-Analoga
wie ManNBut oder ManNPent, die von der ManNAc-Kinase nicht umgesetzt werden, durch die
GlcNAc-Kinase phosphoryliert werden (98). Bei den hier verwendeten HL60-I- und
BJA-B K20-Subklonen wird keine UDP-GlcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase mRNA des
bifunktionellen Enzyms gebildet, sodass die Zellen konsequenterweise neben einem
UDP-GIcNAc-2-Epimerase-Mangel auch einen ManNAc-Kinase-Mangel aufweisen. Die

ManNAc-Kinase-Aktivitdt wird in diesen Zellen von der GIcNAc-Kinase ibernommen (140).

66



Diskussion

Beriicksichtigt man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie vorheriger Untersuchungen, so
ist die Effizienz der Inkorporation von ManNAc-Analoga von mehreren Faktoren abhingig.
Einerseits ist die Struktur des modifizierten N-Acylmannosamins fiir die Umsetzung des selbigen
von essentieller Bedeutung wie durch Jacobs et al. (98) nachgewiesen wurde. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass anderseits fiir die effiziente Inkorporation von
N-Acylmannosaminanaloga auch die endogene Synthese von ManNAc ausschlaggebend ist, da
ManNAc von den Enzymen des Sialylierungsapparates kompetitiv und aufgrund seiner
natiirlichen Struktur bevorzugt gegeniiber den ManNAc-Analoga umgesetzt wird. Der geringere
bzw. fiir HL60-I1I-Zellen fehlende Anstieg des CMP-Sialinsdure-Gehalts nach ManNProp-
Behandlung im Vergleich zur ManNAc-Behandlung bei den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-
kompetenten Subklonen ist ein Hinweis dafiir, dass der modifizierte Sialinsdurevorlaufer
ManNProp oder seine Metaboliten in Anwesenheit hoher ManNAc-Konzentrationen von den
Enzymen bzw. Transportern des Biosyntheseapparates der CMP-Sialinséduren weniger effizient
umgesetzt wurden. Im Vergleich dazu kam es bei den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten
Subklonen zu einem identischen Anstieg des CMP-Sialinsdure-Gehalts nach ManNAc- bzw.
ManNProp-Behandlung. Hierzu passen auch die Befunde von Galuska et al. (141), die bei PC12-
Zellen nach Behandlung mit ManNProp einen geringeren Anstieg freier NeuSProp bzw. CMP-
Neu5Prop im Vergleich zu freier NeuSAc und CMP-NeuSAc nach ManNAc-Behandlung
zeigten. Dass die intrazelluldre Konzentration des natiirlichen ManNAc wesentlichen Einfluss
auf die Inkorporation modifizierter N-Acylmannosamine hat, wird durch das inverse Verhéltnis
zwischen der UDP-GlcNAc-2-Epimerase-Aktivitit und der Umsetzung von ManNProp zu
membrangebundener Neu5Prop verdeutlicht. Den grofiten Anteil inkorporierter Neu5SProp von
80 % fand sich hier in den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten Subklonen, wéhrend sich in
den BJA-B K88-Zellen mit einer mittleren Enzymaktivitit von 18 +2 pU/mg Protein (24) ein
relativer Neu5Prop-Abteil von 56 % und in den HL60-II-Zellen mit einer hohen UDP-GIcNAc-
2-Epimerase-Aktivitdit von 50+ 11 pU/mg Protein (24) nur ein relativer Anteil von 15 %
Neu5Prop in den Membranglycoproteinen fand. Dies wird durch Ergebnisse von Yarema et al.
(142) unterstrichen, die zeigten, dass in Jurkat-Zellen mit einer hyperaktiven UDP-GIcNAc-2-
Epimerase vom Sialurie-Typ fast keine Inkorporation modifizierter Sialinsduren nach
Behandlung mit N-Acylmannosaminanaloga aufgrund der hohen Konzentration an
konkurrierendem ManNAc erfolgte. Der endogenen ManNAc-Synthese ldsst sich durch das
Ausschalten der UDP-GIcNAc-2-Epimerase, beispielsweise durch Knock-Out oder Knock-
Down (52, 143), entgegenwirken, wodurch die Inkorporation modifizierter Sialinséuren

gesteigert werden kann. In dieser Arbeit wurden entsprechend selektierte Subklone der
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hidmatopoetischen Zelllinien BJA-B und HL60 eingesetzt, die aufgrund eines epigenetischen
Regulationsmechanismus keine UDP-GIcNAc-2-Epimerase bilden (26). Alternativ konnte durch
RNA-Interferenz (RNAi) eine UDP-GIcNAc-2-Epimerase-defiziente HEK293-Zelllinie

generiert werden, die dhnlich effiziente Einbauraten von ManNAc-Analoga aufwies (143).

Ein weiterer Faktor, der neben der endogenen de novo-Synthese von ManNAc das Ausmal} der
Analoga-Inkorporation bestimmt, ist die Aufnahme von Sialinsduren oder sialylierten
Glycoproteinen aus dem  Zellkulturmedium.  Sialinsduren  kdnnen  iiber den
endosomalen/lysosomalen Weg in das Cytosol gelangen und dort fiir die Synthese von
CMP-Sialinsduren genutzt werden (96). Die Kultivierung der Zellen in serumfreiem Medium,
welches heute fiir sehr viele Zelllinien zur Verfligung steht (144), stellt somit eine einfache

Moglichkeit der Optimierung des Analoga-Einbaus dar (95).

Das AusmaB der Inkorporation der ManNAc-Analoga wird neben der Struktur ihrer
Modifikation und der Verfiigbarkeit des natiirlichen Sialinsdurevorldufers ManNAc offenbar
noch durch einen anderen Faktor entschieden. Wie beschrieben besteht in direkter Konkurrenz
zwischen ManNAc und ManNProp offenbar bis zur Bildung der CMP-Sialinsduren eine
Priaferenz zugunsten des natiirlichen Sialinséurevorldufers. Das Bindungsmuster der Lektine
VVA, SBA und PNA der UDP-GIcNAc-2-Epimerase-defizienten HL60-I-Zellen zeigte einen
tendenziell stirkeren, wenngleich nicht signifikanten, Abfall freier Sialinsdurebindungsstellen
auf den Zelloberflichen nach ManNProp-Behandlung. Dies konnte als groBerer Umsatz von
CMP-Neu5Prop durch bestimmte Sialyltransferasen im Vergleich zu CMP-Neu5SAc gedeutet
werden. Interessanterweise finden sich bei den BJA-B-Subklonen gegenteilige Hinweise. Der
relative Anteil von CMP-Neu5Prop liegt bei beiden BJA-B-Subklonen iliber dem Anteil an
membrangebundener NeuS5Prop. Dies spricht eher dafiir, dass CMP-NeuS5Prop von den
Sialyltransferasen in diesen Zellen weniger gut umgesetzt wird. Der in dieser Arbeit tendenziell
grolere Anstieg von Sialyl-Lewis X-Epitopen bei den HL60-Subkonen nach ManNProp-
Behandlung konnte wiederum so interpretiert werden, dass manche Sialyltransferasen eine
groflere Affinitdt zu CMP-NeuSProp besitzen. Horstkorte et al. (145) konnten spiter fiir die
beiden hier verwendeten HL60-Subklone nach ManNProp-Behandlung einen signifikant
grofleren Anstieg von Sialyl-Lewis X-Epitopen gegeniiber einer ManNAc-Behandlung
nachweisen. Die Autoren vermuteten ebenfalls unterschiedliche Affinititen der
Sialyltransferasen zu den beiden CMP-Sialinsduren als Ursache. Untersuchungen iiber den

Einfluss unnatiirlicher N-Acylmannosamine auf die Polysialylierung von NCAM zeigten
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deutliche Unterschiede zwischen den beiden Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV
(146). Wihrend ST8SialV-transfizierte Zellen in der Lage waren, modifizierte Polysialinsduren
zu bilden, kam es bei den ST8Siall-transfizierten zu einer massiven Reduktion bzw. zum Verlust
der Polysialinsduresynthese in Abhéngigkeit vom verwendeten ManNAc-Analogon. Diese
Befunde unterstiitzen die These, dass die Entscheidung iiber die Bildung modifizierter
Sialoglycokonjugate auch auf der Ebene der Sialyltransferasen getroffen wird. Ob bestimmte
Sialyltransferasen, die in den HL60-Zellen exprimiert werden, eine hohere Affinitdt zu CMP-
Neu5Prop gegeniiber CMP-NeuSAc aufweisen, miisste in einem vergleichbaren Experiment wie
fiir die Polysialyltransferasen untersucht werden (146).

Natiirlich stellt sich die Frage, warum ein unnatiirliches Substrat gegeniiber einem natiirlichen
bevorzugt werden sollte. Als Erkldrung fiir die hohe Permissivitét des Sialinsdurestoffwechsels
gegeniiber den ManNAc-Analoga wird die Existenz der Neu5Gc vermutet (84). Auch wenn
diese von Menschen nicht mehr de novo synthetisiert werden kann (16), so wird diese
Sialinsédure ebenso wie das bei ihrem Abbau entstandene ManNGc vom menschlichen
Sialinséurebiosyntheseapparat umgesetzt (46, 96). Der Umstand, dass die Modifikation der
Neu5Gc erst auf der Ebene der CMP-Sialinséduren im Cytosol erfolgt (16), konnte auch den
scheinbaren Widerspruch erkldren, warum innerhalb einer Zelle die natiirlichen oder die
unnatiirlichen Metaboliten der N-Acylmannosamine von einzelnen Enzymen bevorzugt werden.
Bis zu den CMP-Sialinsduren scheint eine Bevorzugung des natiirlichen ManNAc und seinen
Metaboliten zu bestehen. Mit der Bildung von CMP-Neu5Gc kommt nun aber ein weiteres,
urspriinglich natiirliches, Substrat flir die Sialyltransferasen hinzu. Untersuchungen beziiglich
der Affinitdit humaner Sialyltransferasen zu verschiedenen CMP-Sialinséduren fehlen. Jedoch
zeigten sich in Untersuchungen verschiedener Sauger-Sialyltransferasen CMP-Neu5Gc und
CMP-Neu5Ac als gleichwertig geeignete Donorsubstrate (147). Die Zelloberflichen der
Erythrozyten von Menschenaffen enthalten liberwiegend Sialoglycane mit Neu5Ge, wihrend die
Glycoproteine im Plasma iiberwiegend Neu5Ac aufweisen (148). Daraus ldsst sich vermuten,
dass einige Sialyltransferasen eine hohere Affinitdit zu CMP-Neu5Gce besitzen konnten. Diese
konnten somit auch CMP-NeuS5Prop bevorzugen. Ob diese Sialyltransferasen, deren DNA-
Sequenz im Gegensatz zu ihrer Gewebeexpression hoch konserviert ist (148), in humanen Zellen
iiberhaupt exprimiert werden oder ob sie ggf. nur bei maligne transformierten Zellen auftreten,

kann im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht beantwortet werden.
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Die Bestimmung der Oberflachensialylierung durch das Sialinsdure-bindende Lektin LFA in der
Durchflusszytometrie zeigte fiir die HL60-1-Subklone aufgrund der fehlenden UDP-GIcNAc-2-
Epimerase-Expression einen deutlich geringeren Sialylierungsstatus gegeniiber den normal
sialylierten HL60-1I-Subklonen an. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Befunden anderer
Autoren (24, 149). Erwartungsgeméil konnte nach N-Acylmannosamin-Behandlung der HL60-I-
Zellen eine signifikanter Anstieg der Oberflachensialylierung nachgewiesen werden. Allerdings
fiel dieser Anstieg nach ManNProp-Behandlung deutlich geringer aus als nach ManNAc-
Behandlung. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der HPLC-Analyse, die
fir beide N-Acylmannosamine einen vergleichbaren Anstieg der membrangebundenen
Sialinséuren zeigte. Ursédchlich hierfiir ist vermutlich eine verminderte Bindungsaffinitit des
Lektins LFA gegeniiber der modifizierten Sialinsdure Neu5Prop, da die N-Acetylseitenkette der
Sialinsduren bei der Bindung an LFA eine wesentliche Rolle spielt (Abb. 4.1) (150). So besteht
beispielsweise fiir NeuSGe eine 20-fach geringere Bindungsaffinitit gegeniiber LFA im
Vergleich zu Neu5Ac. Bei den ManNProp-behandelten HL60-II-Zellen ist dieser Unterschied
gegeniiber den ManNAc-behandelten Zellen aufgrund des geringeren Anteils an modifizierten
Sialinsduren auf der Zelloberflache geringer ausgepragt.

Sowohl in HPLC-Analytik als auch im LFA-Bindungsassay konnte zwar nach
N-Acylmannosamin-Behandlung ein deutlicher Anstieg der Gesamtsialylierung von HL60-I-
Zellen nachgewiesen werden, jedoch erreichten die HL60-1-Zellen nicht den Sialylierungsgrad
der UDP-GlcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-11-Zellen. Das Bindungsmuster der Lektine
VVA, SBA und PNA, die alle an desialylierte Strukturen binden, zeigte jedoch an, dass es auf

Abb. 4.1 Modell der LFA-Bindungstasche fiir Sialinséiuren.
Dargestellt sind die erforderlichen Komponenten der Sialinsdure fiir eine Bindung an LFA mit hoher
Affinitdt. Die N-Acetylgruppe spielt hierbei eine wichtige Rolle. Abbildung aus Knibbs et al. (150).
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den Zelloberflichen der N-Acylmannosamin-behandelten HL60-I-Zellen noch freie
Sialinsdurebindungsstellen gab. Die Gesamtsialylierung der HL60-1I-Zellen konnte durch die
Zugabe von N-Acylmannosaminen geringfligig gesteigert werden, wie sowohl in der HPLC-
Analyse fiir beide N-Acylmannosamine als auch im LFA-Bindungsassay nach ManNAc-
Behandlung gezeigt werden konnte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es auch auf den
unbehandelten UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-Zellen noch freie Sialinsdure-
Bindungsstellen verfiigbar waren. Unterstiitzt wird diese Annahme durch den signifikanten
Abfall der PNA-Bindung bei den N-Acylmannosamin-behandelten gegeniiber den unbehandelten
HL60-1I-Zellen. Ursdchlich konnte die erhdhte intrazellulire CMP-Sialinsdure-Konzentration
durch die exogene Zufuhr von ManNAc bzw. ManNProp sein. Dadurch koénnten die
entsprechenden Sialyltransferasen im Golgi-Apparat die PNA-Bindungsstellen moglicherweise
effektiver sialylieren, was zu einem leichten Anstieg der Gesamtsialylierung fiihrt. Allerdings
stand dem HLG60-I-Subklon ein entsprechend erhohtes Angebot an CMP-Sialinsduren nach
N-Acylmannosamin-Behandlung zur Verfiigung. Es stellt sich somit die Frage, warum der
Sialylierungsgrad der HL60-1I-Zellen dennoch nicht erreicht wurde. Zum einen kdnnten HL60-1-
Zellen ein anderes Expressionsmuster oder eine insgesamt geringere Expression von
Sialyltransferasen aufweisen, sodass die Glycokonjugate weniger effizient sialyliert werden.
Hierzu miisste eine Analyse der mRNA-Expression der Sialyltransferasen erfolgen. Die zweite
Moglichkeit wiére eine verringerte Expression der Akzeptorstellen flir Sialinsduren, also
Glycoproteine oder Glycolipide. Eine komplette Erfassung dieser Glycoconjugate erfordert
Massenspektrometrie-basierte Untersuchungen, die in diesem Umfang derzeit methodisch noch
nicht fiir den Routinegebrauch zur Verfiigung stehen.

Auffillig sind in diesem Zusammenhang die Verdnderungen der Con A-Bindung bei
N-Acylmannosamin-behandelten gegeniiber den unbehandelten HL60-I-Zellen. Das Lektin
Con A bindet an Mannose-haltige Strukturen und Glucosylreste der Oligosaccharide (24).
Sowohl nach ManNAc als auch nach ManNProp-Behandlung kommt es bei den HL60-1-Zellen
zu einer signifikanten Erhéhung der Con A-Bindung. Bei den HL60-II-Zellen finden sich nach
N-Acylmannosamin-Behandlung ebenfalls tendenziell hdhere Werte fiir die Con A-Bindung im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Diese Befunde konnten darauf hindeuten, dass es nach
Behandlung mit den N-Acylmannosaminen zu einer vermehrten Bildung von Glycanstrukturen
auf den Zelloberflichen kommt. Bei den HL60-Zellen besteht zwar ein Defizit an Sialinsduren,
die wesentlicher Bestandteil membrangebundener Glycane sind. Allerdings wiirde man bei
einem alleinigen Sialinsduremangel erwarten, dass die Saccharidstrukturen, die unterhalb der

Sialinsduren liegen, bereits vorhanden sein miissten. Dies ist aber offenbar nicht der Fall.
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Bemerkenswert ist, dass der Effekt einer verstirkten Con A-Bindung bei den ManNProp-
behandelten HL60-1-Zellen signifikant groBer ist als bei den ManNAc-behandelten HL60-I-
Zellen. Ob eine Synthese von Oligosaccharidstrukturen mdglicherweise durch den angestiegenen
CMP-Sialinsdure-Spiegel induziert wurde, oder welcher Mechanismus dem Anstieg der Con A-
Bindung zugrunde liegt, kann hier nicht beantwortet werden. Uber Spekulationen zum Einfluss
von N-Acylmannosaminen oder ihren metabolischen Produkten auf die Genregulation bzw. auf
Prozesse zur Enzymregulation wird spiter eingegangen.

Vergleicht man die Con A-Bindung von unbehandelten HL60-I- und HL60-1I-Zellen
miteinander, so fallt die deutlich geringere Con A-Bindung bei den HL60-I-Zellen auf. Die
Oligosaccharidstrukturen der beiden Subklone unterscheiden sich also nicht nur in Bezug auf
ithren Sialinsduregehalt, sondern verfiigen offenbar auch iiber unterschiedliche Glycanstrukturen
unterhalb der Sialinsduren. Diese Befunde werden von einer systematischen Analyse der N-
Glycanstrukturen auf hidmatopoetischen Zelllinien unterstiitzt, die u. a. die hier verwendeten
HL60-I- und HL60-II-Subklone sowie die beiden BJA-B-Subklone K20 und K88 mit Hilfe der
Massenspektrometrie untersucht hat (149). In der Studie wurden eine Reihe von Unterschieden
im Aufbau bzw. Verzweigungsmuster der N-Glycane von HL60-I- und HL60-II-Zellen
beschrieben. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass sich die beiden Subklone
HL60-I und HL-60-II nicht nur in der Expression der UDP-GIcNAc-2-Epimerase oder der
Sialyltransferasen unterscheiden, sondern auch in zahlreichen anderen Proteinen, die mit der
Bildung und Regulation von Glycokonjugaten in Zusammenhang stehen. Ursache fiir diese
Unterschiede in den beiden Zelllinien konnte eine unterschiedliche epigenetische Regulation
sein, die als iibergeordneter Mechanismus zahlreiche Gene betrifft. Fiir die UDP-GIcNAc-2-
Epimerase wurde eine solche epigenetische Regulation sowohl fiir HL60-Zellen als auch fiir die
BJA-B-Zellen in unterschiedlicher Auspridgung beschrieben (26). In der Massenspektrometrie-
gestiitzten Untersuchung der N-Glycane fanden sich die bei den HL60-Zellen beschrieben
Unterschiede bei den BJA-B-Zellen nicht (149). Interessanterweise erreichen die BJA-B K20-
Subklone nach N-Acylmannosamin-Behandlung den Sialylierungsgrad des K88-Subklons (151).
Fiir die geringeren Unterschiede zwischen den beiden BJA-B-Subklonen konnte ursichlich sein,
dass sie anders als die HL60-Subklone zeitgleich aus einer gemeinsamen Stammkultur

gewonnen wurden (152).

In dieser Arbeit konnte weiterhin die Modifikation der Sialyl-Lewis X-Struktur mittels MOE
gezeigt werden. Auf der Zelloberfliche unbehandelter HL60-I-Zellen war die Tetrasaccharid-

Struktur durch einen spezifischen Antikdper in der Durchflusszytometrie kaum nachweisbar. Im
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Vergleich dazu fand sich bei den HL60-1I-Zellen eine mehr als 100-fach hohere Expression des
Sialyl-Lewis X-Epitops. Nach ManNAc-Supplementation im Kulturmedium der HL60-I-
Subklone konnte eine deutliche Erhdhung der Expression von Sialyl-Lewis X-Epitopen auf den
Zelloberflichen gemessen werden, wie es flir ManNAc zuvor auch schon gezeigt worden war
(24). Nach Behandlung der HL60-I-Zellen mit ManNProp kam es ebenfalls zu einem deutlichen
Anstieg der Sialyl-Lewis X-Epitope in der Durchflusszytometrie, der tendenziell etwas stirker
ausfiel als fiir die ManNAc-behandelten HL60-1-Zellen. Fiir die HL60-11-Zellen konnte kein
signifikanter Anstieg der Sialyl-Lewis X-Epitope nach Behandlung mit den N-Acyl-
mannosaminen gemessen werden. Jedoch fanden sich auch fiir die HL60-II-Zellen nach
ManNProp-Behandlung tendenziell hohere Fluoreszenzintensitéten in der Durchflusszytometrie
als flir die unbehandelten oder ManNAc-behandelten Zellen. Horstkorte et al. (145) griffen diese
Befunde auf und konnten eine dreifach hohere Expression von Sialyl-Lewis X-Strukturen nach
ManNProp-Behandlung in HL60-I- und HL60-II-Zellen mittels Western-Blot als alternative
Methode sowie eine verstirkte Adhdsion der ManNProp-behandelten Zellen an P- und
E-Selektinen nachweisen. Die Modifikation der fiir inflammatorische Prozesse bedeutsamen
Sialyl-Lewis X-Struktur zeigt exemplarisch, dass mit Hilfe des MOE die Rolle von
Glycanstrukturen in pathologischen Prozessen untersucht und daraus mogliche therapeutische

Strategien entwickelt werden kdnnen (60, 153).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nach Behandlung der beiden hdmatopoetischen Zelllinien mit
den N-Acylmannosaminen ein Anstieg der CMP-Sialinsduren gemessen werden. Die von Fritsch
et al. (134) bereits beschriebene Vervielfachung des CMP-Neu5Ac-Pools nach Behandlung von
MDCK-Zellen mit ManNAc verdeutlicht, dass die sonst durch Feedback-Hemmung straff
regulierte Sialinsdurebiosynthese (22) durch Zufuhr des Reaktionsproduktes der UDP-GIcNAc-
2-Epimerase umgangen werden kann. Wie bereits erwiahnt wurde bei allen Subklonen, aufler den
HL60-1I-Zellen, ein Anstieg des CMP-Sialinsdure-Pools nach Behandlung mit ManNProp
gemessen. Der Anteil modifizierter CMP-Sialinsduren entsprach bei den HL60-Zellen in etwa
dem Anteil inkorporierter NeuSProp, bei den BJA-B-Zellen lag er iiber diesem. Ahnliche
Befunde zum Verhéltnis von membrangebundenen modifizierten Sialinsduren zu modifizierten
CMP-Sialinsduren wurden auch von anderen Autoren nach Inkubation von PC12-Zellen mit
ManNProp beschrieben (141).

Ein Reihe von biologischen Effekten, die nach Behandlung verschiedener Zelllinien mit
ManNAc bzw. ManNAc-Analoga beobachtet wurden, sind zweifelsfrei auf eine Struktur-

Wirkungsbeziehung durch die inkorporierten Sialinsdureanaloga iiber Sialinsdure-bindende
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Lektine zuriickzufiihren (95, 109, 110). Unabhédngig davon wurden aber immer wieder Effekte
beschrieben, die sich nicht durch den Einbau der ManNAc-Analoga respektive ihrer
korrespondierenden Sialinsduren in Membranglycokonjugate erkldren lassen (32, 111-113, 126).
Beispielsweise konnte nach ManNAc- aber vor allem nach ManNProp-Behandlung die
Proliferation von Astrozyten und Mikroglia (112), das Neuritenwachstum von PC12-Zellen
(113) sowie die Proliferation von Lymphozyten und die Expression von CD25, CD71 bzw. die
IL-2-Sekretion (126) stimuliert werden. Dabei wurden Verdnderungen in der Expression
verschiedener cytosolischer Proteine, die teilweise an Signaltransduktionsprozessen (113)
beteiligt sind, sowie eine erhdhte Expression von Transkriptionsfaktoren (126, 154) beobachtet.
Inwieweit diesen Befunden &hnliche Mechanismen wie den Onkogen-supprimierenden
Eigenschaften der SCFA-Hexosamine (81) zugrunde liegen, deren Wirkungsweise bisher jedoch
auch noch nicht vollstindig gekldrt ist, kann zum gegenwirtigem Zeitpunkt nicht beurteilt
werden. Die fiir Monosaccharide einzigartige Aktivierung der Sialinsduren im Zellkern unter
Verwendung von CTP (4) fiihrte bereits bei ihrer Entdeckung zu Spekulationen {iber eine
mogliche regulatorische Funktion der CMP-Neu5Ac-Synthetase bzw. der CMP-Sialinséuren
iiber den Sialinsdurestoffwechsel hinaus (30). Die neueren Untersuchungen, die eine enge
Verkniipfung des Sialinsdurestoffwechsels mit Signaltransduktionsvorgéingen in Zusammenhang
bringen, liefern vielversprechende Daten, die zu weiterfiihrenden Untersuchungen Anlass geben.
Auf jeden Fall mehren sich die Hinweise dafiir, dass natiirliche und modifizierte
Sialinsdurevorldufer, Sialinsduren oder die CMP-Sialinsduren mehr als nur einfache Bausteine

der Glycosylierungsmaschinerie sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte auBlerdem gezeigt werden, dass freie Sialinsdureanaloga in
relevantem Umfang durch eukaryotische Zellen aufgenommen und in membrangebundene
Sialoglycane eingebaut werden konnen. Lange Zeit wurde angenommen, dass eine Aufnahme
freier Sialinsduren aus dem extrazelluliren Raum aufgrund ihrer negativen Ladung und
hydrophilen Eigenschaften von eukaryotischen Zellen nicht effektiv moglich sei, wenngleich
immer wieder Hinweise fiir eine Aufnahme und Inkorporation beschrieben wurden (136). Oetke
et al. (94) konnten 2001 zeigen, dass eine effiziente Aufnahme und der Einbau freier NeuSAc
mit konsekutivem Anstieg der Oberflichensialylierung moglich ist. Aufbauend auf diese
Ergebnisse sollte die Aufnahme und Inkorporation verschiedener Sialinsdureanaloga mit
Modifikationen an C-1, C-5 und C-9 untersucht werden. Durch eine Reihe von Lektinen konnten
Verdnderungen der Oberflachensialylierung festgestellt werden, die Ausdruck einer

Inkorporation von Sialinsduren in membrangebundene Glycokonjugate war (95). Die gednderte
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Lektinbindung allein erlaubte jedoch keine Aussage dariiber, ob die Sialinsdureanaloga
unverdndert mit ihren Modifikationen in die Membranglycokonjugate eingebaut wurden bzw.
zuvor extra- oder intrazelluldr degradiert worden sind. Der Anstieg der Oberflachensialylierung
wire dann durch eine de novo-Synthese unter Wiederverwendung der Abbauprodukte zustande
gekommen. Mittels HPLC-Analytik konnte in dieser Arbeit der Nachweis gefiihrt werden, dass
ein Teil der eingesetzten Sialinsdureanaloga unverdndert in die Zellen aufgenommen und in die
Membranglycokonjugate eingebaut wurde.

In HPLC-Analyse der verwendeten Sialinsdurederivate konnte von der Reinsubstanz nicht in
jedem Fall ein eindeutiges bzw. teilweise tiberhaupt kein Signal detektiert werden, wobei die
Ursachen der fehlenden Nachweisbarkeit nicht immer eindeutig benannt werden konnen.
Moglicherweise waren einige Derivate zu polar, beispielsweise 5-N-Gly-Neu oder 9-Desoxy-9-
N-Gly-Neu5Ac, um von der RP18-Séule retiniert zu werden, oder eine Markierung mit DMB
konnte nicht erfolgen aufgrund sterischer Behinderungen durch sperrige Substituenten wie bei
9-Desoxy-9-Acetamido-NeuSAc. In anderen Fillen, z. B. beim Analogon Neu5Ac-Et-Ester, kam
es wihrend der Aufarbeitung zum Verlust der modifizierten Gruppe, denn die Retentionszeit des
Peaks im Chromatogramm entsprach dem der Neu5Ac. Ursdchlich konnte die Hydrolyse der
Esterbindung wéhrend der Derivatisierung des Sialinséureanalogons mit DMB bei 56 °C und
einem pH-Wert unter 6 sein. Intrazellulir werden diese Modifikationen durch unspezifische
Esterasen abgespalten (81). Mit einer Auswahl von Sialinsdureanaloga wurden dann HL60-1-
und BJA-B K20-Zellen behandelt, und der Anteil modifizierter Sialinsduren in ihren
Membranglycoproteinen analysiert. Dieser betrug in Abhédngigkeit vom untersuchten Analogon
65-95 %, sodass unter Verwendung bestimmter Analoga eine nahezu homogen modifizierte
Oberflachensialylierung erzeugt werden konnte. Dafik et al. (97) behandelten ebenfalls die hier
verwendeten endogen hyposialylierten HL60-Zellen mit peracetylierten Sialinsdurederivaten und
erzielten mit bis zu 72 % modifizierten Sialinsduren in den Membranglycoproteinen
vergleichbare Werte. Bardor et al. wiesen nach Behandlung mit freier Neu5Ge abhédngig vom
Zelltyp 40-70 % Neu5Gce in der kombinierten Fraktion von loslichen und membrangebundenen
Proteinen nach (96). Die Aufnahme der teils hydrophilen Sialinsdureanaloga erfolgt vermutlich
analog zur Neu5Gc durch Pinozytose wie von Bardor ef al. beschriebenen (96). Trotz des
offenbar hohen Grades an Permissivitit in Bezug auf die Aufnahme, Metabolisierung und
Inkorporation freier Sialinsdureanaloga scheinen bestimmte chemische Modifikationen nicht
umgesetzt zu werden. Bei den hier verwendeten Sialinsdureanaloga, die an C-5 oder C-9 einen
Glycin- oder Succinylrest trugen bzw. iiber eine Amino- oder Acetamido-Gruppe in Position C-9

verfiigten, konnte mittels Lektinen kein signifikanter Effekt auf die Oberflichensialylierung
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nachgewiesen werden (95). Anderseits lassen sich durch den FEinsatz modifizierter
Sialinsdurederivate eine Reihe struktureller Limitationen iiberwinden, wie sie bei der
Verwendung von ManNAc-Analoga bestehen. Im Gegensatz zu N-Acylmannosaminanaloga, fiir
die bisher neben N-Acylderivaten nur C-4-Modifikationen (93) erfolgreich eingesetzt wurden,
sind  Sialinsdurederivate  unabhidngig vom  mehrstufigen  Biosyntheseprozess  der
N-Acetylneuraminsdure. So konnen beispielsweise durch die Verwendung von ManNAc-
Analoga keine an C-9-modifizierten Sialinsduren gebildet werden, denn Modifikationen der
Hydroxylgruppe an der C-6-Position des ManNAc, aus der nach der Kondensation der Hexose
mit Pyruvat die C-9-Position der NeuSAc hervorgeht, verhindern die Phosphorylierung durch die
ManNAc-Kinase und somit die weitere Metabolisierung (95, 98). Im Gegensatz dazu sind
Modifikationen von Sialinséuren an der Position C-9 sowie theoretisch auch an den Positionen
C-1, C-3, C-4, C-7 oder C-8 bei Verwendung entsprechender Sialinsdureanaloga denkbar.
Limitationen beim Einsatz von Sialinsédureanaloga bestehen darin, dass sie als Substrate von der
CMP-Neu5Ac-Synthetase, dem CMP-Sialinséure-Transporter in den Golgi-Membranen sowie
den Sialyltransferasen akzeptiert werden miissen. Jedoch ist auch fiir diese Enzyme bzw.
Transportmolekiile bereits eine relativ hohe Permissivitdt gegeniiber modifizierten Sialinséuren
gezeigt worden (99, 100, 155).

Die Kombination von endogen hyposialylierten Zellen mit modifizierten N-Acylmannosaminen
oder freien Sialinsdureanaloga ermoglicht die Erzeugung einer nahezu homogenen Population
von definierten, strukturell verdnderten Sialinsduren auf der Zelloberfliche und erweitert das
Spektrum an moglichen Modifikationen in membrangebundenen und sezernierten Sialo-

glycokonjugaten.

Das metabolische Oligosaccharid-Engineering stellt somit ein vielseitiges und Erfolg
versprechendes Instrument dar, mit dessen Hilfe biologische Prozesse erforscht und neue
therapeutische Verfahren entwickelt werden konnen. In den letzten Jahren wurden zunehmend
rekombinante Glycoproteine wie Antikorper oder Hormone in der Tumortherapie und
Behandlung chronischer Erkrankungen eingesetzt. Durch die Techniken des MOE lassen sich die
Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik Glycoprotein-basierter Medikamente weiter
optimieren (82, 156, 157), um den Patienten moglichst effektive und gut vertriagliche Therapien

anbieten zu konnen.
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5

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zellsystem etabliert, bei dem die Zellen durch

metabolisches Oligosaccharid-Engineering (MOE) eine nahezu homogene Population

definierter, strukturell verdnderter Sialinsduren auf der Zelloberfldche prasentieren. Anhand der

erhobenen Befunde konnten auBerdem Erkenntnisse iiber den Metabolismus modifizierter

N-Acylmannosamine wie N-Propanoylmannosamin (ManNProp) gewonnen werden.

1.

Die Gesamtsialylierung konnte nach Inkubation mit 10 mM ManNAc bzw. ManNProp iiber
72 h in hyposialylierten HL60-1-Zellen gesteigert werden, erreichte aber nicht die Werte des
normal sialylierten UDP-GIcNAc-2-Epimerase-kompetenten HL60-1I-Subklons.

Mittels HPLC wurde in den UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defizienten HL60-I- und
BJA-B K20-Subklonen nach ManNProp-Behandlung ein Anteil von bis zu 85 %
modifizierter Sialinsduren in den Membranglycoproteinen bestimmt. Fiir die UDP-GIcNAc-
2-Epimerase-kompetenten Subklone, HL60-II und BJA-B K88, lag der Anteil nur bei 15 %
bzw. 56 %. Die Inkorporation modifizierter N-Acylmannosamine ist somit abhéngig von der
Aktivitdit der UDP-GIcNAc-2-Epimerase. Fiir ein effizientes MOE sind daher
UDP-GlcNAc-2-Epimerase-defiziente Zellen besonders gut geeignet.

Der CMP-Sialinsdure-Gehalt lie3 sich durch N-Acylmannosamin-Behandlung steigern. Bei
den HL60-II-Zellen blieb ein Anstieg nach ManNProp-Behandlung jedoch aus bzw. war bei
den BJA-B K88-Zellen geringer als nach ManNAc-Gabe, was offenbar Ausdruck einer
geringeren Akzeptanz von ManNProp durch die Enzyme der Sialinsdurebiosynthese ist. Bei
den HL60-Zellen entsprach der Anteil modifizierter CMP-Sialinsduren dem Anteil
membrangebundener Sialinsduren, bei den BJA-B-Zellen lag er iiber diesem.

Nach ManNAc- und ManNProp-Behandlung wurde bei den HL60-1-Zellen ein deutlicher
Anstieg von Sialyl-Lewis X-Epitopen mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen.

Die verdnderte Sialyl-Lewis X-Expression sowie das Lektinbindungsmuster in der
Durchflusszytometrie N-Acylmannosamin-behandelter HL60-Zellen deuten darauf hin, dass
modifizierte CMP-Sialinsduren von einigen Sialyltransferasen bevorzugt umgesetzt werden.
Freie Sialinsdureanaloga mit Modifizierungen an C-5 und C-9 werden von UDP-GIcNAc-2-
Epimerase-defizienten Zellen unverdndert und effizient aufgenommen und in Membran-
glycokonjugate eingebaut. Fiir einzelne Sialinsdureanaloga wurde ein Anteil von 95 % in
den Membranglycoproteinen bestimmt. Durch freie Sialinsdureanaloga ldsst sich somit das

Spektrum an Modifikationen fiir Sialoglycane deutlich erweitern.
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