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3.3. Supplementation mit 2-Desoxy-D-galactose

Die Modifikation von proteingebundenen Glykanen war das wesentliche Ziel dieser Arbeit.
Hierfiir wurden zwei verschiedene Ansétze verfolgt. Die Verdnderung sollten innerhalb des
Oligosaccharides an der

1. subterminalen Galactose oder der
2. terminalen Sialinsdure erfolgen.

Mit der Verwendung der 2-Desoxy-D-galactose (2dGal) wurde in vitro ein mindestens partieller
Austausch gegen die Galactose in den Glykanen angestrebt. Die isolierten Oligosaccharide sollten
auf veranderte Eigenschaften gegeniiber der Behandlung mit Sialidasen untersucht werden. Eine
geringere Aktivitit des Enzyms wiirde eine verldngerte Phase des Glykans im sialylierten Zustand
und in vivo eine Verhinderung einer Bindung an den Asialo-Glykoprotein-Rezeptor (ASGPR)

bedeuten. Das Resultat wire eine ldngere Halbwertszeit des Glykoproteins im Organismus.

3.3.1. Zellkultur

Die CHO-, HEK293- und K-562-Zellen wurden in den ersten Versuchen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der 2dGal behandelt, um die Vitalitit und einen nachweisbaren Einbau zu testen.
Die Dosis-abhidngige Inkorporation von 2dGal in die Glykane wurde mittels HPLC analysiert und
fiihrte zu der Festlegung der minimalen Inkubationskonzentration von 0,05 mM. Ab einer
Konzentration von 0,5 mM war jedoch ein deutlicher Riickgang der Zellzahl messbar (Daten nicht
gezeigt), so dass dies als Obergrenze festgelegt wurde. Als Kontrollen wurden unsupplementierte
Zellen und Kulturen unter Zugabe von 0,5 mM Galactose verwendet.

Mit zunehmender 2dGal-Konzentration war die Verringerung von Zellaggregaten, eine erhohte
Zelladhédsion an der KulturgefiBmatrix, sowie eine konvexe Morphologie zu beobachten.

Zusitzlich zeigte das Medium ein schnelleres Absinken des pH-Wertes.

3.3.2. Nachweis des Einbaus der 2-Desoxy-D-galactose

Die Voraussetzung fiir die weiteren Untersuchungen mittels Sialidase und fiir die Optimierung der
Zellkulturbedingungen ist der erfolgreiche Einbau in Glykane. Die primdre Methode zur
Quantifizierung der Glykanbestandteile war die HPAED-PAD, eine Anionenaustauscher-HPLC.
Als Ausgangsproben dienten Rohmembranpriparationen der behandelten Zellen, welche mit
Trypsin und PNGase F behandelt wurden. Die Uberstinde der so gewonnenen Glykane wurden

hydrolysiert und die freigesetzten Monosaccharide auf einer Sdule aufgetrennt. Die Glykan-
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Komponenten GIcNAc und GalNAc verlieren bei der Hydrolyse die Acetylierung und sind
deshalb nur als deren Amine (GlcNH,, GalNH;) nachweisbar.

Die ersten Supplementationen wiesen in den HPLC-Messungen kein Vorkommen von 2dGal auf,
was durch die gewihlten Bedingungen begriindet sein konnte. Jedoch zeigten spitere
massenspektrometrische Analysen dieser Proben einen Einbau. Bereits verdffentlichte Daten
anderer Arbeiten (Schmidt ef al., 1974; Schmidt et al., 1974; Biichsel et al., 1980) verwiesen auf
eine hohere Instabilitit der 2dGal im Vergleich zu den natiirlich vorkommenden
Monosacchariden. Da die 2dGal nicht unter den Standardbedingungen nachgewiesen werden
konnte, war eine andere Methode oder die Modifikation der bestehenden notwendig.

Fiir die Quantifizierung von Monosacchariden ist die HPAEC-PAD der internationale Standard
(Hardy et al., 1988; Andersen & Sorensen, 2000) und die Referenzmethode zu anderen Versuchen
dieser Arbeit. Gerdte fiir die Monosaccharid-Charakterisierung mittels der in anderen Arbeiten
verwendeten GC-Methode (Geilen et al., 1992; Kannicht, 1995) waren in der Arbeitsgruppe nicht
vorhanden.

Somit musste die bisherige Methode fiir den 2dGal-Nachweis optimiert werden. Hierzu wurden
verschiedene  Hydrolyse-Bedingungen ~ mit  variierender =~ TFA-Konzentration = und
Zeitabhangigkeiten getestet (Daten nicht gezeigt). Das Resultat fiir den Nachweis der 2dGal war
die Hydrolyse mit 0,25 N TFA fiir 25 min bei 100°C. Der gemessene Wert bei einer
Ausgangsmenge von 250 pmol 2dGal lag nach dieser Hydrolyse bei 169,2 pmol
(Trendlinienfunktion y=250%0.98450277”x) und entsprach somit einem Verlust von 32.4 %.
Diese Differenz musste bei anschlieBenden Messungen in die Quantifizierung einbezogen werden.
Fiir die vollstindige Beurteilung der Monosaccharid-Zusammensetzung von Glykanen aus 2dGal-
behandelten Zellen wurde sowohl die Standardmethode (2 N TFA, 4 h, 100°C), als auch die
modifizierte Variante angewandt, da die anderen Glykan-Komponenten unter den neuen milderen
Bedingungen nicht ausreichend freigesetzt werden. Das bedeutet, dass bei der Durchfiihrung von
Doppelbestimmungen 4 HPLC-Léufe je Probe notwendig sind.

Diese Methode stellte keine absolute Quantifizierung, sondern einen Vergleich der
Monosaccharid-Zusammensetzung zwischen Proben dar. In der Abbildung 43 ist ersichtlich, dass
die hydrolytische Freisetzung der Galactose nach 25 min unter Standardbedingungen nicht
abgeschlossen ist, d.h. bei einem Austausch gegen 2dGal wird diese vermutlich nicht vollstéindig
freigesetzt. Aufgrund der Instabilitit wurden Bedingungen gewihlt, die einen Nachweis
ermoglichen und, durch den Vergleich mit den Galactose-Daten aus der Standard-Hydrolyse, die

Verhiéltnisse beider Molekiile aufzeigen.
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Abbildung 43: Zeitabhingige Hydrolyse von AGP zum Nachweis der Monosaccharid-Abspaltung
Die Freisetzung unterscheidet sich zwischen den Komponenten und ist abhingig von der Position innerhalb der
Glykan-Struktur. Analyse mittels HPAEC-PAD-HPLC

Der Nachweis der 2dGal war mit modifizierten Bedingungen moglich und musste fiir eine
vollstindige Analyse der anderen Monosaccharide durch eine zusétzliche Hydrolyse unter

Standardbedingungen ergédnzt werden.

3.3.3. 2-Desoxy-D-galactose in Glykanen verschiedener Zelllinien

Die Versuche zum 2dGal-Einbau wurden in verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt. Die
etablierten CHO-Zellen stellten die Referenz fiir die Zellkultur dar. Im Hinblick auf
pharmazeutische Anwendungen wurden auch humane Zelllinien verwendet. Hierfiir dienten
HEK293- und K-562. Diese drei Zelllinien wurden entsprechend den Vorgaben (s. 2.4.2) und mit
2dGal (0,05; 0,1; 0,25 und 0,5 mM) verwendet. Die Zellen ohne Supplementation und mit 0,5
mM Gal stellten Kontrollen dar. Das Ausgangsmaterial wurde nach vier Tagen (Daten zu
Zellkultur-Optimierung nicht gezeigt) aus 40 ml Kulturvolumen gewonnen (entspricht ca. 1-2x10’
Zellen) und diente Membranprotein-Isolierung der Bestimmung der Monosacharid-Zusammen-
setzung (neutral und geladen), der Proteinbestimmung und der Zellzahl. In Abhéngigkeit von der
Probe waren ca. 1/8 fiir die TFA-Hydrolyse, 1/40 fiir die BCA-Bestimmung, 1/80 fiir die
Sialinsdure-Quantifizierung und mindestens 50% der Probe zur MS-Analyse zu verwenden. Fiir
die aufgefiihrten Auswertungen wurden mindestens drei, maximal sechs unabhingige

Supplementationen durchgefiihrt und jede Probe doppelt bestimmt.
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3.3.3.1. Nachweis der 2-Desoxy-D-galactose mittels HPLC

Fir den Vergleich zwischen den verschiedenen Zelllinien, bzw. auch innerhalb der
Versuchsreihen, musste die vorhandene 2dGal detektiert und quantifiziert werden. Die moglichen
Verdnderungen der anderen Glykan-Komponenten waren ebenfalls von Interesse und wurden in
der Auswertung einbezogen. Die Resultate der HPAED-PAD-HPLC fiihrten, unter den bereits
geschilderten Bedingungen (S. 88), innerhalb einer Supplementationsreihe zu einer methodischen
Standardabweichung der Quantifizierung von maximal 4% fiir jede der drei Zelllinien (Daten
nicht gezeigt). Unter Einbezug verschiedener Zellkultur-Ansétze stiegen diese Werte deutlich an,
d.h. es kam zu Verdnderungen in der Glykosylierung. Diese verhélt sich in Zellen sehr sensitiv
gegeniiber vielen externen und internen Faktoren, so dass hier der grofite Einfluss auf
Abweichungen innerhalb der Versuche zu beobachten war.

Fiir den absoluten Vergleich von Proben mussten diese anhand einer Bezugsgrofle ausgewertet
werden. Hierflir wurden die Zellzahl und die Proteinmenge (nach Trypsin-Verdau) bestimmt. Die
genaueste Aussage wire iiber die Relationen von 2dGal bzw. Gal zu einem der anderen
Monosaccharide in Glykanen moglich. Jedoch zeigen die HPAEC-PAD-Ergebnisse
Verianderungen bei allen Komponenten. So kann beispielweise Mannose nicht als interner
Standard verwendet werden, da deren Konzentration und das Verhiltnis zum GlcNAc (bestimmt
den Anteil an Mannose-reichen Strukturen) in den einzelnen Proben unterschiedlich ist. In der
Abbildung 44 sind die Zellzahlen der verschiedenen Supplementationen mit der 2dGal dargestellt.
Generell nimmt die Zellzahl mit héherer 2dGal-Konzentration ab. Dies ist am stérksten bei den

CHO-Zellen ausgepragt.
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Abbildung 44: Verinderung der Zellzahl bei den 2dGal-Supplementationen der Zelllinien CHO, HEK293
und K-562 K=unsupplementierte Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose
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Im Gegensatz dazu steigt die Proteinmenge des Rohmembranisolates. Die beiden mdglichen

Bezugsparameter fiir die Quantifizierung der 2dGal zeigen somit ein unterschiedliches Verhalten.
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Abbildung 45: Proteinmenge in Rohmembranisolaten der Zelllinien CHO, HEK293 und K-562 bezogen
auf 10° Zellen K=unsupplementierte Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose; BCA-Bestimmung

Diese Befunde weisen auf einen erhohten Anteil an Membranproteinen hin, so dass theoretisch
auch ein Anstieg der Glykanmenge moglich wire. Die Bestimmung der Monosaccharid-Anteile
und der Bezug auf den Proteingehalt sollte dieses kldren. Als Vergleichsgrundlage fiir die
weiteren dargestellten Ergebnisse wurde die mit der BCA-Methode nachgewiesene Proteinmenge
nach Rohmembranpriparation verwendet. In dem Versuchsablauf wurden diese Werte als spéteste
der BezugsgroBen gewonnen und sollten somit die geringsten Abweichungen verursachen. Da
jede Proben-Préiparation, Glykan-Isolierung und Aufreinigung eigene Fehlerquellen beinhaltet,
musste deren Anzahl fiir Probenvergleiche gering gehalten werden. Nach den Vorversuchen des
2dGal-Einbaus ergab sich 0,25 mM als optimale Konzentration. Aus diesem Grund wurden zur
erleichterten Ubersicht in den nachfolgenden Darstellungen keine weiteren der verwendeten
Konzentrationen mit aufgefiihrt.

Die Abbildung 46 zeigt den Nachweis von 2dGal in isolierten N-Glykanen aus CHO-Zellen. Jedes
neutrale Monosaccharid nahm bei Supplementation mit 2dGal ab, war jedoch fiir NeuSAc nur
schwach ausgeprigt. Dieses Resultat und die gleichzeitige Tendenz zur Erhohung der

Proteinmenge weist auf eine verringerte Glykosylierung in den Zellen hin.
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Abbildung 46: Monosaccharid-Konzentrationen ohne/mit Supplementation (K/2dGal bzw. Gal) in den
Glykanen aus CHO-Zellen Die Daten ergeben sich aus den Quantifizierungen der Monosaccharide im
Verhiltnis zur Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation, K= unsupplementierte Kontrolle,
Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose, GIcNH2=GlcNAc nach der Hydrolyse, Bestimmung mittels HPLC

Die Abnahme scheint fiir jedes der Monosaccharide dhnlich zu sein, so dass diese HPLC-
Ergebnisse keinen Hinweis auf qualitative Verdnderungen der Strukturen geben. Fiir einen

besseren Vergleich der Zelllinien sind die prozentualen Veranderungen in der Abbildung 48

dargestellt.
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Abbildung 47: Prozentuale Verinderungen der Monosaccharid-Konzentrationen in den Glykanen der
Zelllinien CHO, HEK293 und K562-Zellen mit 0,25 mM 2dGal im Medium im Vergleich zur
unsupplementierten Kontrolle Die Anderungen ergeben sich aus Daten der Quantifizierungen der
Monosaccharide im Verhéltnis zur Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpraparation, K= unsupplementierte
Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose, GIcNH2=GIcNAc nach der Hydrolyse, Bestimmung
mittels HPLC
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Der prozentuale Einbau der 2dGal in CHO-Zellen ist in der Abbildung 48 zu erkennen und steigt

mit der Analogon-Konzentration.
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Abbildung 48: Prozentuale Anteile von 2dGal und Gal an Gesamt-Galactosen nach Supplementation von
CHO-Zellen Die Daten ergeben sich nach Quantifizierung der Monosaccharide im Verhéltnis zur Proteinmenge
im Isolat der Rohmembranpréparation. Die daraus resultierenden Anteile von 2dGal und Gal an deren Summe
sind prozentual wiedergegeben, K= unsupplementierte Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose

Gleichzeitig kommt es zu einem geringeren Gal-Anteil, welches fiir einen Austausch und nicht
nur fiir einen zusétzlichen Einbau spricht. Die Abnahme der Summe aus den absoluten Mengen
aus 2dGal+Gal ist im Vergleich zu GIcNAc, Man, und Gal geringer. Somit fand in den CHO-
Zellen nicht nur ein partieller Austausch der Hexose gegen die Desoxyhexose (liber 60%),
sondern, trotz geringerer Gesamt-Glykosylierung, auch eine erhohte Galactosylierung statt
(Abbildung 47). Diese Feststellung ist innerhalb der 2dGal-Probe, jedoch nicht auf den Vergleich
mit den Monosaccharid-Konzentrationen der unsupplementierten Probe anwendbar. Die isolierten
Glykane enthielten somit die erwiinschte Modifikation durch den 2dGal-Einbau und konnten fiir

Sialidase-Experimente eingesetzt werden.

Dieses war auch bei den HEK293-Zellen zu beobachten. Die Quantifizierung mittels HPLC zeigte
die Anwesenheit der 2-Desoxy-D-galactose in den Oligosacchariden und Verdnderungen der
anderen Glykan-Bausteine (Abbildung 49). Die Supplementation bewirkt auch bei den HEK293-
Zellen eine Tendenz zur Verringerung der Glykosylierung. Im Vergleich zu den CHO-Zellen ist
die Galactosylierung in Bezug auf die Kontrolle nicht erhdht. AuBlerdem féllt die Differenz der
Reduktion der Mannose zum GlcNAc geringer aus, die einen Hinweis auf eine verstirkte Bildung

von Mannose-reichen Strukturen darstellen konnte.
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Abbildung 49: Monosaccharid-Konzentrationen ohne/mit Supplementation (K/2dGal bzw. Gal) in den
Glykanen aus HEK293-Zellen Die Daten ergeben sich aus den Quantifizierungen der Monosaccharide im
Verhéltnis zur Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation, K= unsupplementierte Kontrolle,
Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose, GIcNH2=GlcNAc nach der Hydrolyse, Bestimmung mittels HPLC

Die reduzierte Bildung von komplexen Glykan-Strukturen fiihrt zu einer verminderten Zahl an
moglichen Sialylierungsstellen, so dass die Untersuchungen mit Sialidasen eine groBere Menge an
Probe benétigen konnten. In der Abbildung 50 sind die Einbauraten der 2dGal als prozentualer
Anteil in der Aufsummierung der Konzentrationen von 2dGal und Gal gegeniiber der bestimmten

Proteinmenge dargestellt.
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Abbildung 50: Prozentuale Anteile von 2dGal und Gal an Gesamt-Galactosen nach Supplementation von
HEK293-Zellen Die Daten ergeben sich nach Quantifizierung der Monosaccharide im Verhiltnis zur
Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation. Die daraus resultierenden Anteile von 2dGal und Gal an
deren Summe sind prozentual wiedergegeben, K= unsupplementierte Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-
Desoxygalactose

Mit einem Anteil von max. 28 % betridgt der Einbau der 2dGal nur 50% der in den CHO-Zellen
ermittelten Resultate.
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Die humane semi-adhirente Zelllinie K-562 war Grundlage fiir die Versuche zur Optimierung der
Hydrolyse-Bedingungen und der Rohmembranpriparationen. Die ermittelten Daten aus der

Monosaccharidanalyse sind in der Abbildung 51 dargestellt und zeigen den Einbau der 2dGal.
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Abbildung 51: Monosaccharid-Konzentrationen ohne/mit Supplementation (K/2dGal bzw. Gal) in den
Glykanen aus K562-Zellen Die Daten ergeben sich aus den Quantifizierungen der Monosaccharide im
Verhiltnis zur Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation, K= unsupplementierte Kontrolle,
Gal=Galactose, 2dGal=2-Desoxygalactose, GIcNH2=GlcNAc nach der Hydrolyse, Bestimmung mittels HPLC

Die 2dGal-Supplementation fiihrt wie bei CHO und K-562 zu einer geringeren Glykosylierung.
Die Erhohung des Mannose-Gehaltes ldsst auf einen gesteigerten Anteil an Mannose-reichen
Strukturen schlieBen. 2-Desoxy-D-galactose weist eine maximale Einbaurate von 23 % auf

(Abbildung 52) und liegt somit im Bereich der HEK293-Zellen.
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Abbildung 52: Prozentuale Anteile von 2dGal und Gal an Gesamt-Galactosen nach Supplementation von
K-562-Zellen Die Daten ergeben sich nach Quantifizierung der Monosaccharide im Verhéltnis zur
Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation. Die daraus resultierenden Anteile von 2dGal und Gal an
deren Summe sind prozentual wiedergegeben, K= unsupplementierte Kontrolle, Gal=Galactose, 2dGal=2-
Desoxygalactose
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Die Quantifizierungen der Monosaccharide in den Glykanen von CHO, HEK293 und K-562
ergaben deren generelle Abnahme mit zunehmender 2dGal-Supplementation. Thr Einbau erreichte
bis zu 62 % in CHO, 28 % in HEK293 und 23 % in K-562 des Gesamtgehaltes an Galactosen. Die
optimale Einbaurate fiir die Zellen wurde fiir nachfolgende Sialidase-Experimente mit 0,25 mM
festgelegt und die Kulturen nach vier Tagen geerntet. Weiterhin stiegen mit der 2dGal-
Konzentration auch die bestimmten Proteinmengen in den Rohmembran-Isolaten und es konnten
Zelllinien-spezifische Verdnderungen gemessen werden (erhohte Galactosylierung im Vergleich
zur Reduzierung der anderen Monosaccharide in CHO, Anstieg des Mannose-Gehaltes in
HEK?293 und K562). Nach der quantitativen Analyse sollten die Proben auch im Hinblick auf die

vollstindige Glykan-Struktur mittels Massenspektrometrie untersucht werden.

3.3.3.2. Massenspektrometrische Analyse

Ein wichtiger qualitativer Nachweis von Glykanen war die Massenspektrometrie. Mit dieser sollte
wiederum der Einbau der 2-Desoxy-galactose im Glykan nachgewiesen werden. Weiterhin war
die Charakterisierung der Oligosaccharide durchzufiihren, um Kenntnisse tiber die Strukturen zu
erlangen, die fiir die Sialidase-Behandlungen verwendet wurden. Nach Isolierung und Entsalzung
der Glykane konnen diese, direkt oder nach Modifikationen, im Gerit analysiert werden. In der

Abbildung 53 ist ein Spektrum zum Vergleich von CHO-Proben ohne und mit Supplementation

dargestellt.
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Abbildung 53: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Biflex) zum Vergleich von 2AB-markierten CHO-Glykanen
ohne/mit 2dGal aus der Al-Fraktion der Asahipak-HPLC Messung im negativen Modus mit Matrix ATT;
die Positionen von Neu5Ac, Fuc und Neu5Gc innerhalb der Strukturen sind nicht nachgewiesen
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Die Glykane wurden vor der Messung mittels HPLC nach Anzahl ihrer geladenen
Monosaccharide (Neu5Ac, Neu5Gc) aufgetrennt und der monosialylierte Anteil (A1) mit dem
MALDI-TOF-Massenspektrometer vermessen. Da der Unterschied von 2dGal zu Gal in einer
fehlenden Hydroxyl-Gruppe beruht, war bei einem Austausch eines Molekiils in der Glykan-
Struktur ein Unterschied eines Sauerstoff-Atoms zu erwarten (Ordnungszahl O = 16). Unter
Anwesenheit der 2dGal treten deshalb zuséitzliche Signale auf mit einer Massendifferenz von 16 u
auf. Im Spektrum ist dies fiir verschiedene Glykane und auch mit mehrfachem Austausch

erkennbar. Einen vergroferten Ausschnitt des Spektrums zeigt die Abbildung 54.
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Abbildung 54: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Biflex) zum Vergleich von 2AB-markierten CHO-Glykanen
ohne/mit 2dGal aus der Al-Fraktion der Asahipak-HPLC Messung im negativen Modus mit Matrix ATT;
die Positionen von Neu5Ac und Fuc innerhalb der Strukturen sind nicht nachgewiesen

In den Glykanen der supplementierten CHO-Zellen féllt das Fehlen bzw. die starke Reduktion der
Strukturen mit Neu5Gc auf. Diese Sialinsdure ist bei gesunden humanen Zellen nicht zu finden

und spielt eine wichtige Rolle fiir die Vertriglichkeit von glykosylierten Pharmazeutika.

In den HEK293-Zellen war der Einbau der 2dGal ebenfalls nachweisbar. In Abbildung 55 ist ein
Spektren-Vergleich der desialylierten Al- und A2-Fraktionen einer HPLC-Analyse von 2AB-
markierten N-Glykanen ohne bzw. mit 2dGal-Supplementation dargestellt. Sowohl die
biantennére, als auch die triantennére Struktur liegt in modifizierter Form vor. Die Differenzen
von 16 u bei der Probe in 2dGal-Anwesenheit in der Zellkultur weisen auf einen Austausch von

Gal gegen 2dGal innerhalb der Struktur hin.
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Abbildung 55: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Ultraflex III) zum Vergleich von 2AB-markierten HEK293-
Glykanen ohne/mit 2dGal der Asahipak-HPLC Al+A2-Fraktionen nach Sialidase-Behandlung; Messung im
positiven Modus mit Matrix Ara; die Position der Fuc innerhalb der Strukturen ist nicht nachgewiesen

Diese Massendifferenz fiihrt auch in den 2dGal-behandelten K-562-Zellen zu einer hoheren
Anzahl an Signalen je Glykan, da verschiedene Einbaustadien vorhanden sind. Die Abbildung 56
zeigt das Spektrum von 2AB-markierten sialylierten K-562-Glykanen ohne/mit 2dGal aus der Al-
Fraktion nach der Asahipak-HPLC.
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Abbildung 56: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Biflex) im Vergleich mit 2AB-markierten K-562-Glykanen
ohne/mit 2dGal aus der Al-Fraktion der Asahipak-HPLC Messung im negativen Modus mit Matrix ATT;
die Positionen von Neu5Ac und Fuc innerhalb der Strukturen sind nicht nachgewiesen
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Da die zusitzlichen Signale bei jeder der aufgezeigten Strukturen vorhanden sind, scheint der
Einbau der 2dGal unabhingig von der Antennaritdt oder Fucosylierung zu sein. Ein vergroferter

Ausschnitt ist in der Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 57: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Biflex) zum Vergleich von 2AB-markierten K-562-Glykanen
ohne/mit 2dGal aus der Al-Fraktion der Asahipak-HPLC Messung im negativen Modus mit Matrix ATT;
die Positionen von Neu5Ac und Fuc innerhalb der Strukturen sind nicht nachgewiesen

Nach Sialidase-Behandlung dieser Probe ist, wie an einem Beispiel in Abbildung 58 gezeigt,

ebenfalls der Einbau der Desoxyhexose ersichtlich. In der Probe ist die biantennére Struktur im
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Abbildung 58: MALDI-TOF-MS-Spektrum (Ultraflex III) zum Vergleich von 2AB-markierten K-562-
Glykanen ohne/mit 2dGal der Asahipak-HPLC Al+A2-Fraktionen nach Sialidase-Behandlung; Messung im
positiven Modus mit Matrix Ara; die Position der Fuc innerhalb der Struktur ist nicht nachgewiesen
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unmodifizierten Zustand und mit dem Austausch einer Galactose zu finden. Die nativen und auch
die durch Supplementation hervorgerufenen modifizierten Strukturen wurden nachgewiesen und
zeigten eine funktionelle Glykosylierung von Proteinen in Anwesenheit von 2dGal. Diese
erhaltenen Ergebnisse waren die Voraussetzung fiir das Durchfithren der Experimente zur

Sialidase-Resistenz von Glykanen.

3.3.3.3. Einfluss der 2dGal-Supplementation auf die Sialylierung

Eine wichtige Zielsetzung dieser Arbeit war die Verdnderung des Verhaltens von Glykanen
gegeniiber Sialidasen aufgrund von Modifikationen in der Oligosaccharid-Struktur. Als erster
Schritt waren der Nachweis und die Quantifizierung der Sialinsduren wichtig. Unter
Berticksichtigung der auch fiir die ungeladenen Monosaccharide verwendeten Proteinmengen
ergaben sich nach spezifischer Hydrolyse, DMB-Markierung und RP-HPLC die Resultate der
Abbildung 59. Mit zunehmender Konzentration von 2dGal im Medium verringert sich die Anzahl
an nachweisbaren Sialinsiuren (prozentuale Angaben in der Ubersicht auf S. 93). Dies ist bei den

CHO-Zellen am deutlichsten zu erkennen.

35
=K 20,5mM 20,05 mM 10,1 mM 10,25 mM ©0,5mM
Gal 2dGal 2dGal 2dGal 2dGal
30
25

Konzentration Neu5Ac [pmol/ug Protein]

CHO HEK293 K-562

Abbildung 59: Durch HPLC bestimmter Gehalt an Neu5Ac in den Glykanen aus den Zelllinien CHO,
HEK?293 und K-562 ohne bzw. mit 2dGal-Supplementation Die Daten ergeben sich aus der Quantifizierung
der DMB-markierten Neu5Ac im Verhéltnis zur Proteinmenge im Isolat der Rohmembranpréparation, K=
unsupplementierte Kontrolle

Somit konnte das Vorhandensein der NeuSAc in jeder Zelllinie nachgewiesen und quantifiziert
werden. Die Proben wurden nun fiir verschiedene Sialidase-Experimente verwendet, um mogliche

Anderungen gegeniiber diesem Enzym zu detektieren.
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3.3.4. Untersuchungen zur Sialidase-Resistenz von Glykanen

Der Einbau der 2-Desoxy-galactose sollte mit dem Ziel einer erhohten Sialidase-Resistenz
verfolgt werden. Die notwendigen Proben wurden analog zu denen im vorherigen Abschnitt
gewonnen. Jedoch wurden gréBere Kulturvolumina eingesetzt und 0,25 mM 2dGal verwendet.
Die Ausgangszellzahl lag fiir die folgenden Versuche bei mindestens 5x10” bzw. 10°* (+2dGal)
Zellen. Nach der Rohmembranpriparation wurden die Proteine mit Trypsin- und PNGase F
verdaut und die Glykane anschlieBend durch einen KIA angereichert. Fiir die Detektion in der
HPLC wurden die Oligosaccharide mit 2AB markiert. Mit Hilfe einer Asahipak-Saule konnten die
Glykane entsprechend ihrem Sialylierungsgrad analytisch aufgetrennt werden. Zur Vereinfachung
weiterer Messungen wurden die Laufe praparativ wiederholt und die Fraktionen der mono- und
disialylierten Strukturen vereint. Ca. 1/10 der Oligosaccharide dienten einem einzelnen Sialidase-
Verdau. Die Resultate der verschiedenen Sialidase-Konzentrationen und eine unbehandelte Probe
waren Grundlage fiir den Vergleich nach wiederholter Auftrennung auf einer Asahipak-Saule.
Eine Anderung in der Resistenz miisste in Verschiebungen innerhalb verschiedener
Sialylierungsstadien oder der Entstehung von neutralen Strukturen zu erkennen sein. D.h. die
Sialidase-Behandlung erzeugt aus disialylierten Glykanen mit zwei Sialinsduren Oligosaccharide
mit einer oder keiner Sialinsdure. Der Anteil an mehrfach geladenen Strukturen sinkt, wahrend
gering geladene zunehmen bzw. vollstindig neutrale entstehen. Eine Erhohung der Resistenz
aufgrund der 2dGal miisste durch einen hoheren Anteil an sialylierten Glykanen gegeniiber der
nicht supplementierten Probe zu erkennen sein. Diese Auswertung erfolgt iiber die Vergleiche der
Integrationen zu den chromatographischen Ergebnissen der von 2AB-markierten Glykanen durch

die Asahi-Pak-HPLC (s. Abbildung 61).

3.3.4.1. CHO-Zellen

Die Abbildung 60 zeigt den Vergleich der HPLC-Laufe von 2AB-markierten Glykanen aus CHO-
Zellen ohne und mit 2dGal-Supplementation. Die in der Sialinsdure-Quantifizierung gemessene
Abnahme an sialylierten Strukturen (S. 101) ist auch hier ersichtlich. In Anwesenheit von 2dGal
im Medium ist ein erhohter Anteil an neutralen Strukturen zu verzeichnen und die mono- und

disialylierten Strukturen sind schwécher ausgeprigt.
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Abbildung 60: Vergleich der 2AB-markierten N-Glykane aus CHO-Zellen ohne/mit 2dGal mittels
Asahipak-HPLC A0, Al, A2 =0, 1, 2 Sialinsiure(n)

Die in der Abbildung 61 dargestellten CHO-Proben nach Sialidase A-Behandlung (S. 46) zeigen
eine Abnahme an geladenen Strukturen. Bei 0,25 pU Sialidase A sind disialylierte Strukturen

nicht mehr vorhanden und aus den monosialylierten entstehen neutrale Oligosaccharide.

A0 Al A2
CHO

0opu
s
£

N

o N 0,25 uU
=1
c
c
[°]
o
17

' ' 1pU

5uU

' 15,0 ' 20,0 ' 25,0 ' 30,0 ' 35,0 ' 40,0

Zeit [min]
Abbildung 61: Vergleich der 2AB-markierten Glykane von nicht supplementierten CHO-Zellen nach
Sialidase A-Behandlungen Die Sialidase A wurde in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt und die
Reaktion nach 16 Stunden gestoppt. Die verbliebenen Glykane wurden in der der HPLC nach ihrer Sialylierung
detektiert und mit der nicht behandelten Probe verglichen.

Im Gegensatz dazu zeigt die Probe der 2dGal-Supplementation keine Anderung im

Chromatogramm nach der Sialidase-Behandlung (Abb. nicht gezeigt). Die Integration der Signale
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ergab das Diagramm der Abbildung 62.

=O0=CHO =-/—CHO+2dGal
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Sialidase-Konzentration

Abbildung 62: Prozentualer Anteil von Al- und A2-Strukturen aus CHO-Zellen nach Sialidase-A
Behandlung Es sind die Anteile der Summe A1+A2 an den Gesamt-Strukturen dargestellt. Die Werte der Probe
ohne Sialidase A wurden 100% gesetzt.

Die Glykane aus CHO-Zellen weisen somit in 2dGal-Anwesenheit eine fast vollstdndige

Resistenz gegeniiber der Behandlung mit der Sialidase A auf.

3.3.4.2. HEK293-Zellen

Im Vergleich zu den CHO- zeigen HEK293-Zellen geringe Verdanderungen im Glykan-Profil nach
der Supplementation mit 2dGal. Die Auftrennung entsprechend dem Sialylierungsgrad ist in der

Abbildung 63 dargestellt.
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Abbildung 63: Vergleich der 2AB-markierten N-Glykane aus HEK293-Zellen ohne/mit 2dGal mittels
Asahipak-HPLC A0, A1, A2 =0, 1, 2 Sialinsdure(n)
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Die Inkubation mit Sialidase A der nicht-supplementierten Zellen zeigt die Abbildung 64.

=O—HEK =—/—HEK+2dGal

100

X 75

N

<

T 50

b

ko

c 25 N
<

0 T T T 1

0 uu 0,25 U 1uU 5uU
Sialidase-Konzentration

Abbildung 64: Prozentualer Anteil von Al- und A2-Strukturen aus HEK293-Zellen nach Sialidase-A
Behandlung Es sind die Anteile der Summe A1+A2 an den Gesamt-Strukturen dargestellt. Die Werte der Probe
ohne Sialidase A wurden 100% gesetzt.

Mit zunehmender Enzymkonzentration wird der Anteil an sialylierten Strukturen geringer. In der
Probe mit der Supplementation ist dies, trotz der 2dGal, starker ausgeprégt, so dass die Resistenz

in den HEK293-Zellen vermindert ist.

3.3.4.3. K-562-Zellen

Der Vergleich der Glykan-Proben ohne bzw. mit 2dGal-Supplementation der K-562-Zellen zeigt
in der Abbildung 65 eine starke Abnahme der sialylierten Strukturen und eine priméres

Vorhandensein von monosialylierten Oligosacchariden.
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Abbildung 65: Vergleich der 2AB-markierten N-Glykane aus K-562-Zellen ohne/mit 2dGal mittels
Asahipak-HPLC A0, A1, A2 =0, 1, 2 Sialinsdure(n)
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Durch die Behandlung mit der Sialidase A (Abbildung 66) zeigen sowohl die Glykane ohne, als
auch die mit der Modifikation durch 2dGal eine Abspaltung der Sialinsduren. Dabei vermittelt die

die Anwesenheit der 2dGal eine erhohte Resistenz.

=0=-K562 =r+—K562+2dGal

100
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N
S \
+
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0puu 0,25 pu 1pU 5uU
Sialidase-Konzentration

Abbildung 66: Prozentualer Anteil von Al- und A2-Strukturen aus K-562-Zellen nach Sialidase-A
Behandlung Es sind die Anteile der Summe A1+A2 an den Gesamt-Strukturen dargestellt. Die Werte der Probe
ohne Sialidase A wurden 100% gesetzt.

Der Einbau der 2dGal zeigte fiir Glykane aus CHO- und K-562-Zellen eine erhohte Resistenz
gegeniiber den Sialidase A-Behandlungen. Die HEK293-Isolate mit Analogon-Einbau wiesen eine
verstirkte Abspaltung der Sialinsduren auf, so dass der erwiinschte Effekt der Resistenz-Erh6hung
von der gewdhlten Zelllinie abhéngig ist. Der generelle Einfluss der 2dGal auf die Affinitédt der

Sialidase konnte mit diesen Versuchen nachgewiesen werden.

3.4. Supplementation mit Analoga von Sialinsidure-Vorliufern

Die erste Moglichkeit der Modifikation von proteingebundenen Glykanen war der Einbau der
2dGal im Austausch gegen die subterminale Galactose (s. 3.3). Im Folgenden werden die
Ergebnisse zu Experimenten, in denen der terminale Zucker von Glykanen, die Sialinséure,
biochemisch modifiziert wird.

Grundlage fiir die Durchfiihrung waren bereits vorher in der Arbeitsgruppe verwendete N-Acyl-
D-Mannosamine (Kayser et al., 1992; Keppler et al., 2001). Die Molekiile weisen im Vergleich
zum natiirlichen N-Acetyl-Mannosamin eine Verdnderung in der Acyl-Seitenkette auf (z.B.
Propanoyl- statt Acetyl-). Diese konnen durch die UDP-N-acetylglucosamin-2-epimerase/N-
acetylmannosaminkinase in den Biosyntheseweg der Sialinsduren (Reuter & Gabius, 1996) als
Analogon des N-Acetyl-Mannosamins eingeschleust werden und fithren zur Bildung von nicht

physiologischen Sialinsduren. Eine dadurch bedingte biologische Stabilitdtserhohung war
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nachweisbar (Horstkorte et al., 2001). Dieser Versuchs-Ansatz sollte auf verschiedene Zelllinien
tibertragen werden, um eine Modifizierung innerhalb des gesamten Glykoms zu erreichen.

Die aus den Supplementationen mit den N-Acetyl-Mannosamin-Analoga gewonnenen
Oligosaccharide sollten, analog zu den 2dGal-Experimenten, auf verdnderte Eigenschaften
gegeniiber der Behandlung mit Sialidasen untersucht werden. Eine geringere Sensitivitdt
gegeniiber dem Enzym konnte eine Verbesserung der Bioverfiigbarkeit, z. B. auch bei

medizinischen Anwendungen, bedeuten.

3.4.1. Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen wurden bereits unter 2.4 beschrieben. Zu Beginn mussten verschieden

Parameter, wie z.B die Konzentration der folgenden Analoga optimiert werden.

ManNAc N-Acetylmannosamin natiirlicher Sialinsdure-Vorldufer
ManNProp N-Propanoylmannosamin
ManNCP N-Cycl 1 1 i

an rop yclopropylacety n@nnosamm ManNAc-Analoga
ManNBut N-Butanoylmannosamin
ManNPent N-Pentanoylmannosamin

Die spiter verwendeten peracetylierten Varianten wiesen im Vergleich zu den nicht
peracetylierten Analoga die hoheren Einbauraten auf (Daten nicht gezeigt) und wurden in den
folgenden Ergebnissen verwendet. Die Abbildung 67 zeigt die nach DMB-Markierung

nachweisbaren Sialinsduren in ManNCProp-supplementierten Zellen.

100
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Anteil der modifizierten Sialinsaure [%]

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konzentration ManNCProp [mM]

Abbildung 67: Konzentrations-abhiingiger Einbau von ManNCProp in die Glykane der Zelllinien CHO,
HEK?293 und K-562
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Die optimale Konzentration fiir jedes Analogon wurde auf 0,5 mM festgelegt und bei den Proben
fiir die Sialidase-Behandlungen angewandt. Ab 0,7 mM Analogon war eine deutliche Reduktion

der Sialinsdure-Konzentration zu verzeichnen.

3.4.2. Modifizierte Sialinsiuren in Zellglykanen

Die zugegebenen ManNAc-Analoga sollten in die Glykane eingebaut werden. Der Nachweis und
die damit verbundene Quantifizierung erfolgte durch die Markierung mit DMB (S. 43) und der
anschliefenden Detektion mittels HPLC (S. 52).

Die Analoga weisen unterschiedliche Einbauraten auf (Abbildung 68), die sich jedoch zwischen
den Zellen fiir einen Vorldufers dhneln. ManNCProp erreichte einen Sialinsédure-Anteil von bis zu
90%, wiahrend ManNPent zu hochstens 50% in die Glykanen eingebaut wurde. Jedoch muss ein
hoher Einbau nicht unbedingt mit einer optimalen Wirkung korrelieren, was erst durch die

Ergebnisse der Resistenz-Messungen (S. 109) zu beurteilen war.
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ManNProp ManNCProp ManNBut ManNPent

Abbildung 68: Einbauraten der N-Acetyl-Mannosamin-Analoga in die Glykane der Zelllinien CHO,
HEK?293 und K-562 Quantifizierung der resultierenden Sialinsduren nach DMB-Markierung mittels HPLC

Die in den Glykanen vorhandenen modifizierten Sialinsduren fiihren in Auftrennungen der
Asahipak-HPLC, im Vergleich zur Probe mit physiologischen Glykanen, zu
Retentionsédnderungen (Abbildung 69). Somit konnte auch hier das Vorhandensein der neuen

Neuraminsdure-Analoga nachgewiesen werden.
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Abbildung 69: Vergleich der Asahi-Pak-HPLC-Liufe zur ladungsabhiingigen Auftrennung der Glykane
aus CHO-Zellen ohne bzw. mit ManNProp Die in den Oligosacchariden vorhandenen N-Cyclopropylacetyl-
neuraminsdure beeinflusst die Retentionszeiten der Oligosaccharide.

Die neuen nicht-natiirlichen Sialinsduren wurden durch die Supplementation mit den
verschiedenen ManNAc-Analoga in den Zellen synthetisiert und konnten in den resultierenden

Protein-Isolaten mit einem maximalen Anteil von 90 % detektiert werden.

3.4.3. Untersuchungen zur Sialidase-Resistenz von Glykanen

Der Einfluss der neuen Sialinsduren auf die Aktivitdt und/oder Affinitét der Sialidase wurde an
den CHO- und den HEK293-Zellen untersucht. Die isolierten und 2AB-markierten Glykane der
verschiedenen Supplementationen waren nach Zugabe der Sialidase C (2-3,6-spezifisch)
zeitabhéngig zu inkubieren. Die verbliebenen sialylierten Strukturen konnten mittels HPLC
aufgetrennt und in ihren quantitativen Anderungen charakterisiert werden.

Die Abbildung 70 zeigt die enzymatische Wirkung der Glykosidase an Glykanen aus CHO-
Zellen. In Abhéngigkeit vom Analogon unterscheiden sich die Desialylierungen und zeigen eine
deutlich erhohte Resistenz in Anwesenheit von N-Butanoylneuraminsdure und N-

Pentanoylneuraminséure.
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Abbildung 70: Anteil sialylierter Strukturen nach einem zeitabhingigen Sialidase C-Verdau von
Glykanen aus CHO-Zellen ohne/mit ManNAc-Analoga

In den HEK293-Zellen (Abbildung 71) zeigten ebenfalls die Proben mit N-Butanoyl- bzw. N-

Pentanoylneuraminsédure die geringste Sialinsdure-Abspaltung.
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Abbildung 71: Anteil sialylierter Strukturen nach einem zeitabhingigen Sialidase C-Verdau von
Glykanen aus HEK293-Zellen ohne/mit ManNAc-Analoga

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ersichtlich, dass die maximalen Einbauraten fiir ManNCProp
nicht automatisch die hochste Resistenz gegeniiber der Sialidase bewirken. Die Ergebnisse der
Sialinsduren-Einbauraten und der enzymatischen Behandlungen bevorzugen die Verwendung des
ManNBut als Analogon in den genutzten Zelllinien.

Die Modifikation der untersuchten N-Glykane gelang sowohl an der Position der terminalen
Sialinsduren, als auch an den subterminalen Galactosen. Beide Methoden fiihrten zu Anderungen

im Verhalten gegeniiber Sialidasen und waren vom Analogon und der Zelllinie abhéngig.
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