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6. Ergebnisse
6.1. Versuchsaufbau

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei Themengebiete:

Teilprojekt I
Das Teilprojekt | befasste sich mit der Frage, wie sich der Uracilnucleotidgehalt in

verschiedenen Organen Vitamin B6-mangelernahrter Ratten zum Zeitpunkt der
maximalen Erhéhung der Uracilnucleotide in der Leber verhielt. Die Jungtiere wurden
am 21. Tag vom Muttertier getrennt. Die Ernahrung der Kontrollgruppe (n = 4) wurde
mit vollwertigem Futter, die der Testgruppe (n=6) mit Vitamin B6-Mangelfutter
weitergefuhrt. Die Organentnahme erfolgte am 35. Tag nach dem Gefrierstop-
Verfahren (s.u. 4.2.2.).

Teilprojekt I1:
Es sollte untersucht werden, inwieweit eine Modifikation der Steroid-vermittelten

Genexpression am Anstieg von Uracilnucleotiden und Uracilnucleotidzuckern in der
Leber von Vitamin B6-Mangelratten ursachlich beteiligt war. Als Modell fur einen
absoluten Glucocorticoidmangel wurde eine Gruppe von Mangeltieren (n =4) und
Kontrolltieren (n =3) am 21. Lebenstag adrenalektomiert und entsprechend den
Versuchsgruppen ernahrt. In einer zweiten Versuchsgruppe wurde ein Gluco-
corticoid-Uberschuss durch 48-stiindige Nahrungskarenz vor der Organentnahme in
Mangel- (n = 4) und Kontrolltieren (n = 4) induziert. Die Organentnahme erfolgte am
35. Lebenstag.

Teilprojekt Il

Es sollte die Auswirkung des erhohten Uracilnucleotid- und Uracilnucleotidzucker-
Pools in der Rattenleber auf das Glykosylierungsspektrum von Membranglyko-
proteinen in vivo untersucht werden. Hierzu wurde zunachst die Untersuchung von
Rohmembranaufarbeitungen angestrebt. Nach dem Absetzen am 21. Lebenstag
erfolgte die entsprechende Futterung fur 14 Tage, mit anschlieRender Entnahme der
Lebern am 35. Lebenstag. In einem 2. Ansatz wurde zur aufwendigeren Aufarbeitung
von Plasmamembranen der Leber Ubergegangen, da im Rohmembranansatz ein zu
hoher Anteil an Glykanvorstufen vermutet werden musste. Die Tiere wurden unter
den gleichen Bedingungen herangezogen wie im Rohmembranansatz. Die
Organentnahme erfolgte, wie unter 4.1.4. beschrieben, ebenfalls am 35. Lebenstag.
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6.2. Versuchstiere

6.2.1. Wachstum der Ratten

Das Gewicht der Ratten und die aufgenommene Futtermenge wurden durch
tagliches Wiegen ermittelt. Zu Versuchsbeginn betrug das Gewicht der 21 Tage alten
Tiere zwischen 39 g und 47 g. Unter einer durchschnittlichen taglichen Nahrungs-
aufnahme von 8-10 g Vitamin B6-Mangelfutter bzw. vollwertiger Haltungsdiat erfolgte
eine Gewichtszunahme auf zuletzt (35. Tag) zwischen 86g und 132g. Die
durchschnittlich aufgenommene Futtermenge pro Tier und Tag unterschied sich
zwischen den Gruppen im gemessenen Zeitraum nicht. In der Arbeit von Renner [41]
konnte eine signifikante Wachstumsverzogerung der Vitamin B6-Mangeltiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach der 3. Woche der Mangeldiat gezeigt werden. In
dem in dieser Arbeit gemessenen Zeitraum ergab sich keine Auswirkung der
Vitamin B6-Mangelernahrung auf das Wachstum der Tiere, jedoch ist in den letzten
Tagen bereits eine Tendenz zur vorbeschriebenen Wachstumsverzogerung der
Vitamin B6-mangelernahrten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe ersichtlich.
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Abb. 10: Wachstum der Ratten unter vollwertiger Haltungsdiat bzw. Vitamin
B6-Mangeldiat im Untersuchungszeitraum. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 21
Tage alt. Die Testgruppe (n = 6) erhielt Vitamin B6-defizientes Futter, die Kontroll-
gruppe (n=4) vollwertige Haltungsdiat. Am 35. Lebenstag erfolgte die Organ-
entnahme.
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6.2.2. Makroskopische Befunde der enthommenen Organe

Sowohl die in dieser Arbeit untersuchten Organe Leber, Nieren, Herz, Lungen und
Gehirn, als auch die bei Situseroffnung einzusehenden Organe des tiefen Beckens,
sowie Magen, Darm und Milz zeigten zu diesem fruhen Zeitpunkt keinerlei makros-
kopische Auffalligkeiten im Vergleich zur Kontrollgruppe, insbesondere waren keine
Substanzdefekte, Abblassungen, Veranderungen der Organkonsistenz oder Grolien-
differenzen im Vergleich zur Kontrollgruppe evaluierbar.

6.3. Teilprojekt I: Nucleotidkonzentrationen in verschiedenen Organen
der Ratte unter Vitamin B6-Mangel

6.3.1. Konzentrationsbestimmung von 16 Nucleotiden und Nucleotid-
zuckern mit Anionenaustausch-Chromatographie (SAX-HPLC) und
enzymatisch-photometrische Konzentrationsbestimmung von UDP-
Glc, UDP-Gal, UTP, UDP und UMP in verschiedenen Organen

Die Organentnahme erfolgte nach der 2. Woche der Vitamin B6-Mangeldiat. Zu
diesem Zeitpunkt hatte A. Renner in der Rattenleber eine deutliche Erhdhung der
Uracilnucleotid- und Uracilnucleotidzucker-Konzentrationen gezeigt [41]. Die
Rattenlebern wurden nach dem Gefrierstop-Verfahren (4.2.2.) enthommen und in
Gegenwart von Perchlorsdaure homogenisiert und enteiweil3t (4.2.3.). Zur
Bestimmung von Nucleotiden und Nucleotidzuckern wurden zwei sich erganzende
Methoden verwandt. Die quantitative Bestimmung eines Grof3teils der Substanzen
erfolgte durch chromatographische Auftrennung mittels Anionenaustausch-
Chromatographie mit SAX-HPLC in Anlehnung an die Methode von Pels Rijcken et
al. (1990) (s.u. 4.2.6.). Die Nucleotide und Nucleotidzucker wurden dabei Uber eine
Saulenmatrix aus quartaren Ammoniumgruppen getrennt. Der Gradient und die
Flussrate wurden modifiziert, um eine optimale Trennung der Substanzen,
insbesondere von UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc, zu erreichen. Die Di- und
Triphosphate der unterschiedlichen Nucleotide konnten mit hoher Prazision
voneinander getrennt werden. Vor dem Auftragen auf die Saule wurden die
Homogenisate nach einer Modifikation der Methode von Pels Rijcken et al. (1990)
(s.u. 4.2.4.) delipidiert. Die ldentifizierung und Quantifizierung der aufgetrennten
Nucleotide erfolgte anhand eines externen Standardgemisches. Eine Verlust-
bestimmung bei Delipidierung erfolgte mittels GDP-'*C-Fucose als internen Standard
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(s.u.4.2.6.). Durch die Anionenaustausch-Chromatographie wurden folgende
Substanzen bestimmt: UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-Xyl, UDP-GA, UDP-GIcNAc, UDP-
GalNAc, UMP, UDP, UTP, CDP, CTP, ADP, ATP, GDP, GTP, GDP-Man. Um eine
ausreichende Auflosung der Peaks zu erhalten, wurde die Empfindlichkeit des
Detektors so gewahlt, dass der Grofteil der Substanzen gut dargestellt werden
konnte. Aufgrund des vergleichsweise hohen Gehaltes an ATP und ADP lagen die
Peaks dieser Substanzen haufig auRerhalb des Messbereichs. Um eine hohe
Auflésung im Bereich der niedriger konzentrierten Uracilnucleotide zu erhalten,
musste auf eine Quantifizierung von ADP und ATP verzichtet werden. Abb. 11 zeigt
das Chromatogramm des Leberhomogenates eines Vitamin B6-Mangeltieres im
Vergleich zum externen Standard. UDP-Glc und UDP-Gal eluierten aufgrund
weitgehender struktureller Ahnlichkeit nahezu gleich (Peak 4), eine ausreichende
Trennung war hier durch die Anionenaustausch-Chromatographie nicht zu erreichen.
ATP (Peak 14) ist bei optimaler Darstellung der anderen Nucleotide im Chromato-
gramm des Vitamin B6-Mangel gekappt. Auf eine Quantifizierung musste hier
verzichtet werden. Aufgrund der mangelhaften Trennung von UDP-Glc und UDP-Gal
durch die SAX-HPLC erfolgte zusatzlich die enzymatisch-photometrische
Quantifizierung der Uracilnucleotide UTP, UDP, UMP sowie UDP-Glc und UDP-Gal
nach Keppler et al. (1970) (s.u. 4.2.5.).
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Abb. 11: Chromatographische Trennung von Nucleotiden und Nucleotid-
zuckern mittels Anionenaustausch-Chromatogaphie (SAX-HPLC).

(1) Chromatogramm des verwendeten Standards mit 1= UMP, 2= UDP-GIcNAc,
3= UDP-GalNAc, 4= UDP-Glc und UDP-Gal, 5= UDP-Xyl, 6= GDP-Man, 7= UDP,
8= UDP-GA, 9= CDP, 10= ADP, 11= GDP, 12= UTP, 13= CTP, 14= ATP, 15= GTP.
(2) Chromatogramm des enteiweil3ten, delipidierten Leberhomogenates eines
Vitamin B6-Mangeltieres. Die Trennung der Substanzen erfolgte nach dem unter
4.2.6. dargestellten Gradientenprogramm. Die Detektion der eluierten Nucleotide
erfolgte bei einer Wellenlange von 254 nm. Die ldentifizierung der in der Probe
enthaltenen Substanzen erfolgte durch den Vergleich mit den Retentionszeiten des
definierten Standardgemisches.

Um die bei der Delipidierung unvermeidlichen Verluste an Nucleotiden quantifizieren
zu kénnen, wurde den Proben vor Delipidierung eine definierte Menge an GDP-"*C-
Fucose zugeflgt. Nach Delipidierung, Einengung und Trennung Uber die Anionen-
austausch-Chromatographie erfolgte im Elutionsbereich der GDP-'*C-Fucose die
Fraktionierung des Eluates, sowie die Messung der Radioaktivitat im Szintillator (s.u.
4.2.6.). Unter Beriicksichtigung der spezifischen Aktivitait der GDP-'*C-Fucose
konnte Uber den Verlust an Radioaktivitdt der Verlust an Nucleotiden und
Nucleotidzuckern ermittelt werden. Es konnte von einem anteilig gleichen Verlust
ausgegangen werden. Dieser lag im Durchschnitt bei 16,8%.
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Abb. 12: Konzentrationsbestimmung von Uracilnucleotiden und -zuckern
sowie CTP und CDP in Lebergewebe Vitamin B6-mangelernahrter Ratten und
vollwertig erndahrter Kontrolltiere. Die Ratten waren zu Versuchsbeginn 21 Tage
alt und wurden fur 14 Tage mit Vitamin B6-freier Kost (n=6) bzw. vollwertiger
Haltungskost (n=4) versorgt. Die Organentnahme erfolgte nach dem Gefrierstop-
Verfahren. Die Messung von UDP-Glc, UDP-Gal, UTP, UDP und UMP erfolgte
enzymatisch-photometrisch (s.u. 4.2.5.), alle weiteren Nucleotide und Nucleotid-
zucker wurden mit Anionenaustausch-HPLC (SAX-HPLC, s.u. 4.2.6.) bestimmt. Im
Diagramm sind die Konzentrationen der Nucleotidmono-, -di- und -triphosphate
aufgrund des raschen phosphorolytischen Abbaus zusammengefasst.

Leber:

Die gemessenen Nucleotidkonzentrationen in der Leber der Kontrolltiere zeigten eine
gute Ubereinstimmung mit Literaturdaten [83,86]. Unter Vitamin B6-Mangel traten
deutliche Konzentrationserhohungen von UTP, UDP, UMP, UDP-Glc, UDP-Gal,
UDP-GA, UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
(s. Abb. 12). Die Summe der UTP-, UDP- und UMP-Konzentrationen zeigte mit einer
Konzentrationserhdhung um das 5,8-fache maximale Werte. Neben den Uracil-
nucleotiden zeigten auch die Summe von CTP und CDP eine signifikante Konzen-
trationserhnohung um das 1,6-fache unter Vitamin B6-Mangel. Die Signifikanzen
wurden mit dem Mann-Whitney-Test ermittelt. Eine Adjustierung nach Holm-
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Bonferoni wurde aufgrund der geringen Versuchstierzahlen jedoch nicht
durchgefuhrt. Die GTP- und GDP-Konzentrationen waren im Vergleich zur
Kontrollgruppe unverandert. Aufgrund der an die Uracilnucleotid-Konzentrationen
angepassten Detektorempfindlichkeit war eine quantitative Auswertung von ATP und
ADP nicht moglich, da diese Uber der Messbereichsgrenze lagen. Die sowohl mit
SAX-HPLC als auch enzymatisch-photometrisch ermittelten Uracilnucleotid-Konzen-
trationen (UDP-Glc, UDP-Gal, UTP, UDP, UMP) zeigten eine gute Ubereinstimmung.
Fur die genannten Substanzen war jedoch aufgrund der z.T. ungenugenden
Trennung durch die SAX-HPLC die enzymatisch-photometrische Konzentrations-
bestimmung Uberlegen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit (s. Tab. 3) bestatigen die von Renner beschriebenen
Veranderungen [41]. Die Faktoren der Konzentrationserhohungen lagen in dieser
Arbeit jedoch etwas niedriger. Das Verhaltnis von UDP-Glc zu UDP-Gal lag bei
Kontrolltieren mit 4,0 und bei Vitamin B6-Mangeltieren mit 3,8 nahe beieinander.

Tab. 3: Anstieg der Konzentrationen von CTP und CDP, Uracilnucleotiden und
Uracilnucleotidzuckern in den Lebern von Vitamin B6-Mangelratten. Die
Messung der Konzentrationen erfolgte enzymatisch-photometrisch (UTP, UDP, UMP,
UDP-Glc, UDP-Gal) und mit Anionenaustausch-Chromatographie (UDP-GIcNAc,
UDP-GalNAc, UDP-GA, CTP und CDP).

Substanzen Faktoren des
Konzentrationsanstieges
im Vitamin B6-Mangel
> UTP, UDP, UMP 58 ™
UDP-GIcNAc 2,2 M
UDP-GalNAc 32
UDP-Glc und UDP-Gal 2,70
UDP-GA 1,4 O
> CTP, CDP 1,6 ©

™" signifikanz nach dem Mann-Whitney-Test (p < 0,046)
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Herz:

Im Herzmuskel lagen die Nucleotidkonzentrationen der Normaltiere erwartungs-
gemald deutlich niedriger als in der Leber. Da bei der Organentnahme nach dem
Gefrierstop-Verfahren die Organe nacheinander entnommen wurden, musste davon
ausgegangen werden, dass aufgrund der etwas langeren Ischamiezeit in den zuletzt
entnommenen Organen bereits ein hydrolytischer Abbau von Nucleotiddi- und
triphosphaten begonnen hatte [82]. Aus diesem Grund wurden die Konzentrationen
der Nucleotidmono-, -di- und triphosphate zusammengefasst dargestellt (s. Abb. 13).
Unter Vitamin B6-Mangel zeigten die Uracilnucleotid-Konzentrationen im Vergleich
zur Rattenleber einen gegenlaufigen Effekt. Es zeigte sich eine 40%ige Erniedrigung
der Summe der Konzentrationen von UTP, UDP und UMP sowie von UDP-GIcNACc,
UDP-GalNAc, UDP-Glc und UDP-GA. UDP-Gal, CTP/CDP zeigten keine signifi-
kanten Konzentrationsveranderungen (s. Tab. 4). Das Verhaltnis von UDP-Glc zu
UDP-Gal betrug bei Kontrolltieren 3,0 und bei Vitamin B6-Mangeltieren 3,9. GTP und
GDP zeigten keine Veranderungen. Aufgrund der an die Uracilnucleotid-Konzentra-
tionen angepassten Detektorempfindlichkeit war auch hier eine quantitative Aus-
wertung von ATP und ADP nicht maoglich (s. a. Leber).
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Abb. 13: Konzentrationsbestimmung von Uracilnucleotiden und -zuckern
sowie CTP und CDP in Herzgewebe Vitamin B6-mangelerndhrter Ratten und
vollwertig ernahrter Kontrolltiere. Aufzucht und Nucleotidbestimmung siehe
Legende in Abb. 12.
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Niere:

Die Veranderungen unter Vitamin B6-Mangel fielen in der Niere insgesamt
heterogener aus (s. Abb. 14). Wahrend die Konzentration von UDP-GA sich
verdoppelte und die Konzentrationen von UDP-GalNAc, UDP-Glc und UDP-Gal im
Vitamin B6-Mangel um das 1,3- bis 1,4-fache erhoht waren, zeigte sich fur die
Summe der Konzentrationen von UTP, UDP und UMP eine Konzentrations-
minderung um 40% (s. Tab. 4). CTP/CDP und UDP-GIcNAc zeigten keine signifi-
kanten Veranderungen im Vitamin B6-Mangel. Die Summe der GTP- und GDP-
Konzentrationen war im Vitamin B6-Mangel unverandert. Aufgrund der an die
Uracilnucleotid-Konzentrationen angepassten Detektorempfindlichkeit war auch hier
eine quantitative Auswertung von ATP und ADP nicht mdglich.
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Abb. 14: Konzentrationsbestimmung von Uracilnucleotiden und -zuckern
sowie CTP und CDP in Nierengewebe Vitamin B6-mangelernahrter Ratten und
vollwertig ernahrter Kontrolltiere. Aufzucht und Nucleotidbestimmung siehe
Legende in Abb. 12.
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Lunge:

Im Lungengewebe zeigte lediglich UDP-Glucuronsaure einen signifikanten
Konzentrationsanstieg um 68% (p= 0,02) (s. Abb.15). Andere Uracilnucleotide sowie
Guanin- und Cytidin-Nucleotide wiesen keine signifikanten Anderungen auf
(s. Tab. 4). Aufgrund der an die Uracilnucleotid-Konzentrationen angepassten
Detektorempfindlichkeit war auch hier eine quantitative Auswertung von ATP und
ADP nicht moglich.
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Abb. 15: Konzentrationsbestimmung von Uracilnucleotiden und -zuckern
sowie CTP und CDP in Lungengewebe Vitamin B6-mangelernahrter Ratten und
vollwertig ernahrter Kontrolltiere. Aufzucht und Nucleotidbestimmung siehe
Legende in Abb. 12.

Gehirn:

Im Gehirngewebe waren unter Vitamin B6-Mangel die Konzentrationen von UDP-Glc
und UDP-Gal um das 1,3- bzw. 1,5-fache erhoht. CTP/CDP zeigten eine
Konzentrationserhdhung um das 1,4-fache, wahrend die Summe der Konzen-
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trationen von UTP, UDP und UMP sowie UDP-GIcNAc, UDP- GalNAc und UDP-GA
keine signifikanten Veranderungen aufwiesen. Auffallend waren die relativ hohen
Standardabweichungen bei UTP, UDP und UMP. Da das Gehirn jeweils als letztes
Organ entnommen wurde, war der Ischamie-bedingte Abbau der Nucleotide weiter
fortgeschritten. Die Guanin-Nucleotide zeigten keine Veranderung. ATP und ADP
konnten nicht ausgewertet werden (s. 0.).
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Abb. 16: Konzentrationsbestimmung von Uracilnucleotiden und -zuckern
sowie CTP und CDP im Gehirn Vitamin B6-mangelernahrter Ratten und
vollwertig ernahrter Kontrolltiere. Aufzucht und Nucleotidbestimmung siehe
Legende in Abb. 12.

In Tabelle 4 sind die Konzentrationsanderungen jeweils in Bezug auf die Kontrolltiere
zusammenfassend dargestellt. Die CTP/CDP-Konzentrationen zeigten z.T. gleich-
gerichtete Effekte wie UTP, UDP und UMP-Konzentrationen, mit jedoch deutlich
geringerer Auspragung. GTP und GDP zeigten keinerlei Veranderungen unter
Vitamin B6-Mangel (nicht aufgefuhrt). In Abb. 17 sind die Effekte eines Vitamin B6-
Mangels auf die Summe von UTP, UDP und UMP in verschiedenen Organen der
Ratte zusammengefasst.
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Tab. 4: Zusammenfassung der Konzentrationsanderungen der Uracil- und
Cytidin-Nucleotide unter Vitamin B6-Mangel. Die Messung der Konzentrationen
erfolgte enzymatisch-photometrisch (UTP, UDP, UMP, UDP-Glc, UDP-Gal) und mit
Anionenaustausch-Chromatographie (UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GA, GTP,
GDP, CTP und CDP). Ermittlung der Signifikanzen nach dem Mann-Whitney-Test.
Eine Adjustierung konnte hier aufgrund der kleinen Versuchstierzahl allerdings nicht

vorgenommen werden.

Konzentrationsanderung bezogen auf die Kontrolltiere
Substanzen Leber Herz Niere Lunge Gehirn
>UTP,UDP,UMP| 538" 0,6 0,6 © 0,8 0,9
UDP-GIcNAc 220 0,6 @ 1,0 1,0 1,1
UDP-GalNAc 320 0,6 @ 1,4 ©) 0,9 1,1
UDP-Glc 2,60 0,6@ 1,4 ) 1,0 1,30
UDP-Gal 2,80 0,5 1,3 @ 1,0 1,5 )
SCTP, CDP 1,61 0,9 0,9 1,0 1,4 ©
Signifikanz nach dem Mann-Whitney-Test
M'p<0,046 @b <0,039 ®'p<0,025
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Abb. 17: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses des Vitamin B6-
Mangels auf die Summe der Konzentrationen von UTP, UDP und UMP in
verschiedenen Organen der Ratte. Die Messung der Konzentrationen erfolgte

enzymatisch-photometrisch.
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6.4. Teilprojekt II: Nucleotidkonzentrationen in Rattenlebern unter dem
Einfluss eines Glucocorticoidmangels bzw. Glucocorticoidiber-
schusses

6.4.1. Konzentrationsbestimmung von 16 Nucleotiden und Nucleotid-

zuckern mit Anionenaustausch-Chromatographie (SAX-HPLC) und
enzymatisch-photometrische Konzentrationsbestimmung von UDP-
Glc, UDP-Gal, UTP, UDP und UMP unter einem Glucocorticoidmangel
bzw. -liberschuss

Es sollte eine Modifikation der Steroid-vermittelten Genexpression durch Vitamin B6-
Mangel als mogliche Ursache fur die Erhohung der Uracilnucleotide und -zucker
naher untersucht werden. Es wurden hierzu zwei Modelle gewahlt: Eine Gruppe
adrenalektomierter Ratten und eine Gruppe mit einem Uberschuss an Gluco-
corticoiden, induziert durch eine zweitagige Hungerphase im Anschluss an die
jeweilige Ernahrung. Beide Gruppen wurden dann zusatzlich mit den Tieren aus dem
Teilprojekt | (ohne Eingriff in die Glucocorticoidhomdostase) verglichen.

Die Gruppe der adrenalektomierten Vitamin B6-Mangeltiere zeigte, wie die Tiere
ohne Eingriff in die Glucocorticoidhomdostase (s.u. 6.3.1.), eine deutliche Konzen-
trationserhohung von UDP-Glc, UDP-Gal, UTP, UDP, UMP, UDP-GIcNAc und UDP-
GalNAc im Vergleich zur adrenalektomierten Kontrollgruppe. Die Faktoren der
Erhéhung lagen dabei aber um ca. 25 % niedriger als bei Tieren ohne Eingriff in die
Glucocorticoid-Homdostase. CTP und CDP zeigten in adrenalektomierten Vitamin
B6-Mangeltieren eine 1,8-fache Konzentrationserhdhung (s. Tab 5).

Eine statistische Auswertung konnte hier aufgrund der geringen Versuchstierzahl
nicht durchgefuhrt werden (ein Tier der Kontrollgruppe starb nach Adrenalektomie
und konnte nicht ausgewertet werden). Bei den Vitamin B6-Mangeltieren, die 2 Tage
vor der Organentnahme hungerten, waren keine Veranderung der Uracilnucleotid-
Konzentrationen messbar. Gleichwohl zeigten sich bei den hungernden, zuvor
vollwertig ernahrten Kontrolltieren gleiche Konzentrationen an Uracilnucleotiden nach
zweitagiger Nahrungskarenz wie bei Kontrolltieren ohne Nahrungskarenz. Die mit
normaler Haltungsdiat gefutterten Kontrollgruppen der einzelnen Untergruppen:
Adrenalektomie, Hunger und konventionelle Haltung, wiesen keine Unterschiede der
Konzentrationen von Uracil-, Guanin- oder Cytidinnucleotiden auf (s. Abb. 19). In
Tabelle 5 sind die Faktoren der Uracilnucleotide und zusammengefasst.
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Tab. 5: Faktoren der Konzentrationsianderung von Uracilnucleotiden und
-zuckern in der Leber von Vitamin B6-Mangelratten bezogen auf die jeweilige
Kontrollgruppe. Die Messung der Konzentrationen erfolgte enzymatisch-photo-
metrisch (UTP, UDP, UMP, UDP-Glc, UDP-Gal) und mit Anionenaustausch-
Chromatographie (UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc).

UDP- | UDP- | = UTP+ UDP- | UDP- | = CTP+
Glc Gal | UDP+UMP | GIcNAc | GalNAc | CDP
Vitamin B6-Mangel 26 | 280 58 M 22M | 320 1,6
Adrenalektomie und 200 | 210 430 270 | 370 1,80
Vitamin B6-Mangel
Hunger (2 Tage) und 0,8 0,8 1,0 0,9 1,0 1,1
Vitamin B6-Mangel

(1)
)

Signifikanz nach dem Mann-Whitney-Test (p < 0,046)

Eine statistische Auswertung konnte hier aufgrund der geringen Versuchstierzahl nicht
durchgefiihrt werden (s.o.).

Konzentrationen von UTP+UDP+UMP
2500 - O Kontrolle
@ Vitamin B6-Mangel
2000 -
= 1500 -
©
€
L. 1000 ~
500 -
; \ T
Konventionelle Haltung Adrenalektomie Hunger

Abb. 18: Einfluss des Vitamin B6-Mangels auf die Konzentrationen von UTP, UDP
und UMP in der Leber Vitamin B6-mangelernahrter bzw. vollwertig ernahrter
a) adrenalektomierten, b) fiir 2 Tage hungernden und c) normal aufgezogenen
Ratten. Die Testgruppe (Nviamin Bs-mMange= 12) erhielt Uber den gesamten Versuchs-
zeitraum Vitamin B6-Mangelfutter, wahrend die Kontrollgruppe (nkontroe= 11) Vollkost
erhielt. In der Hunger-Gruppe erfolgte eine 2-tdgige Nahrungskarenz vor der Organ-
entnahme. Die Messung der Konzentrationen erfolgte enzymatisch-photometrisch.
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Abb. 19: Konzentrationen von Uracilnucleotiden und Uracilnucleotidzuckern in der
Leber Vitamin B6-mangelerndahrter bzw. vollwertig erndhrter Ratten unter a) Gluco-
corticoidmangel (Adrenalektomie) bzw. b) Glucocorticoidiiberschuss (Hunger fir 2
Tage), sowie c) konventionell gehaltenen Kontrolltieren. Die Ratten waren zu
Versuchsbeginn 21 Tage alt. Die Testgruppe (Nvitamin sB6-Magel = 12) erhielt Gber den gesamten
Versuchszeitraum Vitamin B6-Mangelfutter, wahrend die Kontroligruppe (Nkontrolle = 12)
Vollkost erhielt. Innerhalb der beiden Gruppen erfolgte in der Untergruppe a) (Nviamin se-
Mangel = 4, Nkontrolle = 4) €ine beidseitige Entfernung der Nebennieren am Tag 26), die
Untergruppe b) (Nvitamin Be-Mangel = 4, Nkontrolle = 4) €rhielt nach 14-tagiger jeweiliger Diat 2 Tage
vor der Organentnahme keinerlei Futter und die Gruppe ¢) (Nvitamin B6-Mangel = 4, Nkontrolie = 4)
hatte bis zum Zeitpunkt der Organentnahme freien Zugang zu jeweiliger Diat. Die Messung
der Konzentrationen erfolgte enzymatisch-photometrisch (UTP, UDP, UMP, UDP-Glc, UDP-
Gal) und mit Anionenaustausch-Chromatographie (UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GA,
GTP, GDP, CTP und CDP).



6. Ergebnisse 65

6.5. Teilprojekt lll: Isolierung und Analyse N-glykosidisch gebundener
Oligosaccharide von Zellmembranen Vitamin B6-defizienter Ratten

6.5.1. Isolierung und Analyse von Rohmembranglykoproteinen aus der
Rattenleber

6.5.1.1. Bestimmung des Proteingehaltes nach Delipidierung der Roh-
membranen

Es wurden 120 mg Rohmembranprotein aus Lebern von Vitamin B6-Mangeltieren
und 150 mg Rohmembranprotein von Kontrolltieren gewonnen. Ein aufarbeitungs-
und isolierungsbedingter Verlust von Membranprotein ist bei prinzipiell gleicher
Prozedur nicht auszuschlielen, eine quantitative Bezugnahme auf die jeweils
eingesetzte Lebermenge ist daher unzulassig.

6.5.1.3. Monosaccharidanalyse der Rohmembranglykane

Mit der Monosaccharidanalyse war es mdglich, sowohl den in einer Probe
enthaltenen Oligosaccharidgehalt abzuschatzen, als auch erste Ruckschlisse auf
die Zusammensetzung der Oligosaccharide zu ziehen. So weist das Vorkommen von
GalNAc auf O-Glykane hin, ein molarer Uberschuss an Mannosen gegeniber
GIcNAc auf mannosereiche oder hybride Strukturen. Da die Kernregion der
N-Glykane stets aus 3 Mannosen besteht, kann durch Division des ermittelten
Mannosegehaltes die Menge an enthaltenen N-Glykanen hochgerechnet werden
(s.u. 2.2.1.). Der geschatzte Oligosaccharidgehalt betrug im Vitamin B6-Mangel und
Kontrolltieren ca. 5 nmol/mg Rohmembranprotein. Es konnte insgesamt eine
ausreichende Menge an Oligosacchariden gewonnen werden. Die nachgewiesenen
Monosaccharide entsprachen den Zuckern, aus denen N-Glykane aufgebaut sind.
Die Anwesenheit von Galaktose belegte die Glykosylierung mit komplexen und / oder
hybriden Glykanen. Der Gehalt an O-Glykanen in der Rohmembranfraktion war sehr
gering. Betrachtet man die auf drei Mannosen bezogenen Konzentrationen von
Galaktose und N-Acetylglucosamin, so liegt der Wert der Kontrolltiere fur N-Acetyl-
glucosamin um das 1,3-fache und fur Galaktose um das 1,4-fache hdher als im
Vitamin B6-Mangel.
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Tab. 6: Monosaccharid-Zusammensetzung der Glykane von Rohmembran-

proteinen. Die Werte sind auf 3 Mannosen normiert.

L- Fuc | D-GalNH; | D-GIcNH; D-Gal D-Man
Vitamin B6-Mangel 0,11 (0,04) 1,37 0,54 3
Kontrolle 0,12 (0,08) 1,81 0,78 3
6.5.1.4. Massenbestimmung der Rohmembranglykane mit MALDI-TOF-MS

Zur Charakterisierung des neutralen Oligosaccharidgemisches der Rohmembran
erfolgte eine Massenbestimmung mit MALDI-TOF-MS. Es fand sich, bei semi-
quantitativer Auswertungsmoglichkeit, ein hoher Anteil an mannosereichen Oligo-
sacchariden (Oligomannose 5 bis 9); komplexe Glykane machten einen im Vergleich
geringen Anteil des Oligosaccharidgemisches aus (s. Abb. 20). Hybride Strukturen

wurden in der Massenspektrometrie nicht nachgewiesen.
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Abb. 20: Massenbestimmung des desialylierten Glykangemisches aus
Rattenleber-Rohmembranen mit MALDI-TOF-MS. Dargestellt ist das Massen-
spektrum der Rohmembran-Glykane von Vitamin B6-defizienten Ratten. Das
Oligosaccharid-Spektrum der Kontrolltiere ist nicht abgebildet, es zeigte keine
Unterschiede im Vergleich zu den Mangelansatzen. Die Glykane wurden nach
Abspaltung von den Membranproteinen mit PNGase F durch den Verdau mit
Neuraminidase desialyliert und konnten als ungeladene Zucker mit MALDI-TOF-MS
vermessen werden. Anhand eines Standarddextranhydrolysates wurde die
gemessene Flugzeit der Partikel der entsprechenden Masse zugeordnet.
Kristallisationsmatrix: 2,5-Dihydroxybenzoesaure.

6.5.2. Isolierung und Analyse von Plasmamembran-Glykoproteinen aus der
Rattenleber

6.5.2.1. Bestimmung des Proteingehaltes nach Delipidierung der Plasma-
membranen

Die Isolierung von Plasmamembranen erfolgte mittels Dichtegradienten-
zentrifugation (s.u. 4.1.4.). Das Gesamtgewicht der eingesetzten Lebern betrug 35 g
im  Vitamin B6-Mangel, 34g in Kontrolltieren. Die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen erfolgte mittels Bicinchoninsaure-Assay (s.u. 4.1.8.3.).
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Es wurden 13 mg Plasmamembranprotein aus Lebern von Vitamin B6-Mangeltieren
und 21 mg Plasmamembranprotein von Kontrolltieren gewonnen. Ein aufarbeitungs-
und isolierungsbedingter Verlust von Membranprotein ist bei prinzipiell gleicher
Prozedur nicht auszuschlielen, eine quantitative Bezugnahme auf die jeweils
eingesetzten Lebermengen ist daher unzulassig.

6.5.2.2. Monosaccharidanalyse der Plasmamembranglykane

Die Monosaccharidanalyse erfolgte mit HPAEC-PAD nach vorangegangener saurer
Hydrolyse der Glykane, wie unter 4.1.7.3., 4.1.8.1. und 6.5.1.3. beschrieben. Die
Oligosaccharide wurden mittels Anionenaustausch-Chromatographie getrennt und
anhand eines externen Standards quantifiziert. Eine Verlustbestimmung unter der
Aufarbeitung erfolgt mittels der beiden internen Standards Fructose und Desoxy-
ribose. In Abbildung 21 sind Chromatogramme der Monosaccharidanalyse der
Plasmamembranglykane mit High-Performance-Anion-Exchange-Chromatography
with pulsed amperometric Detection (HPAEC-PAD) dargestellt. (1) Chromatogramm
des externen Standardgemisches, (2) Chromatogramm der Plasmamembranglykane
der Lebern von Vitamin B6-Mangelratten, (3) Chromatogramm der Plasmamembran-
glykane der Lebern von vollwertig ernahrten Kontrolltieren. Peak 2 (Desoxyribose)
und Peak 8 (Fructose) sind die zugefugten internen Standards.
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Abb. 21: Monosaccharidanalyse der Plasmamembranglykane mit High-
Performance-Anion-Exchange-Chromatography with pulsed amperometric
Detection (HPAEC-PAD). (1) Chromatogramm des Standardgemisches mit
1 = Fucose, 2 = Desoxyribose, 3 = Galaktosamin, 4 = Glucosamin, 5 = Galaktose,
6 = Glucose, 7 = Mannose, 8 = Fructose. (2) Chromatogramm der Plasmamembran-
glykane der Lebern von Vitamin B6-Mangelratten. (3) Chromatogramm der Plasma-
membranglykane der Lebern von vollwertig ernahrten Kontrollratten. Die Plasma-
membranhomogenate wurden mit 4 N TFA hydrolysiert und nach Entfernung der
TFA mit je 2nmol Fructose und Desoxribose als interne Standardsubstanzen
versetzt. Die Elution der Zucker von der Saule (Dionex Carbo Pac PA-1) erfolgte
nach dem unter 4.1.7.3. dargestellten Gradientenprogramm. Der Nachweis der
Substanzen erfolgte mit gepulster amperometrischer Detektion.

In der Monosaccharidanalyse von Plasmamembranglykanen zeigten sich zunachst
ebenfalls N-Glykan-aufbauende Monosaccharide, der Gehalt an N-Acetyl-galakto-
samin und damit O-Glykanen war erwartungsgemalf sehr gering. Der deutlich hdhere
Gehalt an Galaktose sowie das Verhaltnis Mannose/ N-Acetylglucosamin von 3:3,2
in Vitamin B6-Mangelratten bzw. 3:3,6 in Kontrolltieren im Vergleich zu Roh-
membranaufarbeitungen (3:1,4 bei Mangeltieren und 3:1,8 bei Kontrolltieren) wies
auf einen deutlich hoheren Gehalt an komplexen und/oder hybriden Glykanen hin.
Insgesamt konnte durch die Plasmamembranaufarbeitung der Anteil an mannose-
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reichen Strukturen und damit die vermutete Verunreinigung mit Membranen des ER

und Golgi-Apparates stark reduziert werden (s. Tab. 7).

Tab. 7: Monosaccharid-Zusammensetzung der Glykane von Plasmamembran-

proteinen. Die Werte sind auf 3 Mannosen normiert.

L- Fuc | D-GalNH; | D- GIcNH; D-Gal D-Man
Vitamin B6-Mangel 0,68 (0,08) 3,22 2,62 3
Kontrolle 0,71 (0,11) 3,64 2,86 3

Aus dem Monosaccharidgehalt der Plasmamenbranen wurde desweiteren der Gehalt
an Oligosacchariden pro Milligramm Plasmamembranprotein berechnet. Er betrug fur
Vitamin B6-Mangel und Kontrolltiere 11-14 nmol pro Milligramm Plasmamembran-
protein. Im Vergleich mit dem Oligosaccharidgehalt von Rohmembranprotein zeigte
sich ein deutlich hoéherer Gesamtglykangehalt, bezogen auf ein Milligramm
Membranprotein in der Plasmamembran.

6.5.2.3. Charakterisierung der Plasma-

membranproteine

neutralen Oligosaccharide der

6.5.2.3.1. Enzymatische Deglykosylierung der Plasmamembran- und Roh-
membranglykoproteine

Die Abspaltung der N-Glykane vom Proteinanteil der Glykoproteine erfolgte
enzymatisch durch PNGase F nach vorangegangenem tryptischen Verdau (s.u.
41.6.1.,, 4.1.6.2.). Zur Bestimmung moglicher Verluste durch unvollstandige
Abspaltung der Glykane vom Peptidrest wurde die Monosaccharidanalyse von je 5%
der mit PNGase F behandelten Glykopeptide vor- und nach Kationenaustauscher
durchgefuhrt. Weniger als 5% der Oligosaccharide waren jeweils auf dem Kationen-
austauscher verblieben. Es konnte von einer vollstandigen Deglykosylierung ausge-
gangen werden.
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6.5.2.3.2. MALDI-TOF-Massenspektrometrie der neutralen Oligosaccharide

Nach Deglykosylierung und Desialylierung wurde das neutrale Oligosaccharid-
gemisch in seiner Gesamtheit massenspektrometrisch analysiert, um vorab bereits
qualitative Aussagen zur Glykanzusammensetzung zu erhalten. Die gefundenen
Massen konnten den verschiedenen Glykanstrukturen zugeordnet werden.

a.i.

1784

2295
1540 2515
2661 2880 3024 3245 3390 3608
Kontrolle | L
| A e M n A ~

Vitamin-B6-Mangel
Aot MAr ) W'Y A A A A N, .

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Abb. 22: Massenbestimmung des desialylierten Oligosaccharidgemisches mit
MALDI-TOF-MS. Massenspektren der Plasmamembranglykane von Kontrolltieren
(oben) und von Vitamin B6-Mangeltieren (unten). Die Glykane wurden nach
Abspaltung von den Plasmamembranproteinen mit PNGase F durch den Verdau mit
Neuraminidase desialyliert und konnten als ungeladene Zucker mit MALDI-TOF-MS
vermessen werden. Anhand eines Standard-Dextranhydrolysates wurde die
gemessene Flugzeit der Partikel der entsprechenden Masse zugeordnet.
Kristallisationsmatrix 2,5-Dihydroxybenzoesaure.

Das an die Glykane gebundene Fluoreszenzlabel 2-Aminobenzamid erhdhte die
Massen der verschiedenen Oligosaccharidstrukturen um 120 Da im Vergleich zu
unmarkierten Glykanen. Es fanden sich keine Signale von unmarkierten Oligo-
sacchariden, somit konnte in den folgenden chromatographischen Charakteri-
sierungen der Glykane eine vollstandige Fluoreszenzmarkierung vorausgesetzt
werden. Ein breites Spektrum von biantennaren (1784 Da), triantennaren (2150 Da)
und tetraantennaren Glykanen (2515 Da), jeweils mit und ohne Fucose (146 Da),
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sowie mannosereichen Strukturen (z. B. Oligomannose 6 mit 1540 Da) konnte
nachgewiesen werden. In geringerem Malie wurden tetraantennare Glykane mit
repeating-unit (2880 Da) und Fucosylierung (3024 Da), tetraantennare Glykane mit
2 repeating-units (3245 Da) und Fucose (3390 Da) sowie tetraantennare Glykane mit
3 repeating-units (3608 Da) gefunden (s. Abb. 22).

Die Massenspektren der Plasmamembran-Gesamtglykane von Vitamin B6-Mangel-
tieren und Kontrolltieren waren vollstandig identisch.

6.5.2.3.3. Trennung der N-Glykane mit Aminophase-HPLC

Es zeigte sich in der Aminophase-HPLC eine Auftrennung des Oligosaccharid-
gemisches in insgesamt 15 Fraktionen mit 11 Hauptfraktionen > 1% des Gesamt-
gemisches. Die Quantifizierung der einzelnen Fraktionen erfolgte durch Integration
der Peaks und Berechnung der "Area-under-the-curve". Anhand des mitlaufenden
externen Standards o4-saures Glykoprotein konnte Uber die Retentionszeit bereits
eine erste Strukturzuordnung der Fraktionen 4 und 5 (biantennare Oligosaccharide),
9 (triantennares monofucosyliertes Oligosaccharid) und 10 (tetraantennares Oligo-
saccharid) erfolgen (s. Abb. 23). In der Auftrennung durch Aminophase-HPLC
bestéatigte sich die hohe Ubereinstimmung der Plasmamembran-Glykanmuster von
Vitamin B6-Mangeltieren gegenuber Kontrolltieren.

In der Abbildung 23 wird deutlich, dass einige Fraktionen in der Aminophase-HPLC
nicht vollstandig getrennt wurden; es musste hier von einer Heterogenitat der unter
dem Peak liegenden Glykane ausgegangen werden. In der nachfolgenden massen-
spektrometrischen Untersuchung der Fraktionen mit MALDI-TOF-MS konnten
entsprechend z.T. mehrere Glykanstrukturen in einer Aminophase-Fraktion
nachgewiesen werden.
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Abb. 23: Chromatographische Trennung der desialylierten N-Glykane mit
Aminophase-HLPC. (1) Elutionsprofil der Glykane von a4-saurem Glykoprotein als
Referenzsubstanz (bi = biantennares Glykan, tri = triantennar, tri + fuc = triantennar
monofucosyliert, tetra = tetraantennar, tetra + fuc = tetraantennar monofucosyliert).
(2) Chromatogramm der Plasmamembranglykane von Kontrolltieren: 1=Mannose 5,
2 = biantennar monofucosyliert, 3 = Mannose 6, 4 + 5 = biantennar, 6 + 7 = bi-
antennar monofucosyliert, 8 = triantennar, 9 = triantennar monofucosyliert, 10 = tetra-
antennar, 11 =tetraantennar monofucosyliert, 12 = tetrantennar mit repeat,
13 = tetraantennar mit 2 repeats, 14 = tetraantennar monofucosyliert mit 2 repeats,
15 = tetraantennar mit 3 repeats (3) Chromatogramm der Plasmamembranglykane
von Vitamin B6-Mangelratten. Die Trennung erfolgte nach dem unter 4.1.7.1.
dargestellten Gradientenprogramm uber eine APS-2 Hypersil-Saule.
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6.5.2.3.4. MALDI-TOF-Massenspektrometrie der Aminophase-Fraktionen der
Plasmamembranglykane

Die zuvor uber die Retentionszeiten charakterisierten Fraktionen 1 bis 15 der
neutralen N-Glykane wurden zusatzlich mittels massenspektrometrischer Analysen
den verschiedenen Glykanstrukturen zugeordnet.

Wahrend die Fraktionen 3, 4, 5, 6, 8, 11, 12 und 13 jeweils einer Glykanstruktur
zugeordnet werden konnten, wurden unter den anderen Peaks zwei, z. T. auch
mehrere Glykane mit unscharfer Trennung in der Aminophase-HPLC nachgewiesen.
Die Fraktionen 4 und 5 sowie 6 und 7 zeigten eine gute Trennung in der
Aminophase-HPLC mit unterschiedlichen Retentionszeiten, in der Massenanalyse
fanden sich aber gleiche Massen. Es handelte sich hierbei um Bindungsisomere
einer Struktur, die aufgrund der unterschiedlichen Bindungseigenschaften ein
anderes Elutionsverhalten aufwiesen (s. Abb. 24). In der massenspektrometrischen
Analyse der Aminophasefraktionen fanden sich keine Abweichungen zwischen
Vitamin B6-Mangel und Kontrolle. In Tabelle 8 ist die quantitative Auswertung der
Aminophasefraktionen mit Zuordnung der massenspektrometrisch nachgewiesenen
Glykanstrukturen fur Vitamin B6-Mangel und Kontrolltiere dargestelit.
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Abb. 24: Darstellung der MALDI-TOF-Massenspektren ausgewahlter Amino-
phase-HPLC-Fraktionen von Vitamin B6-Mangelratten. Hier stellvertretend die
Darstellung der Massenspektren von Fraktionen der Vitamin B6-Mangelratten. Die
Untersuchung der Aminophase-Fraktionen der Kontrolltiere zeigte die gleichen
Spektren. Fraktion 4 und 5: biantennare Glykane (1785 Da); Fraktion 7: Mannose 7
(1702 Da) und biantennare fucosylierte Glykane (1931 Da); Fraktion 8: triantennare
Glykane (2150 Da); Fraktion 9: Mannose 8 (1865 Da), Mannose 9 (2027 Da),
triantennare Glykane (2150 Da) und triantennare fucosylierte Glykane (2296 Da);
Fraktion 10: Mannose 9 (2027 Da) und tetraantennare Glykane (2517 Da). Alle
Massenangaben inklusive 2-AB-Label.
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Tab. 8: Charakterisierung der desialylierten N-Glykanfraktionen aus der
Aminophase-HPLC der Plasmamembranen von Vitamin B6-Mangelratten und
Kontrolltieren anhand der Retentionszeiten und der Massen. Strukturen:
Bi = biantennar; tri = triantennar; tetra = tetraantennar; bi + fuc = biantennar, mono-
fucosyliert; tri + fuc = triantennar, monofucosyliert; man 5, (6), (7), (8), (9)=
Oligomannose 5, (6), (7), (8), (9).

Vitamin B6-Mangel/
Vitamin B6-Mangel Kontrolltiere Kontrolltiere
Peak | Retentions- | Anteil | Peak | Retentions- | Anteil | Masse Struktur-
NH2- | zeit [min] [%] | NH2- | zeit [min] [%] [Da] zuordnung
HPLC HPLC
1 48,97 1,4 1 48,72 1,8 1378 man 5
1785 bi
2 52,29 0,7 2 51,97 1,3 1785 bi
1930 bi+fuc
3 54,09 2,8 3 53,78 2,7 1540 man 6
4 55,24 17,5 4 55,02 15,0 1785 bi
5 55,94 18,3 5 55,70 21,8 1785 bi
6 57,43 5,6 6 57,20 5,2 1930 bi+fuc
7 58,16 11,0 7 57,92 10,7 1703 man 7
1930 bi+fuc
61,45 10,3 8 61,16 10,2 2150 tri
62,91 10,9 9 62,56 9,9 1865 man 8
2027 man 9
2151 tri
2296 tri+fuc
10 66,52 7,94 10 66,15 6,5 2026 man 9
2514 tetra
11 67,15 2,57 11 66,87 2,7 2660 tetra+ fuc
12 71,40 1,50 12 71,20 1,24 2880 tetra+ repeat
13 75,69 1,23 13 75,43 1,15 3246 |tetra+ 2 repeat
14 76,53 0,81 14 76,35 0,88 3246 |tetra+ 2 repeat
3392 tetra+
2 repeat+ fuc
15 79,36 1,06 15 79,12 1,11 3611 |tetra+ 3 repeat
3757 tetra+
3 repeat+ fuc
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Auch in der quantitativen Auswertung der Glykanverteilung (s. Tab. 9) zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede im Glykosylierungsmuster der Plasmamembranen
von Vitamin B6-Mangel- zu Kontrollratten.

Tab. 9: Anteile an komplexen Oligosacchariden am Gesamtglykangemisch

Struktur Vitamin B6-Mangel [%] Kontrolle [%]
biantennar +/- fucose 54,5 55,8
triantennar +/- fucose 21,2 20,1
tetraantennar +/- fucose 10,4 9,2
tertraantennar + repeats +/- fucose 3,5 3,4
2 (=Anteil an komplexen OS) 89,6 88,5

6.5.2.4. Charakterisierung der geladenen Oligosaccharide der Plasma-
membran

6.5.2.4.1. Trennung der geladenen Oligosaccharide liber Anionenaustausch-
HPLC (Mono Q)

Ein Teil der N-Glykane tragt endstandig N-Acetylneuraminsaurereste und zahlt
neben den Sulfat-tragenden N-Glykanen zu den sauren Oligosacchariden. Diese
geladenen N-Glykane wurden mit Anionenaustausch-HPLC mit Mono Q-Saulen-
material nach Anzahl ihrer negativen Ladungen getrennt. Die Trennung wurde
hierbei von anderen Strukturmerkmalen kaum beeinflusst, so dass Fraktionen von
neutralen (AO), einfach negativ geladenen (A1), zweifach negativ geladenen (A2) bis
hin zu sechsfach negativ geladenen Oligosacchariden (A6) isoliert werden konnten
(s. Abb. 25). Die neutralen Oligosaccharide eluierten bereits im Durchlauf und fielen
mit dem Injektionspeak zusammen. Eine quantitative Auswertung des Anteils an
neutralen Oligosacchariden konnte somit erst nach Desialylierung und
Rechromatographie tUber Aminophase-HPLC stattfinden. Es erfolgte zunachst eine
Trennung der geladenen N-Glykane Uber Anionenaustausch-Chromatographie. Die
Fraktionen wurden gesammelt und nach Desialylierung uber die Aminophase-HPLC
erneut chromatographiert und mit MALDI-TOF-MS vermessen (s.u. 4.1.1.). So
konnten den verschiedenen Sialylierungsgruppen die Oligosaccharidstrukturen
zugeordnet und deren Anteile am Gesamtglykangemisch quantifiziert werden.
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Abb. 25: Trennung der N-Glykane nach Anzahl der negativen Ladungen
mittels Anionenaustausch-HLPC. (1) Chromatogramm der sialylierten N-Glykane
der Plasmamembranen von Kontrollratten, (2) Chromatogramm der sialylierten
N-Glykane der Plasmamembranen von Vitamin B6-Mangelratten. Die geladenen
Oligosaccharide wurden in Fraktionen mono- (A1), di- (A2), tri- (A3), tetra- (A4),
penta- (A5) sowie hexasialylierter Glykane (A6) getrennt. Die Trennung erfolgte nach
dem unter 4.1.7.2. dargestellten Gradientenprogramm uber eine Mono Q-Saule mit
den Eluenten A: 0,6 M Ammoniumacetat (pH 7,0), Eluent B: aq. bidest. Detektion bei
hex=330 nm, Lem=420 nm mittels Fluoreszenz-Spektrometer.
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Der Sialylierungsgrad des N-Glykangemisches war bei Vitamin B6-Mangeltieren und
Kontrolltieren gleich, er lag bei Vitamin B6-Mangeltieren bei 96% und bei den
Kontrolltieren bei 94%. Auch hinsichtlich der Verteilung fanden sich keine
signifikanten Unterschiede im Sialylierungsgrad der Oligosaccharide (s. Tab 10).

Tab. 10: Gehalt an sialylierten und nichtsialylierten Oligosacchariden von
Plasmamembranproteinen der Rattenleber

A0 A1 A2 A3 A4 A5 A6

Vitamin B6- 4% 9% 30% 23% 18% 10% 6%
Mangel

Kontrolle 6% 9% 33% 22% 17% 9% 4%

6.5.2.4.2. Rechromatographie der einzelnen Mono Q-Fraktionen mit Amino-
phase-HPLC nach Desialylierung

Die Fraktionen der einfach bis sechsfach geladenen sialylierten N-Glykane wurden
durch enzymatische Desialylierung mit Neuraminidase in neutrale Oligosaccharide
uberfihrt und konnten nun Uber Aminophase-HPLC weiter nach Antennaritat und
Fucosylierung aufgetrennt werden (s.u. 4.1.6.3.). Es erfolgte eine erste Strukur-
zuordnung durch die Retentionszeiten in der Aminophase-HPLC (s. Abb. 26).
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Abb. 26: Chromatographische Trennung der desialylierten Mono Q-Fraktionen
der Plasmamembranglykane aus der Rattenleber mittels Aminophase-HPLC.
Chromatogramme der Kontrolltiere (jeweils oben) und der Vitamin B6-Mangeltiere
(jeweils unten). Die Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie wurden
enzymatisch desialyliert und uber Aminophase-HPLC nach Antennaritat und

Fucosylierung aufgetrennt.

Die Trennung erfolgte nach dem unter 4.1.7.1.

dargestellten Gradientenprogramm uber eine APS-2 Hypersil-Saule mit den Eluenten
A: 15 mM Natriumdihydrogenphosphat (pH 5,2), Eluent B: Acetonitril p.a., Detektion
bei Lex = 330 NM, Aem = 420 nm mittels Fluoreszenz-Spektrometer.
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6.5.2.4.3. Massenbestimmung der desialylierten Mono Q-Fraktionen mit
MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Identifizierung der desialylierten N-Glykane der Mono Q-Fraktionen AO bis A6
erfolgte zunachst Uber das Elutionsprofil und wurde zusatzlich durch massen-
spektrometrische Daten verifiziert. Nach Desialylierung der Fraktionen A1 bis A6
erfolgte eine Vermessung aller Mono Q-Fraktionen mit MALDI-TOF-MS (s. Tab. 11).
Mit einer Gesamtsialylierung von 96% im Vitamin B6-Mangel und 94% bei
Kontrolltieren waren die Plasmamembranglykane der Rattenleber in hohem Grad
sialyliert. Die Hauptkomponente der AO-Fraktion waren mannosereiche Strukturen,
zu einem geringen Teil auch biantennare Oligosaccharide. Die Hauptfraktion am
Gesamtglykangemisch bestand aus biantennaren, bisialylierten Oligosacchariden,
die zweitgroRte Fraktion wurde von biantennaren dreifach sialylierten Glykanen
gebildet. Ein Teil der Oligosaccharide enthielt eine hohe Anzahl an Sialinsauren. Es
fanden sich biantennare Oligosaccharide mit drei und mit vier Sialinsauren, sowie
triantennére Glykane mit vier und mit finf Sialinsauren. Diese Ubersialylierung fand
sich im Vitamin B6-Mangel und in der Kontrollgruppe in gleicher Verteilung.
Hinsichtlich des Vergleiches von Vitamin B6-Mangel- und Kontrolltieren zeigte sich
insgesamt eine erstaunliche Ubereinstimmung des Sialylierungsmusters (s. Tab. 11).

Tab. 11: Verteilung sialylierter Strukturen bezogen auf die Gesamtglykane.

biantennar +/- fuc | triantennar +/- fuc | tetraantennar +/- fuc | tetraantennar+
[%] [%] [%] repeats +/- fuc [%]
Kontr. | Vitamin B6 | Kontr. | Vitamin B6 | Kontr. | Vitamin B6 | Kontr. | Vitamin B6
Mangel Mangel Mangel Mangel
AO| 0,8 0,6 - - - - - -
A1 7 8 1 1 - - - -
A2| 25 23 8 7 - - - -
A3| 14 16 6 6 - - - -
A4 6 6 7 7 2 2 2 2
A5 - - 4 4 3 3 2 2
A6 - - 1 1 2 3 0,5 0,7




