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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die N-Glykosylierung von Proteinen ist eine wichtige und hiufig vorkommende,
co-translationale Modifikation mit fundamental-biologischer Relevanz. Sie beeinflusst eine
Vielzahl an Eigenschaften von Proteinen, so z. B. deren Stabilitét, Sekretion, Protein-Protein
Wechselwirkungen ~ und ihre immunogene  Aktivitit. Veridnderungen im
Glykosylierungsmuster korrelieren héiufig mit der Entstehung einer Vielzahl von Er-

krankungen, einschlieflich Krebs.

Gegenwirtig ist die Probenaufarbeitung fiir eine Hochdurchsatzanalyse von N-Glykanen nicht
etabliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine robotergestiitzte Hochdurchsatzmethode im
96-well-Plattenformat entwickelt. Der Roboter ermdglicht die Behandlung von N-Glykanen
mit PNGase F, die Entfernung der Sialinsduren und die Derivatisierung des GIcNAc am
reduzierenden Ende mittels APTS. Es kdnnen Proteine in Losung, isolierte Glykoproteine aus
SDS-PAGE-Gelen oder komplettes Blutserum verwendet werden. Eine Kombination von
MALDI-TOF-MS und Kapillarelektrophorese (CE) wurde zur Analyse der N-Glykane er-
probt. Erstmalig gelang die kapillarelektrophoretische Auftrennung und Identifikation der
zwel triantennéren Isomere mit der GlcNAc(B1-4)Man(a1-3)Man und
GlcNAc(B1-6)Man(al-6)Man Antenne. Der neuartige Prozess wurde fiir die Suche nach
potenziellen Biomarkern fiir das Ovarialkarzinom angewandt. Zehn Glykoproteine, isoliert
aus 2D-Gelen und N-Glykane aus Blutserum, wurden analysiert. Die N-Glykane wurden mit
PNGAse F abgespalten und mittels MALDI-TOF-MS und CE untersucht. Das
digalactosylierte biantennire core-fucosylierte N-Glykan, die triantennire Grundstruktur mit
der GlcNAc(B1-6)-Variante an der dritten Antenne, das tetragalactosylierte tetraantennire
N-Glykan mit einer antennidren Fuc und das tetragalactosylierte tetraantenndre N-Glykan mit

drei antenndren Fuc wurden als potenzielle Biomarker identifiziert.

Weiterhin wurde eine Eintopfreaktion fiir die Detektion von O-Glykosylierungsstellen
etabliert. Ein Biotin-Thiol-Reagenz wurde mittels Festphasensynthese am Cysteamin
synthetisiert. Glycin und PEG wurden zur Verbesserung der Wasserloslichkeit eingefiihrt. Zur
Detektion der O-Glykosylierungsstellen wurden die O-Glykane des Modellproteins Fetuin
(FETUA) durch B-Eliminierung entfernt. Das entstandene Michael-System reagierte mit der
Thiol-Gruppe des Biotin-Thiol-Reagenz. Uber eine Avidin-Chromatographie und sich an-
schlieBende massenspektrometrische Untersuchungen konnten O-glykosylierte Peptide
isoliert und identifiziert werden. Die Verwendung von zwei Biotin-R-SH Reagenzien mit

unterschiedlicher Masse erleichterte die Identifikation O-glykosylierter Peptide.
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Abstract

2 Abstract

N-glycosylation of proteins is an important and frequently occuring co-translational modifica-
tion. Glycans affect a number of proteins properties including stability, secretion, protein-
protein interactions and immunogenicity, and are therefore of fundamental biological relev-
ance. Changes in the glycosylation pattern are often associated with the development of a va-

riety of diseases such as cancer.

So far limitations in sample preparation hamper high-throughput analysis of glycans. In this
study, a robot-aided 96-well plate high-througput method has been developed. The robot al-
lows the release of N-glycans using PNGase F, the removal of sialic acids and the derivatiza-
tion of reducing GIcNAc using APTS. It can handle recombinant glycoproteins in solution,
glycoproteins from SDS-PAGE gels as well as serum. A combination of mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) and capillary electrophoresis (CE) was used to analyze N-glycans. For the
first time, separation and identification of the isomers of triantennary N-glycans, namely with
GlcNAc(B1-4)Man(al1-3)Man and GlcNAc(B1-6)Man(al-6)Man antennae were shown by
CE. The novel process was used to search for potential ovarian cancer biomarkers. Ten glyco-
proteins were isolated from 2D-gels and analyzed as well as N-glycans from serum. N-glycans
were cleaved using PNGase F and analyzed by MALDI-TOF-MS and CE. The core-
fucosylated digalactosylated biantennary N-glycan, the triantennary N-glycan carrying a
GlcNAc(B1-6) on the third antenna, the tetragalactosylated tetraantennary N-glycan bearing
one antennary fucose and the tetragalactosylated tetraantennary N-glycan bearing three anten-

nary fucoses were identified as potential biomarkers.

Furthermore, a one-pot reaction for the detection of O-glycosylation sites has been estab-
lished. A biotin-thiol reagent was produced by solid phase synthesis using cysteamine. Gly-
cine and PEG as groups conferring water solubility were introduced. For the detection of
O-glycosylation sites O-glycans from the model protein fetuin were removed by B-
elimination. The resulting Michael-System reacts with the thiol group of the biotin-thiol rea-
gent. O-glycosylated peptides were isolated and identified using avidin-chromatography and
mass spectrometry. The use of two biotin-R-SH reagents with different masses improved the

identification of O-glycosylated peptides.
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3 Einleitung
3.1 Das Glykom

Die meisten Menschen verstehen Zucker in erster Linie als ein Grundnahrungsmittel und
somit als den siiBen Begleiter des Lebens. Die Wissenschaft betrachtete Zucker lange Zeit
vorrangig als Energiespeicher, strukturelles Material oder als ,,Dekoration® der Zelloberfldche
(Schmidt 2002; Berg et al. 2003). Mit dem wachsenden Forschungsfeld der Glykobiologie
konnte die Beteiligung von Zuckern an fast allen biologischen Abldufen wie der Protein-
faltung und Stabilitdt, der Differenzierung von Zellen und der Signaltransduktion nach-

gewiesen werden (Vanderschaeghe et al. 2010a).

Als Glykom wird die Gesamtheit aller Glykane eines Organismus, einer Zelle oder Korper-
fliissigkeit zu einem genauen Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen bezeichnet. Die Er-
forschung des Glykoms stellt fiir die Wissenschaft eine groBe Herausforderung dar, da
Glykanstrukturen nicht linear aufgebaut sind. Aufgrund seiner reaktiven Hydroxylgruppen
kann ein Monosaccharid mehrere Verkniipfungen bilden. Aus zwei verschiedenen Hexosen
lassen sich 16 verschiedene Disaccharide konstruieren und aus drei verschiedenen Hexosen
bereits 81 Trisacccharide. Monosaccharide liegen in der Natur nicht als Kette vor, sondern in
Furanose- und  Pyranoseringen, welche in zwei  verschiedenen anomeren
Konfigurationen vorkommen. Die Glykanstrukturen sind im Gegensatz zu Proteinen nicht
direkt durch die DNA codiert. Das Genom codiert fiir Enzyme, die die Monosaccharide
synthetisieren, aktivieren und mit ihrem Zielprotein verbinden (Abbildung 3-1) (Schmidt
2002; Lottspeich and Engels 2006; Varki et al. 2009). 1 % der ca. 30000 humanen Gene
codiert fiir Enzyme, die in die Glykosylierung involviert sind (Roest Crollius et al. 2000;
Schmidt 2002; Varki et al. 2009).

DNA
RNA
Enzyme Enz'yme Enzyme Enziyme Protfinc
Fette : Saccharide | §
Glykolipide Glykoprotein

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Entstehung des Glykoms.

3.2 Glykosylierungen

Glykosylierungen sind co- und posttranslationale Modifikationen, welche sich durch ihre Ver-

kniipfungsarten zu Fetten oder Proteinen unterteilen. Bei den Glykoproteinen sind die
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Glykane  N-glykosidisch iiber N-Acetyl-D-glucosamin  (GIcNAc) am  Asparagin,
O-glykosidisch an Serin und Threonin oder iiber das Phosphat eines Phosphoserins gebunden.
C-glykosidische Verkniipfungen erfolgen liber Mannose (Man) am Tryptophan. Proteoglykane
sind Proteine die lange lineare Glykane tragen, welche O-glykosidisch am Serin iiber Xylose
gebunden sind. Die Glykane bestehen aus einer Tetrasaccharidsequenz, an die sich ein
wiederholendes Disaccharid aus Glykosaminoglykanen anschlieBBt. Glykosphingolipide sind
Glykolipide, bei denen die Glykane iiber Glucose (Glc) oder Galactose (Gal) mit der
Hydroxylgruppe des Ceramids verbunden sind. Der Glykosylphosphatidylinositol-Anker ist
ein Glykolipid, das mit dem C-Terminus eines Proteins verbunden ist und somit eine Briicke
zwischen Protein und Lipid bildet (Abbildung 3-2) (Haynes 1998; Varki et al. 2001; Varki et
al. 2009). Eine sehr seltene Verkniipfungsart ist die S-glykosidische Bindung an Cystein
(Stepper et al. 2011).

Glykosylphosphatidylinositol

< 45
(GPI)-Anker ] ¢ Dermatansulfat
G@ POI LG Glykoproteine
-Glykan YKOp
L S
GalNAc[] O
GleNAc [l |
Gal O pE;Iz-CH?NH N-Glykan
aic @ %
POy4
Men$9 cnjz -CHy-CH, \\ O-Glykane

Fuc A
i * 0=C C=0
NeusAc |  Membran Gaaa s
GlcA Q Cytosol —
ldoA & =8 0-GleNAc
Glykoproteine
Abbildung 3-2: Glykosylierungen in tierischen Zellenr(adaptlert nach Varki et al. 2009)

W

3.2.1 N-Glykane

Beim Menschen bestehen die N-Glykane hauptsédchlich aus den Monosacchariden Man, Gal,
Fucose (Fuc), GlcNAc und N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac). Allen N-Glykanen gemeinsam
ist eine Pentasaccharid-core-Struktur aus zwei GlcNAc und drei Man, wobei das reduzierende

Ende des GIcNAc mit dem Amidstickstoff des Asparagins verkniipft ist. Aufgrund der Ver-
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bindung von Protein und Glykan iiber ein Stickstoffatom wird diese Klasse als N-Glykane
bezeichnet. Es werden drei Typen von N-Glykanen unterschieden, der High-Mannose-,
Komplex- und Hybrid-Typ. Beim High-Mannose-Typ sind beide Mannosereste der core-
Struktur ausschlieBlich mit Man besetzt. Komplexe Strukturen tragen GlcNAc an den Man
der core-Struktur, auf welche dann Gal und Sialinséuren folgen kénnen. Der Hybrid-Typ ver-
bindet die beiden anderen N-Glykan-Varianten miteinander. Monosaccharide konnen sich
mannigfaltig miteinander verbinden. Aufgrund des prinzipiell einheitlichen Grundaufbaus ist
die Anzahl der moglichen N-Glykan-Strukturen jedoch reduziert (Abbildung 3-3) (Berg et al.
2003; Lottspeich and Engels 2006; Varki et al. 2009).

core-Strukturen

high-Mannose Typ komplexer Typ Hybrid-Typ

al,6
Abbildung 3-3: Die drei Grundtypen von N-Glykanen (oben). Schematische Darstellung einiger Ver-
kniipfungsarten von komplexen N-Glykanen. In den Klammern stehen die selteneren Bindungsarten
(unten).

N-Glykane bendtigen die Konsensussequenz Asn Xxx Ser/Thr (Xxx = beliebige Aminosaure
aufler Prolin) in der Proteinkette, um sich mit dem Asparagin zu verbinden, wobei aber nicht
alle potenziellen Glykosylierungsstellen genutzt werden. Der Ablauf der N-Glykosylierung
von Proteinen wird in drei Schritte unterteilt: die Synthese des Vorlaufer-Oligosaccharids, die
Ubertragung des Vorldufer-Oligosaccharids auf das Protein und die Bearbeitung des Vor-
laufer-Oligosaccharids zum endgiiltigen N-Glykan. Die Synthese des Vorldufer-
Oligosaccharids beginnt mit der Verkniipfung eines GlcNAc mit dem Dolicholphosphat.
Dieses Lipid ist zu Beginn der Synthese auf der cytosolischen Seite der Membran des rauen
Endoplasmatischen Retikulums (ER) verankert. Das erste GIcNAc wird um ein GlcNAc und
fiinf Man verldngert, bevor die Zuckerkette durch eine unbekannte Flippase auf die andere

Seite der Membran in das Lumen des ER wechselt. Durch die Ankniipfung von vier weiteren
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Man und drei Glc wird das Vorlaufer-Oligosaccharid (GlcsMangGIcNAc;) vervollstandigt.
Die Monosaccharide, die fiir die Verlingerung notwendig sind, werden durch ein
Dolicholphosphat in das Lumen des ER transportiert. Im zweiten Schritt wird das Vorldufer-
Oligosaccharid durch den membrangebundenen Enzymkomplex Oligosaccharyltransferase an
das Protein cotranslational iibertragen. Das entstehende Protein wéchst in das Lumen des ER
und wird dort mit dem ersten GIcNAc des Vorlaufer-Oligosaccharids am Asparagin
N-glykosidisch verkniipft (Abbildung 3-4) (Taylor and Drickamer 2003; Kamerling et al.
2007; Varki et al. 2009).

J
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Man-1-P
CDG-b TCDG"a

Gle-6-P —>Fruc-6-P—>Man-6-P

GlcgMangGlecNAc,
Abbildung 3-4: Synthese des Vorliufer-Oligosaccharid Gle;ManyGlecNAc, im ER am Dolicholphosphat
(adaptiert nach Varki et al. 2009).

Im dritten Schritt werden die ersten beiden Glc am nicht reduzierenden Ende des Vorldufer-
Oligosaccharids abgespalten. Das entstandene Glykan Glc;ManyGlcNAc wird von den
Chaperonen Calnexin und Calreticulin erkannt und unterstiitzt die Faltung. Wird die letzte Glc
vor der richtigen Faltung des Proteins abgespalten, kann eine Glucosyltransferase das Oligo-
saccharid mit einer neuen Glc verkniipfen und die Faltung erneut initiieren. Bei korrekter
Faltung wird eine Man abgespalten und das Protein gelangt in den Golgi-Apparat, wo die
weitere Prozessierung der N-Glykane durch Glykosidasen und Glykotransferasen erfolgt. Die
endgiiltige Glykosylierung hingt von der Bereitstellung der einzelnen aktivierten Mono-
saccharide, dem Zielprotein und der Aktivitit der Transferasen in der jeweiligen Zelle ab

(Abbildung 3-5) (Taylor and Drickamer 2003; Kamerling et al. 2007; Varki et al. 2009).
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Abbildung 3-5: Prozessierung der N-Glykane im ER und Golgi-Apparat (adaptiert nach Varki et al. 2009).

3.2.2 O-Glykane

Die O-Glykosylierung erfolgt posttranslational im Golgi-Apparat durch die sukzessive Ver-
kniipfung von Monosacchariden. Es gibt kein einheitliches Vorldaufer-Oligosaccharid und
keine bisher bekannte Konsensussequenz. Es gibt mehrere Transferasen, die Glykane mit dem
Protein O-glykosidisch verkniipfen. O-Glykane sind weniger verzweigt als N-Glykane, haben
aber eine hohere Strukturvielfalt in der Reihenfolge ihres Aufbaus. Eine hiufige
O-glykosidische ~ Verbindungsart in  Wirbeltierproteinen  ist das  o-verkniipfte
N-Acetyl-D-galactosamin (GalNAc). Weiterhin sind O-glykosidisch-verkniipfte Fuc, Man,
Gal, Glc, Xylose und GlcNAc bekannt. Das a-verkniipfte GaINAc vom Muzin-Typ besitzt
acht core-Strukturen (Tabelle 3-1) (Taylor and Drickamer 2003; Varki et al. 2009).

16



Einleitung

Tabelle 3-1: core-Strukturen des a-verkniipften GalNAc vom Muzin-Typ

Struktur
core 1 Gal(B1-3)GalNAcaSer/Thr
core 2 GlcNAc(B1-6)[Gal(B1-3)]GalNAcaSer/Thr
core 3 GlcNAc(B1-3)GalNAcaSer/Thr
core 4 GIcNAc(B1-6)[GIcNAc(B1-3)]GalNAcaSer/Thr
core 5 GalNAc(al-3)GalNAcaSer/Thr
core 6 GlcNAc(B1-6)GalNAcaSer/Thr
core 7 GalNAc(al-6)GalNAcaSer/Thr
core 8 Gala(1-3)GalNAcaSer/Thr

3.2.3 Diversitiat und Anforderungen an die Analytik

Die Glykane unterscheiden sich zwischen einzelnen Molekiilen des gleichen Proteins. Der
Unterschied in derselben Glykosylierungsstelle wird als Mikroheterogenitidt und der Unter-
schied des gesamten Glykanprofils eines Proteins als Makroheterogenitit bezeichnet. Bei den
N-Glykanen werden etwa 30 % der potenziellen Glykosylierungsstellen genutzt (Varki et al.
2009). Eine Glykosylierungsstelle kann somit mit und ohne Glykan vorkommen. Die
Ribonuclease gibt es zum Beispiel in der nicht-glykosylierten Form als Ribonuclease A und

mit N-Glykanen als Ribonuclease B (RNase B).

Bisher sind mehr als 500 Varianten von N-Glykanen aus Sdugetieren bekannt (Taylor and
Drickamer 2003). Die Glykane sind jedoch nicht spezifisch fiir ein einzelnes Protein. Durch
die Anwesenheit eines bestimmten Glykans kann nicht auf die Komposition des gesamten
Glykanprofils geschlossen werden. Der dynamische Konzentrationsbereich der N-Glykane ist
auBlerdem hoch. Die Diversitit der N-Glykane ist eingrenzbar, wenn Informationen iiber den
Ursprung des Glykoproteins vorhanden sind. Im Laufe der Evolution ist der
Glykosylierungsapparat hoher entwickelter Organismen variantenreicher geworden
(Abbildung 3-6). Einer der wenigen evolutionidren Unterschiede zwischen den Schimpansen
und dem Menschen ist die Fahigkeit N-Glycolylneuraminsdure zu produzieren, dessen Be-

deutung Gegenstand diverser Studien ist (Martin et al. 2005; Varki and Gagneux 2009).
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Abbildung 3-6: speziesspezifische N-Glykosylierung (adaptiert nach Varki et al. 2009).

Die Glykosylierung hidngt aber nicht nur von der Spezies ab, sondern auch davon wie der
genetische Code der Transferasen und anderer Enzyme umgesetzt wird, vom Vorhandensein
von Substraten, der Proteinsequenz des Glykoproteins und anderer duBerer Faktoren. Die
Wahl des Expressionssystems fiir die Herstellung rekombinanter Glykoproteine entscheidet
iiber die Glykosylierung und somit die Funktionalitit. Zelllinien werden nach den ver-
schiedensten Anforderungen optimiert, z. B. nach Sialylierung (Mantey et al. 2001; Bork et al.
2009), core-Fuc (von Horsten et al. 2010) und Glykosylierungsstellen (Sinclair and Elliott
2005) .

Der Einfluss der Proteinsequenz auf die Glykosylierung ist weitestgehend unbekannt. Serum-
proteine aus ein und demselben Organ, wie z. B. der Leber, haben ein unterschiedliches
Glykanprofil, welches aber charakteristisch fiir des jeweilige Protein ist (Anumula 2006;
Saldova et al. 2007; Sarrats et al. 2010). Dasselbe wird beobachtet, wenn verschiedene
Glykoproteine in einer Zelllinie exprimiert werden (Lottspeich and Engels 2006).

Glykosylierungen sind somit spezies-, gewebs-, zelltyp- und proteinspezifisch.
3.3 Verinderung der Glykosylierung bei Krebserkrankungen

Eine Verdnderung der Glykane ist bei vielen natiirlichen und krankheitsbedingten bio-
logischen Prozessen, wie der Entstehung von Krebs, zu beobachten (Fuster and Esko 2005).
Durch die Einfithrung der monoklonalen Antikorpertechnik wurde entdeckt, dass viele Krebs-

antigene (CA, cancer antigen) spezifisch gegen Glykanepitope von Glykolipiden gerichtet
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sind. In vielen Féllen wurde gezeigt, dass die verdnderte Glykanstruktur, die sowohl bei
Tumoren als auch bei der normalen fetalen Entwicklung vorkommt, als onkofetales Antigen
fungiert (Taylor and Drickamer 2003; Varki et al. 2009). Tumorassoziiert auftretende
Strukturverdnderungen der Glykosylierung sind gekennzeichnet durch eine relative Zunahme
an tri- und tetraantennidren N-Glykanen, eine Zunahme an Polylactosaminresten, einem er-
hohten Anteil von GIcNAc(B1-6)Man-Verzweigungen, einem erhohten Gehalt an antennérer
Fuc und Sialinsduren sowie der vermehrten Expression von Lewis-Antigenen. Das Auftreten
einer neuen Glykanvariante ist sehr selten, viel hdufiger wird eine Verdnderung in der Zu-
sammensetzung der exprimierten Glykane beobachtet (Kim and Varki 1997; Dennis et al.
1999b; Dennis et al. 1999a). Die Forschung auf dem Gebiet der krebsassoziierten
Glykosylierung konzentriert sich auf verschiedene Fragestellungen. Es wird versucht, die
Bildung eines Karzinoms mit der verdnderten Glykosylierung zu erkldren und diese fiir
diagnostische und therapeutische Zwecke zu nutzen (Fuster and Esko 2005; Arnold et al.

2008; Varki et al. 2009).

3.3.1 GlcNAc(B1-6)Man-Verzweigungen

Fiir den Aufbau der Antennen von N-Glykanen sind die N-Acetylglucosamin-Transferasen
(GnT) verantwortlich. Aufgrund der Spezifitit der GnT unterliegt der Syntheseweg einer be-
stimmten Reihenfolge. Zuerst werden die biantenndren N-Glykane hergestellt. Diese
biantenndren N-Glykane werden als Substrat von drei GnT genutzt. GnT-1V katalysiert die
GIcNAc(B1-4)Man-Verzweigung am  Man(al-3)Man.  Die  GnT-V  baut  die
GIcNAc(B1-6)Man-Verzweigung am Man(al-6)Man auf. Das triantenndre N-Glykan mit der
GlcNAc(B1-4)-Variante an der dritten Antenne ist im Vergleich zum biantenniren N-Glykan
das bessere Substrat fiir die GnT-V, weshalb der Syntheseweg des tetraantennaren N-Glykans
bevorzugt in der Reihenfolge GnT-1V gefolgt von GnT-V ablauft. Die GnT-III ist fiir die Bio-
synthese des bisecting-GlcNAc verantwortlich. Ein bisecting GlcNAc inhibiert die Gesamt-
heit der GnT (Abbildung 3-7) (Brockhausen et al. 1988; Arnold et al. 2008; Varki et al. 2009).

Ein bekanntes Phidnomen, das hdufig in Verbindung mit einer Krebserkrankung steht, ist der
Anstieg der GIcNAc(B1-6)Man-Verzweigungen durch die erhohte Expression der GnT-V. Als
Beispiele sind Mammakarzinome (Dennis and Lafert¢ 1989), kolorektale (Fernandes et al.
1991), ovariale (Takahashi et al. 2009) und Blasenkarzinome (Ishimura et al. 2006), sowie
maligne Zellen, die von Patienten mit Sézary-Syndrom isoliert wurden (Derappe et al. 1996)
und verschiedene Krebszelllinien (Wojciechowicz et al. 1995; Derappe et al. 1996) bekannt.
Der Effekt auf die Glykosylierung wird beinahe ausschlielich durch die Lektinfirbung mit

19



Einleitung

Phytohemagglutinin-L. (PHA-L) gemessen, was keine Aussage iiber die exakten
Glykanstrukturen liefert. PHA-L hat eine hohe Affinitdt zum B1-6-verkniipften GlcNAc
(Cummings and Kornfeld 1982). Kaneda und seine Kollegen zeigten mit einer Oberfldchen-
Plasmon-Resonanz-Messung, dass das biantenndre N-Glykan in der Assoziationsphase besser
an PHA-L bindet als das tetraantenndre N-Glykan. In der Dissoziationsphase dnderte sich das
Verhalten dramatisch. Das tetraantennidre N-Glykan blieb gebunden und das biantennére

N-Glykan dissoziierte fast vollstindig (Kaneda et al. 2002).

GnT-I al-3 «l-6 a-Mannosidase 1] al-3

B1-2]a1-3 -6 B1-2
B1-4

al-6

B1-4

GnT-11

GnT-V

bevorzugter Weg

GnT-V

Abbildung 3-7: Verzweigung von komplexen N-Glykanen

Die GnT-V ist ein Transmembran-Glykoprotein, das im Golgi-Apparat lokalisiert (Shoreibah
et al. 1993) und durch das Gen magt5 codiert ist. Die Expression dieses Gens kann durch
virale und chemische Karzinogenese erhdht werden. Zelllinien mit erhdhter GnT-V-Aktivitit
weisen meist eine erhohte Metastasierungsneigung auf. Wenn Zelllinien mit cDNA von magt5
transfiziert werden, zeigen sie typische Karzinomeigenschaften, wie z. B. maligne Trans-
formation und erhéhte Kolonieformation auf Agar. Umgekehrt haben magt5-defiziente Mause
eine Reduktion im Wachstum und der Metastasierung eines Mammakarzinoms (Granovsky et
al. 2000). Diese Ergebnisse implizieren eine wichtige Rolle der GnT-V bei der Entwicklung

eines Karzinoms (Dennis et al. 1999b; Dennis et al. 1999a; Varki et al. 2009).
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3.3.2 Polylaktosamine und Sialyl-Lewis"-Strukturen

Bei der Krebsentwicklung geht die erhohte GnT-V-Expression mit einer hoheren Poly-
N-Acetyllaktosaminkonzentration einher (Abbildung 3-8). Die Poly-N-Acetyl-laktosamine
sind bevorzugt am GIcNAc(B1-6 )-verzweigten Arm zu finden und kommen auch bei
O-Glykanen vor (Yousefi et al. 1991; Zhou 2003). Diese Poly-N-Acetyllaktosaminstrukturen
sind vermehrt mit Fucosen (Fuc) und endstindigen Sialinsduren besetzt und bilden die Lewis®
und Sialyl-Lewis™ Strukturen, wie z. B. bei chronisch-myeloischen Leukdmiezellen (Fukuda
et al. 1985), kolorektalen Karzinomen (Saitoh et al. 1992) und murinen Melanomzellen B16-
F1 (Ohyama et al. 1999). Poly-N-Acetyllaktosamine an Glykoproteinen beeinflussen auch die
Lymphozyten- und Makrophagen-Aktivierung. Es wird vermutet, dass Poly-
N-Acetyllaktosamine an N-Glykanen eine exzessive Immunantwort unterdriicken und das
Grundniveau der Immunreaktivitit regulieren (Togayachi et al. 2007).

Poly-N-Acetyllaktosamin

Lewis-Strukturen

a2-3 al-2
Bl1—4 Bl1-4 Bl-4
ol-3 al-3 al-3
LewisX Sialyl-LewisX LewisY
a2-3 al-2
B1-3 B1-3 B1-3
ol—4 ol—4 ol—4
Lewisd Sialyl-Lewis® Lewisb

Abbildung 3-8: Poly-NV-Acetyllaktosamin und Lewis-Strukturen

Eine Sialyl-Lewis™-Struktur besteht aus einer a2-3-verkniipften Neu5Ac zur Gal und einer
a1-3-verkniipften Fuc zum GIcNAc (Abbildung 3-8). Die a2-3 Sialyltransferase-IV ist fiir die
a2-3-verkniipfte NeuSAc verantwortlich. Diese o2-3-verkniipfte NeuSAc ist bevorzugt bei
tri- und tetraantenndren N-Glykanen zu finden (Nemansky et al. 1995). Sechs humane Gene
codieren Enzyme, die flir die ol-3-verkniipfte Fuc verantwortlich sind. Sie werden als
Fucosyltransferase III, IV, V, VI, VII und IX (FucT-III bis VII und FucT -IX) bezeichnet. Alle
haben eine a1-3 Aktivitit, doch FucT-III und FucT-V konnen die Fuc auch al-4 verlinken

(Ma et al. 2006). Sie werden zellspezifisch exprimiert und haben unterschiedliche Substrat-
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affinitdten. Die FucT-VI scheint in der Leber fiir die o1-3-verkniipfte Fuc verantwortlich zu

sein (Brinkman-Van der Linden et al. 1996).

Die Lewis-Epitope Lewis”, Sialyl-Lewis®, Lewis”, Sialyl-Lewis® sind bei Krebserkrankungen
hiufig erhoht. Vor allem die dimeren Formen am Poly-N-Acetyllaktosamin-Riickrad
korrelieren mit einer schlechten Prognose (Itzkowitz et al. 1986; Hoff et al. 1989; Dennis et
al. 1999b). Bei Bauchspeicheldriisenkrebszellen konnte gezeigt werden, dass durch das Aus-
schalten der FucT-1II die Bildung von Sialyl-Lewis™ unterdriickt wird und der metastasen-
bildende Phanotyp verloren geht (Aubert et al. 2000). Die Sialyl-Lewis*-Struktur hat eine
hohe Bindungsaffinitit zu Selektinen. Mit kolorektalen Karzinomzellen konnte eine in-vitro
Bindung an Selektine (Mannori et al. 1995) und eine erh6hte Expression von Sialyl-Lewis™
und Sialyl-Lewis® gegeniiber dem Primértumor im Metastasengewebe nachgewiesen werden

(Hoff et al. 1989; Ogawa et al. 1992).
3.3.3 Verinderung der Blutserumglykoproteine bei Krebs

Eine verdnderte Glykosylierung bei Tumorzellen und —geweben kann fast immer festgesellt
werden. Ob diese Verdnderungen im Blut oder anderen Korperfliissigkeiten nachweisbar und
fiir die diagnostische Beweisfiihrung geeignet sind, wird erst seit Anfang der 90er Jahre ana-
lysiert. Es gibt mehrere Moglichkeiten wie die Glykane von Tumorzellen in Korperfliissig-
keiten gelangen, z. B. durch proteolytisches shedding an der Zelloberfliche, Apoptose oder
Sekretion. Der Tumor selbst kann auch indirekt eine verdnderte Glykosylierung bei der Her-

stellung der Glykoproteine in den gesunden Zellen ausldsen.

Die meisten charakterisierten Verdnderungen im N-Glykom von Blutserum bei Krebspatienten
sind Erh6hungen der Antennaritit und der Lewis™ sowie der Sialyl-Lewis*-Strukturen (Arnold
et al. 2008). Beim Mammakarzinom wurde eine erhéhte Konzentration von Sialyl-Lewis”-
Strukturen sowohl im Gesamtserum als auch bei einigen Serumproteinen festgestellt (Abd
Hamid et al. 2008). Eine Erhéhung der High-Mannose-Strukturen wurde ebenfalls detektiert
(de Leoz et al. 2010). Beim Pankreaskarzinom wurden erhohte Werte fiir die Lewis® und
Sialyl-Lewis®-Strukturen, die Antennaritit und die core-Fuc, insbesondere bei alpha-1-
saurem-Glykoprotein (A1AG) und Haptoglobin (HPT) gefunden (Okuyama et al. 2006;
Miyoshi and Nakano 2008; Sarrats et al. 2010). Vermehrte Lewis”, Sialyl-Lewis™ Strukturen
und Antennaritit im Gesamtserum und bei A1AG, HPT und alpha-1-Antichymotrypsin
(AACT) wurden auch beim Ovarialkarzinom gefunden (Thompson et al. 1992; Saldova et al.

2007). Bei einer weiteren Erkrankung, der Leberzirrhose, wurden erhohte Werte fiir das
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bisecting-GlcNAc gefunden (Callewaert et al. 2004). Beim hepatozelluldren Karzinom
wurden fir Himopexin erhohte Werte von Lewis-Strukuren (Debruyne et al. 2010), fiir
alpha-1-Antitrypsin (A1AT) erhohte Werte fiir core-Fuc (Comunale et al. 2010) und fiir Trans-
ferrin (TRFE) erhohte Werte in der Antenniritit (Yamashita et al. 1989) festgestellt. Bei
diesem Karzinom hat sich die erh6hte core-Fuc am a-Fetoprotein als diagnostischer Marker
durchgesetzt. Gemessen wird der Unterschied mit einem im Jahr 2005 zugelassenen Ver-
fahren der Food and Drug Administration unter Verwendung des Lektins Lens culinaris

Agglutinin (LcH) (Mehta and Block 2008).

Die hier aufgefiihrten Beispiele beruhen meist auf der Glykosylierung von Akut-Phasen-
Proteinen, die nach Albumin und den Immunglobulinen G (IgGs) den groBten Anteil an
Serumproteinen ausmachen. Die Erhohung der Lewis™- und Sialyl-Lewis™-Strukturen tritt
auch bei temporiren und chronischen Entziindungen auf (Arnold et al. 2008). Krebs-
erkrankungen sind andererseits haufig mit einer Akut-Phasen-Reaktion verbunden (Abd-el-
Fattah et al. 1981; Hansen et al. 1987). Viele Krebsantigene, die auf Glykanen beruhen,
kommen nur in geringen Konzentrationen vor. Krebsantigene gelangen von den Tumoren
selbst ins Blut und werden dort stark verdiinnt, was das Auffinden neuer spezifischer Tumor-

marker aus dem Blut erschwert (Sell 1990; Taylor and Drickamer 2003; Arnold et al. 2008).
3.4 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom wird nach der Internationalen Klassifikation der Krankheiten mit ICD-
10 C56 nummeriert. Es ist eine meist bosartige Erkrankung der Eierstocke (Adenokarzinom).
Zusitzlich kann es sich um Tumoren bindegeweblichen Ursprungs, Mischtumoren und
Tumoren aus reifen Keimzellen bzw. embryonalen Zellen handeln. Im Jahre 2006 wurden in
Deutschland 9670 Neuerkrankungen diagnostiziert. 5,7 % aller Krebssterbefélle bei Frauen
entfallen auf das Ovarialkarzinom. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren.
Aufgrund des demografischen Wandels steigt die Anzahl der Neuerkrankungen bei den iiber
70-jahrigen an (Abbildung 3-9). Ungiinstige Faktoren, um an Eierstockkrebs zu erkranken,
sind eine friihe erste Regelblutung, spites Einsetzen der Wechseljahre, Kinderlosigkeit und
fehlende Stillzeit. Dagegen schiitzt die Pille vor Eierstockkrebs. Ein erhdhtes Risiko tragen
Frauen, deren Verwandte ersten Grades Brust- oder Eierstockkrebs hatten, sowie Frauen, die
selbst bereits an Brust-, Gebarmutterkorper- oder Darmkrebs erkrankt sind. Verdnderungen in
den Genen brcal und brca? steigern, wie bei Brustkrebs, das Risiko der Erkrankung. Weitere
genetische Faktoren sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Die Fiinf-Jahres-

Uberlebensrate lag 2004 bei 47 %. Anfang der 80er Jahre lag sie bei nur 34 %. Die Standard-
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behandlung ist zurzeit die operative Entfernung der Eierstocke, Eileiter und Gebarmutter und

eine unterstiitzende Chemotherapie (Robert-Koch-Institut 2006; Robert-Koch-Institut 2010).
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Abbildung 3-9: Altersspezifische Ovarialkarzinom-Erkrankungen in Deutschland in den Jahren 1980,

1990 und 2006 (Robert-Koch-Institut 2006)

Zurzeit wird das Ovarialkarzinom durch Ultraschall, bei dem die GroB3e der Eierstocke ge-
messen wird, und den Serumgehalt vom Krebsantigen-125 (CA-125) diagnostiziert. Der
monoklonale Antikorper gegen das Glykoprotein CA 125 wurde 1983 entwickelt (Bast et al.
1983). CA-125 eignet sich gut zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs, da sich bei 80 % der
Ovarialkarzinom-Patientinnen erhohte Werte im Serum zeigen. Von einem erhdhten Wert wird
ab 35 U/mL gesprochen. Eine Erhoéhung des Grenzwertes auf 65 U/mL ergibt keine ent-
scheidende Verbesserung der diagnostischen Wertigkeit. Trotz der hohen Ubereinstimmung
zwischen CA-125 Wert und klinischem Krankheitsverlauf eignet sich CA-125 nicht zur Friih-
erkennung. Die meisten Ovarialkarzinome werden erst ab dem Stadium drei erkannt. Eine
Fritherkennung wire aber sehr wichtig, da die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate im Friihstadium
iiber 90 % betrdgt und ab Stadium drei und vier auf 30 % sinkt. Unter den bekannten Bio-
markern ist aber keiner, der allein oder in Kombination die gleiche diagnostische Sicherheit
wie CA-125 hat. Deshalb ist es wichtig, neue Biomarker flir die Fritherkennung zu finden
(Meden 1996; Saldova et al. 2007). Ein innovativer Ansatz ist, die Verdnderung des
Serumglykoms im Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom zu untersuchen. Fiir HPT,
AT1AT, alpha-1-Markroglobulin, TRFE, IgGs und Gesamtserum konnten in ersten Unter-
suchungen Veridnderungen der Glykosylierung gezeigt werden. Es wurden dazu meist Lektine
oder eine Monosaccharidanalyse eingesetzt, die keine genauen Aussagen iiber die
Glykanverdnderungen zulassen (Thompson et al. 1992; Turner et al. 1995; Gergel-Taylor et al.
2001; Saldova et al. 2007).
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3.5 Glykoanalytik

3.5.1 Glykoanalytik von Glykoproteinen

Fiir die Glykoanalytik gibt es aufgrund der vielen Glykosylierungsvarianten eine grofle An-
zahl an moéglichen Analysestrategien. Die folgenden Kapitel behandeln ausschlieBlich die

verschiedenen Analysemethoden von Glykoproteinen.

Werden Proteine mit ihren Glykanen vermessen, kann die Glykosylierung einer bestimmten
Position im Protein zugeordnet werden. Die Herausforderung dabei ist, die einzelnen Glyko-
peptide zu erkennen, da sie trotz gleicher Peptidsequenz aufgrund der Mikroheterogenitit
unterschiedliche Massen haben. Glykopeptide und Peptide lassen sich nur schwer chromato-
grafisch voneinander trennen. Eine Aufkonzentrierung und Anreicherung ist hiufig erforder-
lich, da Peptide die Ionisierung der Glykopeptide unterdriicken. Eine Mdglichkeit ist, die
Glykopeptide iiber hydrophile Interaktionschromatographie oder Lektine anzureichern. Bei
diesem Ansatz wird das gesamte Protein untersucht, weshalb eine groBere Probenmenge er-
forderlich ist. Die intakten Glykoproteine konnen auch mit Hilfe von Lektinen oder nach
threm isoelektrischen Punkt (IP), der von den Sialinsduren beeinflusst wird, analysiert
werden. Fiir die Verwendung von Lektinen sind Microarrays erhéltlich, jedoch liefern diese
nur eingeschrinkte Aussagen iiber die einzelnen Strukturen (Harvey 2005; Wuhrer et al. 2007,

An et al. 2009).

Das Abspalten der Glykane vom Protein ist die Standardmethode zur Untersuchung des
Glykanprofils. Fiir die Abspaltung der N-Glykane steht ein universelles Enzym zur Ver-
fiigung, die Peptid-N'-(N-Acetyl-S-glucosaminyl)asparagin-Amidase, kurz PNGase F. Diese
spaltet das gesamte N-Glykan zwischen GIcNAc und Asparagin ab. N-Glykane, die eine aul1-3-
verkniipfte Fuc am asparagingebundenen GIcNAc tragen, sind resistent gegen PNGase F. Ein
zweites Enzym ist die Endo-f-N-Acetylglucosaminidase H, die zwischen den zwei GlcNAc-
Resten der core-Struktur von High-Mannose und Hybrid-Typ-Glykanen spaltet. Eine
chemische Freisetzung der N-Glykane ist mittels Hydrazinolyse moglich. In einer un-
gewollten Nebenreaktion kommt es zur Deacetylierung der N-Acetylgruppen der Glykane, die
spéter reacetyliert werden miissen. Fiir die O-Glykane gibt es aufgrund der vielen core-
Strukturen kein universelles Enzym. Hier ist die B-Eliminierung die Methode der Wahl (sieche
Kapitel 3.6) (Harvey 2005; Lottspeich and Engels 2006; Vanderschaeghe et al. 2010a). Nach
der Abspaltung der Glykane stehen mehrere Messmethoden zur Verfiigung.

25



Einleitung

3.5.2 Massenspektrometrie

In der Glykoanalytik kommen Fast Atom Bombardment Massenspektrometrie (MS), Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization(MALDI)-MS und Elektrospray-lonisation(ESI)-MS
zum Einsatz, die im femtomolaren Bereich messen. Durch Fragmentierung konnen weitere
Strukturaussagen getroffen werden. Ein Nachteil ist, dass Strukturisomere nicht ohne weiteres
unterscheidbar sind. Problematisch sind die stark sauren Sialinsduren der Glykane, da diese
u. a. nicht im Flugzeitmassenspektrometer mit lonenspiegel gemessen werden konnen. Eine
chemische Modifizierung wie die Permethylierung kann dieses Problem 16sen. Durch Perm-
ethylierung mit Methyliodid konnen die freien Hydroxyl-Gruppen in Metylether und die
negativ geladenen Carboxylgruppen in Methylester verwandelt und im positiven Ionenmodus
vermessen werden. Permethylierte Glykane zeigen auferdem meist bessere lonisierungs-
eigenschaften. Nach der Permethylierung sind weitere Markierungen der Glykane am
reduzierenden Ende ausgeschlossen. Grundséatzlich kann eine Markierung am reduzierenden
Ende fiir eine bessere lonisierung der Glykane eingesetzt werden (Abbildung 3-10) (siehe
Kapitel 3.5.4.) (Harvey 2005; Hillenkamp and Peter-Katalini¢ 2007; Vanderschaeghe et al.
2010a).

3.5.3 HPAEC-PAD

Eine weitere Moglichkeit, nicht markierte Glykane zu untersuchen, ist die High Performance
Anion Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD). Im
Vergleich zur Massenspektrometrie sind grof3ere Probenmengen, von nmol bis pmol erforder-
lich, allerdings konnen Strukturisomere voneinander getrennt werden. Bei dieser Methode
wird ausgenutzt, dass Monosaccharide Polyhydroxyverbindungen sind. Diese Hydroxyl-
gruppen sind schwache Sduren mit einer Ionisierungskonstante von 10™'? bis 10™* mol/L. Bei
einem pH-Wert grofer 13 lassen sich die Glykane daher aufgrund ihrer negativen Ladungen
trennen. Sialinsduren bewirken aufgrund ihrer sauren Natur eine deutliche Verldngerung der

Retentionszeit (Lottspeich and Engels 2006; Vanderschaeghe et al. 2010a).
3.54 HPLC

Durch klassische HPLC lassen sich Glykane und Strukturisomere trennen. Fiir die Detektion
werden die Glykane am reduzierenden Ende durch reduktive Aminierung mit UV- oder
fluoreszenzaktiven Gruppen markiert (Abbildung 3-10). Bei der Reaktion bildet sich im
sauren Milieu am reduzierenden Ende die offenkettige Form des Glykans. Das dabei ent-

stehende Aldehyd reagiert mit einem primiren Amin zu einem Imin (Schiffsche Base). Dieses
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wird durch das starke Reduktionsmittel Natriumcyanoborhydrid zum sekundiren Amin
reduziert (Abbildung 3-11) (Dalpathado et al. 2005; Anumula 2006). Neben der besseren De-
tektion konnen durch die Markierungsgruppe gleichzeitig aromatische Gruppen eingefiihrt
werden, wodurch die Hydrophobizitit der Glykane so stark erhoht wird, dass sie mit einer
Umkehrphasen-HPLC getrennt werden konnen. Die markierten Glykane werden oft durch
eine 2D-HPLC analysiert. Eine Moglichkeit zur 2D-HPLC ist, die Glykane erst nach ihrer
Ladung an einer schwachen Anionenaustauschersdule zu trennen und zu fraktionieren.
Danach werden die Sialinsduren abgespalten und die desialylierten Glykane nach ihrer
Hydrophobizitdt mittels einer hydrophilen Interaktionschromatographie oder Umkehrphasen-
HPLC getrennt. Die Chromatogramme konnen mit einer Datenbank {iber die Glucoseein-
heiten eines Standards verglichen werden. Fiir 2-Aminobenzamid-markierte Glykane ist es die
,»QGlycoBase* Datenbank (http://glycobase.nibrt.ie/). Es gibt auch Beispiele, bei der eine 3D-
HPLC eingesetzt wird (Takahashi 1996; Rudd et al. 1997; Campbell et al. 2008;
Vanderschaeghe et al. 2010a).

Na' (I)
0=S8=0

0
N o) 0 HoN O g7
) LS 5o
= HoN HO 0 =
HyN HyN Na

O:SI:O
- +
2-Aminopyridin 2-Aminobenzamid 2-Aminobenzoesdure O Na
(Anthranilsédure) Trinatrium-
2-AP oder 2-PA 2-AB 2-AA 8-Aminopyren-1,3,6-trisulfonat
HPLC und MS HPLC und MS HPLC, MS und CE APTS

CE
Abbildung 3-10: Strukturen von oft verwendeten Markierungsreagenzien fiir die reduktive Aminierung,
ihre Abkiirzungen und ihre Anwendungsfelder in der Glykoanalytik
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Bildung des offenkettigen GIcNAc¢

R, OH R, OH
\ i \0 OH
HO \ﬂnH == HO —0
NIT
0:< ():<
CHj CHj

Bildung des Imin

OH

Rl
OH H
N diti \-
HO =0 I\ll—]] Addition 6 () /”
\’/l | N+
R»> \H

CH3 ([[5

ﬂ

Deprotonierung am N
Reprotonierung am O

OH

Rq Ry
\U OH Eliminierung von \O OH _
- Wasser Ot
HO '\\‘Rz - HO e

NH -H,0 NH /7\/
0 0 Ry

R, OH R, OH
~o OH 0 OH
HO — Q\R NaBHaCH HO Q\"’”
NII ¢ N R,
O O
Cl3 Cll3
R = Glykanrest Ry = fluoreszenzaktive Gruppe

Abbildung 3-11: Reduktive Aminierung von N-Glykanen mit aminhaltigen Fluoreszenzmarkierungen

3.5.5 Kapillarelektrophorese

Bei der Kapillarelektrophorese (CE) werden die Analyten im elektrischen Feld nach ihrer
Mobilitdat getrennt. Die Mobilitdt des Analyten wird durch seine Ladung und dessen
Stokesschen Radius beeinflusst. Mit dieser Methode konnen Strukturisomere voneinander
getrennt werden. Detektiert wird direkt durch die Kapillare, je nach Anwendung auf der
Kathoden- oder Anodenseite. Durch den Innendurchmesser von 50-100 um haben die
Kapillaren einen hohen elektrischen Widerstand. Kleinste Volumina von 1-50 nL kénnen in
kiirzester Zeit getrennt werden. Fiir eine gleichméBige Trennung ist die Kiihlung der Kapillare
zwingend notwendig. Der elektroosmotische Fluss, der durch die Dissoziation der Silanol-
gruppen entsteht, hat einen Einfluss auf die Trennung. Die negative Ladung der Silanol-

gruppen an der Glaswand ist ortsgebunden, die positiven Ladungen an der Losemittelauf3en-
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seite werden von der Kathode angezogen. Durch die diinne Kapillare wird dabei die gesamte
Fliissigkeit in Richtung Kathode transportiert. Der elektroosmotische Fluss ist vom pH-Wert
abhingig. Im basischen Milieu kann er so groB3 werden, dass selbst Anionen zur Kathode
transportiert werden. Bei der Glykoanalytik stort diese Eigenschaft, weshalb die Kapillar-
innenseite mit einem Polymer beschichtet wird, was eine Reduzierung des elektroosmotischen
Flusses zur Folge hat. Geladene Glykane konnen auch ohne zusétzliche Markierung mittels
CE getrennt werden. Sie werden dann anhand der UV-Absorption bei 190-210 nm gemessen
(Lottspeich and Engels 2006; Vanderschaeghe et al. 2010a). StandardméBig werden Glykane
mit negativ geladenen und fluoreszenzaktiven Gruppen markiert (Abbildung 3-10), da sich
dann auch neutrale Glykane im elektrischen Feld trennen. Durch die Fluoreszenzmarkierung
ist eine empfindlichere Messung moglich. Die zusdtzlichen negativen Ladungen der
Sialinsduren fithren zu einer Migrationszeitverkiirzung und einer Verschlechterung der Auf-
16sung, weshalb sie oft abgespalten werden. Fiir die Auswertung der Elektropherogramme
sind zur Zeit keine zentralen Datenbanken vorhanden. Jedes Labor muss seine eigene Daten-
bank anlegen. Die Glykanstrukturen werden durch Massenspektrometrie und Enzym-
behandlungen bestimmt und konnen spéter iiber ihre Mobilitdt identifiziert werden. Die
Mobilitdt wird iiber einen internen Standard berechnet. Als vorteilhaft hat sich ein interner
Standard bewihrt, der den gesamten Messbereich abdeckt. Dieser fluoresziert bei einer
anderen Wellenldnge als die Fluoreszenzmarkierung der Glykane. Ein Hochdurchsatz ist ohne
weiteres moglich, da fiir diese Technik ein DNA-Sequenzer mit 96-Kanal-System genutzt

werden kann (Callewaert et al. 2001; Schwarzer et al. 2008).

3.5.6 Zusammenfassung Glykoanalytikmethoden

In der folgenden Tabelle sind die Vor- und Nachteile der glykoanalytischen Methoden zu-

sammengefasst.

Tabelle 3-2: Vor- und Nachteile der glykoanalytischen Methoden; modifiziert nach (Vanderschaeghe et al.
2010a)

Elﬁlﬁf(i;(ti- Vorteile Nachteile
Kapillarelektrophorese
» Hochdurchsatz
pmol- » kurze Analysenzeit » Markierung ist notig
fnol » hoher dynamischer Bereich » keine Datenbank
» Trennung von Isomeren » Kopplung mit MS schwierig

» kleines Probenvolumen
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Empfind- . .
lichkeit Vorteile Nachteile
MALDI-TOF-MS
» hohe Anschaffungskosten
» empfindlich gegeniiber Ver-
» hohe Auflosung un.remlgungen
pmol- . ] . » keine Trennung von Isomeren
» keine Markierung notig . . .
fmol » chemische Modifikationen werden
> Hochdurchsatz .
zur Verbesserung der lonisierung und
zur Stabilisierung von labilen Modi-
fikationen benotigt
ESI-MS
» hohe Anschaffungskosten
» hohe Auflosung » empfindlich gegeniiber Ver-
| » keine Markierung notig unreinigungen
mol-
pf | » sanfte lonisierung, ldsst labile Modi- > keine Trennung von Isomeren (ohne
mo
fikationen intakt CE und LC)
» Kopplung mit CE und LC moglich > komplexe Daten
» Durchsatz kleiner als beim MALDI
HPAEC-PAD
i ) » Messsignal abhédngig von der Natur
» hoher dynamischer Bereich
nmol- der Glykane
» Trennung von Isomeren . .
pmol ) ) . » zeitaufwendig
» keine Markierung notig ) o
» Nebenreaktionen moglich
HPLC
» hoher dynamischer Bereich . L
» kleiner bis mittlerer Hochdurchsatz
pmol- » Trennung von Isomeren . . . .
. » Markierung fiir gute Detektion notig
fmol » Datenbank verfligbar

» Kopplung mit ESI moglich

» zeitaufwendig

3.6 Detektion O-Glykosylierungsstellen

Die Vorhersage einer O-Glykosylierungsstelle ist schwierig, da O-Glykane, im Gegensatz zu

N-Glykanen, keine Konsensussequenz haben. Zusitzlich wird die Analyse erschwert, weil

kein universales Spaltenzym vorhanden ist. Die B-Eliminierung mit Basen ist eine Methode,

um O-Glykane vom Proteinriickgrat zu trennen (Rademaker et al. 1998; Hanisch et al. 2001).

Mit derselben Reaktion konnen auch Phosphorylierungen von Serin oder Threonin entfernt

werden (Byford 1991; Rusnak et al. 2004). Das dabei entstehende Michael-System kann fiir

die Detektion von O-Glykosylierungs- und Phosphorylierungsstellen genutzt werden (Oda et

al. 2001).
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Bei der B-Eliminierung von O-Glykanen kommen mehrere sanfte Basen zum Einsatz.
Allerdings kann ein Abbau von Proteinen nicht vollstindig ausgeschlossen werden (Hanisch
et al. 2001). Bei der Verwendung von Ammoniak, Methylamin, Ethylamin und Dimethylamin
wirken diese Reagenzien gleichzeitig als Base fiir die B-Eliminierung und Nukleophil fiir die
Michael-Addition. Das Produkt der Michael-Addition weist einen Massenunterschied zum
nicht-glykosylierten Serin oder Threonin auf, bei Ammoniak -1 Da, bei Methylamin +13 Da,
bei Ethyl- und Dimethylamin +27 Da (Abbildung 3-12). Diese Verdnderung kann im Massen-
spektrum durch Fragmentierung einer Aminosdure zugeordnet werden. Die aliphatischen
Amine zeigen eine effiziente Additionsreaktion, doch eine selektive Anreicherung der
markierten Peptide aus einem komplexen Gemisch ist nicht mdglich (Rademaker et al. 1998;

Hanisch et al. 2001; Hanisch et al. 2005; Zheng et al. 2009).

oH NI, N IINJ ~N
ner nsz nzwf nzwf nzwf
HO” O HO™ O HO” O HO” 0 HO™ 0

Serin -1 Da +13 Da +27 Da +27 Da

Abbildung 3-12: Serin und die Produkte der B-Eliminierung und Michael-Addition mit Ammoniak und
aliphatischen Aminen vom O-glykosylierten Serin

Bei den Phosphoproteinen werden z. B. Barium- und Natriumhydroxid zur B-Eliminierung
verwendet. Fiir eine anschlieBende Michael-Addition werden verschiedene Nukleophile, die
wie bei den O-Glykanen einen Massenunterschied erzeugen, eingesetzt (Mega et al. 1990;
Rusnak et al. 2004). In einem komplexen Gemisch oder einer unbekannten Probe sind diese
nur sehr schwer zu erkennen. Deshalb entwickelten Oda et al. (2001) und seine Kollegen ein
System zur Anreicherung der phosphorylierten Peptide. Durch Lithiumhydroxid werden die
Phosphate von Serin oder Threonin abgespalten und das entstandene Michael-System reagiert
mit 1,2-Ethandithiol. Das Protein wird durch Acetonfillung gereinigt, wieder gelost und mog-
liche Disulfidverbindungen werden reduziert. Die freien Thiole reagieren im nichsten Schritt
mit einem Biotin-Maleimid. Uber das Biotin werden die markierten Proteine oder Peptide
isoliert und die Sequenz im ESI-MS/MS bestimmt (Oda et al. 2001). Theoretisch ist diese
Reaktion auch auf O-Glykane {ibertragbar. Das Verfahren &hnelt der Isofope-
coded affinity tag-Technologie (ICAT) (Shiio and Aebersold 2006).

Die Geschwindigkeit der B-Eliminierung und die anschlieBende Michael-Addition verlaufen
in der Summe zwischen Serin und Threonin unterschiedlich. Phosphoryliertes Serin reagiert

ca. 20-mal schneller als phosphoryliertes Threonin. Das O-glykosylierte Serin wird zwei- bis
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dreimal schneller umgesetzt als das O-glykosylierte Threonin. O-Glykane werden zudem
langsamer umgesetzt als phosphorylierte Proteine. Bei der B-Eliminierung ist die Phosphor-
sdure eine bessere Abgangsgruppe als das Halbacetal des O-Glykans. Beim Threonin fiihrt die
zusitzliche Methylgruppe zu einem Michael-System, was 1im Vergleich zum
korrespondierenden Serin-Produkt, langsamer mit dem Nukleophil reagiert. (Mega et al.
1990; Byford 1991; Zheng et al. 2009). Da zwischen dem O-glykosylierten Serin und
Threonin der Reaktionsgeschwindigkeitsunterschied kleiner als bei den phosphorylierten
Varianten ist, ist bei den Glykoproteinen die B-Eliminierung der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt. Thiole reagieren mit dem Michael-System um ein Vielfaches schneller
als Amine. Amine sind schwache Nukleophile im Vergleich zu dem sich unter diesen

basischen Bedingung bildenden Thiolat.

Bei Veroftentlichungen mit phosphorylierten Proteinen wird oft nur theoretisch beschrieben,
dass das System fiir O-Glykane genauso funktioniert. Bei O-Glykanen wird ausschlielich mit
synthetischen oder isolierten Peptiden gearbeitet. Ein Beweis, dass das System auch in einem

komplexen Gemisch funktioniert, konnte nicht erbracht werden.
3.7 Automatisierung

Die Laborautomatisierung begann Anfang der 80er Jahre mit der Entwicklung der computer-
gestiitzten Mess- und Regeltechnik. Ein weiterer wichtiger Schritt war die Erfindung des
Roboterarms und des Pipettiersystems, das als [liquid-handling bezeichnet wird. Die
Diagnostik in Krankenhdusern und die pharmazeutisch-chemische Industrie waren an Auto-
matisierungsverfahren zur Wirkstoffsuche und —erforschung interessiert. Im Life-Sciences-
Bereich war die Genomsequenzierung der initiale Anstol zur Laborautomatisierung. Es
folgten Proteomik und Zellkultur (Boyd 2002; Chapman 2003; Labonté¢ 2010). 2009 wurde
ein Roboter namens ,,Adam* vorgestellt, der menschenunabhéngig zu wissenschaftlichen Er-
kenntnissen gelangte (King et al. 2009). Roboter kénnen die Innovationsfdhigkeit von
Forschern jedoch nicht ersetzen. Nicht zu vergessen, dass der Zufall schon oft zu neuen Ent-

deckungen gefiihrt hat.

Die Automatisierung der Glykoanalytik steht am Anfang ihrer Entwicklung. Sie orientiert sich
an der Proteomik, wo bereits Komplettsysteme erhiltlich sind (Suckau et al. 2003; Jahn et al.
2006; Martin et al. 2008). Bisher publizierte Ansitze basieren auf dem 96-well Format. Eine
Idee ist, die Glykoproteine an eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran zu binden. An
dieser PVDF-Membran wird das Glykoprotein reduziert, alkyliert, die Membran geblockt und
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die N-Glykane mit PNGase F abgespalten. Danach werden die Glykane im MALDI ver-
messen oder markiert und dann mit Hilfe der Massenspektrometrie, HPLC oder CE unter-
sucht. Ein anderer Ansatz ist, die Glykoproteine in einem Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese(SDS-PAGE)-Gel mit PNGase F zu behandeln und dann zu
analysieren (Papac et al. 1998; Royle et al. 2008; Ruhaak et al. 2008; Kim et al. 2009). Es
wird auch vorgeschlagen, statt eines normalen ein schmelzbares SDS-PAGE-Gel zu ver-
wenden, um die Zugénglichkeit zu den Glykoproteinen zu verbessern (Callewaert et al. 2002).
Alle Veroftentlichungen zeigen Protokolle, die roboterkompatibel sind, aber der Beweis der
Glykanpréparation in einem liquid-handling-Robotersystem wurde nicht erbracht. Teilauto-
matisierte Prozesse wie die Aufreinigung von N-Glykanen wurden kiirzlich prisentiert
(Kronewitter et al. 2010). Der Bedarf eines Komplettsystems ist grofl, um z. B. klinisch

relevante Daten von hunderten Personen in kurzer Zeit bestimmen zu kOnnen.
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4 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit war kein vollautomatisiertes Protokoll zur Analyse der N-Glykane
von Glykoproteinen publiziert. Der Hauptaspekt dieser Arbeit war es, die Detektion und Ana-
lyse von neuen, aussagekriftigen Biomarkern des Ovarialkarzinoms zu automatisieren. Dies
ist insofern duflerst wichtig, da bisher keine Fritherkennungsmethode fiir ein Ovarialkarzinom
bekannt ist und die Erkennung in einem spéteren Stadium oftmals eine schlechte Prognose fiir
die betroffene Patientin bedeutet. Um Fritherkennung fiir eine gro3e Anzahl von Patientinnen
perspektivisch zuginglich zu machen, war es das Ziel, eine liquid-handling Hochdurchsatz-

methode unter Einbeziehung folgender Methoden zu entwickeln:

» Aufarbeitung von Blutserumproben fiir die 2D-Gelelektrophorese

» Etablierung der Trennung von Blutserumproben im 2D-Gel

» Optimierung der Messung im MALDI-TOF-MS mit Roboter kompatiblem
AnchorChip Target

» Aufklarung der N-Glykanstrukturen mittels CE

» kombinierte N-Glykananalyse mit MALDI-TOF-MS und CE

» Automatisierung der PNGase F-Behandlung fiir Proteine in Losung und im SDS-
PAGE-Gel in einem liquid-handling Roboter

» Detektion von neuartigen N-Glykan Biomarkern fiir das Ovarialkarzinom

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Entwicklung einer universellen Ein-Topf-Reaktion zur
Detektion von O-Glykanstellen in Proteinen und Proteingemischen. Diese ist erforderlich, da
O-Glykane gegeniiber N-Glykanen keine Konsensussequenz haben und Vorhersagen aus der
reinen Proteinsequenz nicht moglich sind. Folgende Arbeitsschritte sollen durchgefiihrt

werden:

» Synthese des Biotin-Thiol-Linkers
» Test der hergestellten Biotin-Thiol-Linkers mit Fetuin
» Messung mittels MALDI-TOF-MS
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5 Ergebnisse

5.1 Experimentelles Design: Analyse der N-Glykane und Detektion von

Biomarkern

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Etablierung eines vollautomatisierten
Protokolls zur Analyse der N-Glykane von Glykoproteinen und der Identifikation von Bio-

markern fiir das Ovarialkarzinom.

~
Blutserum
l J
™\ Test von Depletions Kits,
[Aufreinigung des Serums | Lektin- und Borat-
J Chromatographie

Austesten der Parameter
2D-Gelelektrophorese ]«: . und Etablierung
der 2D-Gelelekrophorese

Analyse des gesamten Blutserum
ohne 2D-Gelelektophorese

l Entwicklung
In-Gel-PNGase I'- - und Etablierung der
Behnandlung In-Gel-PNGase I'-

l Behandlung
Automatisierung
der Glykananalytik

Austesten der Parameter
<= und Programmicrung des
liguid handling Roboters

Verbesserung
Empfindlichkeit
und [ MALDI- CE- _ Zuordung der Peaks
Automatisierbarkeit ~ zueiner Struktur
mit einem

Anchor Chip Target

Zusammenfassung
ellcr Daten und Ergebnisse

”~

Statistische Auswertun gj
( mogliche Biomarker ]

Abbildung 5-1: Experimentelles Design fiir das N-Glykom von Blutserum und Detektion von méglichen
Biomarkern

\
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5.2 Serumaufarbeitung fiir die 2D-Gelelektrophorese

Blutserum besteht zu groBen Teilen aus Albumin und IgGs, wobei vor allem Albumin mit
einem Proteingehalt von mehr als 50 % (Anderson et al. 2004) die 2D-Gelelektrophorese be-
eintriichtigt. Werden diese Proteine nicht aus dem Serum entfernt, kommt es zu einer Uber-
ladung der Gele mit Albumin und IgGs. Die Proteine sind dann als Schmier und nicht von-
einander getrennt im Gel zu erkennen (Abbildung 5-2), weshalb die Suche nach einem

geeigneten System zur Anreicherung der Serumglykoproteine initiiert wurde.

pH 3 linear pH 10

Abbildung 5-2: 2D-Gelelektrophorese von 40 pL. unbehandelten Serum
Der IPG-Streifen war 18 cm lang und hatte einen pH-Gradienten von drei bis zehn. Das SDS-PAGE-Gel war
10 %ig und wurde mit Coomassie gefarbt.

5.2.1 Borat-Chromatographie

Die  Borat-Chromatographie = mit  3-Aminophenylborsdure = wurde genutzt, um
Glykanstrukturen zu isolieren und anzureichern. 3—Aminophenylborsiure ist spezifisch fiir
cis-Diole, die hédufig in Monosacchariden vorkommen. AuBlerdem kann weiterhin ein
Komplex mit den Hydroxylgruppen in Position vier und sechs der Hexosen entstehen (Morin
et al. 1994; Fang et al. 2004). Die N-Acetylneuraminsiure kann mit den Hydroxylgruppen in
Position sieben und acht sowie acht und neun mit der Phenylborsdure zwei mdgliche
Komplexe eingehen (Otsuka et al. 2003). Die Anwendung der Borat-Chromatographie zur
Aufreinigung von Erythropoetin aus Sdugerzellen ist in der Literatur bereits beschrieben
(Zanette et al. 2003). In Abbildung 5-3 sind die moglichen Interaktionen der Phenylborsdure
mit den relevanten Monosacchariden der Glykane dargestellt. Aufgrund der vielen Bindungs-

moglichkeiten wurde eine hohe Affinitit zu den Glykoproteinen erwartet.
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R = restliches N-Glykan
Abbildung 5-3: Interaktionsstellen der Phenylborsiure zu verschiedenen Monosacchariden
Die rot umrandeten Interaktionsstellen beruhen auf Hydroxylpaaren in cis-Diol-Stellung und vicinalen Diole.
Die griinen Interaktionsstellen beruhen auf Hydroxylpaaren in der Position vier und sechs des Monosaccharids.

Getestet wurden die Glykoproteine Lactoferrin aus Rindermilch, RNase B aus Rinder-
pankreas, humanes A1AG sowie bovine serum albumin (BSA). Lactoferrin bindet als einziges
Glykoprotein vollstindig. Die Bindung bei RNase B ist nur sehr schwach. BSA, das als
Negativkontrolle diente, zeigt eine stirkere Bindung als RNase B. A1AG zeigt keine Affinitét
zur Boratsdule (Abbildung 5-4). Die Boratséule ist aufgrund dieser Ergebnisse fiir die Serum-

aufreinigung ungeeignet.

" M P D WI W2 W3 W4 El1, 6 E2 E3
100 kDa S| gy _J — Lactoferrin
75 kDa -
50 kDa - . “A1AG
37 kDa :
20 kDa RNase B
15 kDa i
100 kDa
75 kDa — (— BSA
50 kDa
Abbildung 5-4: Borat-Chromatographie von Lactoferrin aus Rindermilch, humanem A1AG, RNase B aus

Rinderpankreas und BSA
Das 10 %ige SDS-PAGE-Gel wurde mit Coomassie gefirbt. M = Marker, P =Probe vor Chromatographie,
D = Durchlauf, W1-4 = Waschfraktionen, E1-3 Elutionsfraktionen

ATAG besitzt komplexe N-Glykane mit fast vollstdndiger Sialylierung, wohingegen RNase B
nur High-Mannosen trigt (Daten nicht gezeigt). Lactoferrin ist in seiner Glykosylierung
heterogener und trégt als Hauptbestandteil High-Mannosen, aber auch komplexe und hybride
N-Glykane (Abbildung 5-5). Diese haben im Unterschied zu A1AG kaum Sialinsduren, dafiir
aber endstidndige Gal, GaINAc und GlcNAc. Lactoferrin aus Rindermilch hat die Besonder-
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heit, dass an Stelle von Gal auch GalNAc bei den N-Glykanen vorkommt (Spik et al. 1988;
Lopez et al. 1997).
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Abbildung 5-5: MALDI-TOF-MS-Spektrum [M+Na]" der permetylierten N-Glykane von Lactoferrin aus
Rindermilch

5.2.2 Depletion-Kits und Anfirbung der Glykoproteine im 2D-Gel

Eine andere Mdglichkeit zur Serumbehandlung fiir die 2D-Gelelektrophorese ist die Ent-
fernung von Albumin und den IgGs. Dazu wurden zwei Systeme getestet, das Enchant Multi-
Protein Affinity Separation Kit von Pall und das Aurum Serum Protein Kit von BioRad. Das
Kit von Pall arbeitet unter denaturierenden Bedingungen mit Antikdrpern, das System von
BioRad dagegen nativ mit Affi-Gel Blue (Cibacron Blue F3GA) und Protein A. Das System
von Pall ist fiir die Entfernung besser geeignet (Abbildung 5-6, Vergleich nicht gezeigt).

pH 3 linear pH 10
~
-
‘*.‘
Eae -
.
sl
'y,

L T

Abbildung 5-6: Gelelektrophorese von 40 pL. nach Reduzierung der Albumin- und IgG-Konzentration mit
dem Enchant Multi-Protein Affinity Separation Kit.

Der IPG-Streifen war 18 cm lang und hatte einen pH-Gradienten von drei bis zehn. Das SDS-PAGE-Gel war
10 %ig und wurde mit Coomassie gefarbt. Die blaue Markierung zeigt den Albuminbereich und die griinen Be-
reiche zeigen die leichten und schweren Ketten der IgGs.
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Zur Lokalisierung der Serumglykoproteine im 2D-Gel wurden diese mit Pro-Q Emerald 300
fluoreszenzmarkiert und anschliefend mit Coomassie gefarbt. Albumin fluoresziert nicht. Es
ist zu erkennen, dass durch die hohe Konzentration an Albumin andere Glykoproteine ver-
deckt bzw. verdrangt werden. Fast alle Glykoproteine befinden sich im neutralen bis sauren
Bereich und sind groBer als 30 kDa. Daraufhin wurden nur noch IPG-Streifen von pH 4-7
verwendet (Abbildung 5-7).

pH 3 linear pH10 pH?3 linear pH 10
= : . ! ¢
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Fluoreszenzfarbung (invert) Coomassiefirbung

Abbildung 5-7: Vergleich von Fluoreszenzfirbung der Glykoproteine (links) und Gesamtproteinfirbung
mit Coomassie (rechts)

Aus 40 pL Serum wurde die Albumin- und IgG-Konzentration mit dem Enchant Multi-Protein Affinity
Separation Kit reduziert. Der IPG-Streifen war 18 cm lang und hatte einen pH-Gradienten von drei bis zehn. Das
SDS-PAGE-Gel war 10 %ig und wurde erst mit Pro-QEmerald 300 (Fluoreszenzfiarbung) und danach mit
Coomassie gefirbt. Die blaue Markierung zeigt den Albuminbereich.

5.2.3 Lektin-Chromatographie

Lektine sind Proteine, die spezifisch an Glykanstrukturen binden und zur Anreicherung von
Glykoproteinen dienen. Es wurden jeweils 100 pL Serum mit 2 mL Sé&ulen mit Sambucus
nigra Agglutinin (SNA-I), Maackia amurensis Agglutinin (MAA), LcH, Concanavalin A
(Con A), Wheat Germ Agglutinin (WGA), PHA-L und Borat aufgearbeitet. Die Menge an
isoliertem Protein ist sehr unterschiedlich. Con A, WGA und Borat haben die hochsten Aus-
beuten mit 1,5 bis 3 mg Protein. SNA-I, MAA und LcH liefern mit 175 bis 400 pg deutlich
geringere Mengen. Lotus und PHA-L erzielen mit 40 bis 70 ug Protein fast keine Ausbeute
(Tabelle 5-1).

Die Proteinausbeute liefert keine Aussage iiber die Reinheit der Glykoproteine. Zur Uber-
prifung wurden die Proben durch eine 2D-Gelelektrophorese analysiert. Die Lektine Con A
und WGA sowie das Borat weisen eine hohe Konzentration an Albumin auf. Con A und Borat
zeigen aullerdem eine hohe Affinitét zu den IgGs und TRFE. Die Gruppe der Lektine mit der

mittleren Ausbeute zeigt die beste Auflosung. Der Albuminanteil ist stark gesunken und die
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Affinitdt zu den IgGs ist geringer als zu den sauren Glykoproteinen. MAA bindet mehr
Proteine im Bereich von pH 4,0 bis 5,5. SNA-I erzielt die besseren Ergebnisse im pH-Bereich
von 5,5 bis 7. a2-3-verkniipfte NeuS5Ac, welche an MAA binden, sind bevorzugt bei tri- und
tetraantenndren N-Glykanen zu finden (Nemansky et al. 1995). An Lotus und PHA-L binden

nur wenige Glykoproteine (Tabelle 5-1, Abbildung 5-8).

Tabelle 5-1: Lektinspezifitit und Ausbeute an Protein nach Lektin-Chromatographie. Die Protein-

bestimmung erfolgte nach Bradford.

Ausbeute an

it Lekti
Lektin Spezifitat des Lektins Protein von 100 puL.
(Freeze 2001)
Serum
a2-6-verkniipfte Sialinsduren in N- und
NA-I 175
> O-Glykanen He
a2-3-verkniipfte Sialinséuren zu Gal in
MAA 184
N-Glykanen 84 ug
bi- und triantennére N-Glykane mit
LcH a1-6-Fuc am Chitobiose core 337 ug
(a-Man > a-Glc)
antennire a-Fuc;
Lotus keine Bindung, wenn die Fuc am 38 ug
Chitobiose core gebunden ist
High-Mannose, hybride und
Con A biantennire N-Glykane 3033 ug
(a-Man > a-Glc)
Borat (kein o
Lektin) cis-Diole 1803 ng
endstindiges GIcNAc und Sialinsduren;
wGA bindet GlcNAc > Sialinsduren 1467 ug
PHALL GlcNAc von tri- und tetraantenniren 71 ng

N-Glykanen
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pH 4 s T pH 7||pH 4 P e

SNA-I * MAA "
pH 4 I pH 7(|pH 4 pH 7

Lc¢H - Lotus
pH 4 g pH 7|[pH 4 3 pH 7

e @ T - @

' & =

Con A Borat s ®
pH 4  pH7||pH 4 v pH 7

WGA poe.® O PHA-L . O

Abbildung 5-8: 2D-Gelelektrophorese von Blutserum nach Lektin-Chromatographie und
Borat-Chromatographie

100 puL Serum wurden chromatographisch aufgereinigt. Die IPG-Streifen waren 18 cm lang und hatte einen pH-
Gradienten von vier bis sieben. Die SDS-PAGE-Gele waren 10 %ig und wurden mit Coomassie gefdrbt. Die
markierten Zonen zeigen die Bereiche von Albumin (blau), IgG der leichten und schweren Kette (griin), TRFE
(rostrot), HPT (violett) und A1AG (rot). Proteinbeladung der 2D-Gele (Ausbeuten siehe Tabelle 5-1) SNA-I
175 ng; MAA 184 ng; LeH 337 pg; Lotus 38 pg; Con A 315 pg; Borat 720 pg; WGA 600 pg; PHA-L 71 ng

41



Ergebnisse

Fiir die Auftrennung der Blutserumproben von Patientinnen mit Ovarialkarzinom und der
Kontrollgruppe wurde ein IPG-Streifen von pH 4-7 und das Enchant Multi-Protein Affinity
Separation Kit von Pall verwendet. Der pH-Bereich 4-7 zeigte die hochste Konzentration an
Glykoproteinen. Das System von Pall zeigt die besten Resultate fiir die Vorbereitung des Blut-
serums fiir die 2D-Gelelektrophorese. Es verdndert die Probe am wenigsten, reduziert das
Albumin und IgGs zuverldssig, ist einfach in der Handhabung und mit ca. 30 € pro Serum-

probe das kostengiinstigste System.
5.3 AnchorChip mit Arabinosazon als Matrix

Zur Erhohung der Empfindlichkeit der MALDI-TOF-MS-Messungen und fiir eine mogliche
Automatisierung der MALDI- Target-Praparation wurde ein neues Protokoll gesucht. Fiir dies
Fragestellung bietet Bruker das AnchorChip Target an. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind
vollautomatisierte Verfahren nur mit a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure als Matrix bekannt. Fiir
die Glykananalytik hingegen werden im positiven Ionenmodus werden 2,5-

Dihydroxybenzoesdure (DHB) und Arabinosazon (Ara) verwendet.

Bei DHB als Matrix miissen aktive Kristalle bei der Messung gesucht werden. Diese bilden
sich nur schwer und unregelmiBig auf dem AnchorChip Target aus, weshalb sich DHB fiir die
gewliinschte Anwendung als ungeeignet erwies (Daten nicht gezeigt). Ara hingegen bildet eine
homogene Fliache mit gleichmiBig verteilter Aktivitdt. Im Laufe der Arbeit wurde ein
Protokoll entwickelt, in dem die Proben in 80 % Ethanol oder Wasser gelost wurden. Die
Variante mit 80 % Ethanol ist empfindlicher. Jedes erneute Umkristallisieren hatte eine Ab-
nahme der Messsignale zur Folge. Die Reinheit des Ara’s und der Probe waren wichtig, da
auch Verunreinigungen, wie z. B. Salze auf dem AnchorChip Target aufkonzentriert werden.

Als vorteilhaft erwies sich, alle verwendeten Spitzen mit Ethanol zu waschen.

Zur Bestimmung der Empfindlichkeit wurde anfidnglich Dextranhydrolysat (DH) in einer
Konzentration von 150 ng/uL verwendet. Diese Kalibrierlosung wurde jeweils 1:10 verdiinnt
und auf dem Ground Steel und dem AnchorChip Target vermessen. Beim AnchorChip Target
kann bis zu einer Konzentration von 1,5 ng/uL. DH kein Aufldsungsverlust verzeichnet
werden. Bei einer Konzentration von 0,15 ng/uLL. DH ist der Standard noch immer detektier-
bar. Nur im kleinen Massenbereich nimmt der Rauschanteil der Matrix stark zu. Beim Ground
Steel Target kann bis zu einer Konzentration von 15 ng/uL DH gearbeitet werden. Bei
1,5 ng/uL DH sind nur kleine Peakspitzen von einigen DH-Strukturen zu erkennen. Die

Messung mit dem AnchorChip Target ist somit ca. 20fach empfindlicher (Abbildung 5-10).
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Abbildung 5-9: Vergleich von MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" von AnchorChip- und Ground Steel-
Target bei verschiedenen DH-Konzentrationen
Fiir das AnchorChip Target war das DH in 80 % Ethanol, fiir das Ground Steel Target in Wasser gelost.
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Zur Bestimmung der exakten Nachweisgrenze wurden zwei Substanzen verwendet,
Maltoheptaose, welche eingewogen wurde und desialylierte N-Glykane vom FETUA, deren
Konzentration mittels CE bestimmt wurde. Bis zu einer Stoffmenge von 10 fmol sind beide
Substanzen gut messbar. Das triantennire N-Glykan kann bei 1,3 fmol noch detektiert werden.
Somit liegt die Nachweisgrenze bei 1-10 fmol (Abbildung 5-10). Im Vergleich dazu liegt die
Nachweisgrenze beim Ground Steel Target bei 500 fmol (Daten nicht gezeigt). Die Empfind-
lichkeit der Messung wurde somit um den Faktor 50 verbessert. Die Volumina von > 1 uL und
die Losungen der neuen Priparationstechnik fiir das AnchorChip Target mit Ara sind zusitz-

lich mit dem Freedom EVO Roboter kompatibel.
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Abbildung 5-10: Nachweisgrenze vom AnchorChip Target mit Ara
Die MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" zeigen Maltoheptaose (m/z = 1145,4) und das triantennire N-Glykan
(m/z =2028,7) vom FETUA.
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5.4 In-Gel-PNGase F-Behandlung

Zur Abspaltung der N-Glykane von elektrophoretisch getrennten Proteinen im SDS-PAGE-
Gel wurde eine neuartige In-Gel-PNGase F-Behandlungsmethode entwickelt. Die Methode
von Kiister et al. (1997) war nicht reproduzierbar und auBlerdem ungeeignet fiir die Auto-
matisierung. Bei der Methode von Kiister et al. (1997) werden die Proteine in einem 17,5 %
SDS-PAGE-Gel mit einer geringen Bisacrylamidkonzentration von nur 0,07 % getrennt. Die
N-Glykane werden von den Proteinen im Gel mit PNGase F in 130 uL 20 mmol/L Natrium-
hydrogencarbonat abgespalten und danach mit dreimal 200 pL Wasser im Ultraschallbad
extrahiert. Bei der hier neu entwickelten Methode wurde anstelle des beschriebenen Ultra-
schallbads zur Extraktion ersatzweise ein Inkubator bei 50 °C getestet und zusétzlich ein
Detergenz eingesetzt. Es wurden jeweils sechs Gelspots von humanem A1AG mit einem
Durchmesser von 1 mm aus dem SDS-PAGE-Gel ausgestanzt (Abbildung 5-19). Die Proben
wurden mit Trypsin behandelt, die N-Glykane mit PNGase F abgespalten und n-Octyl-B-D-
glucopyranosid (OGP) in einer Konzentration von 0; 1; 5 und 8 g/l hinzugegeben. Die
Sialinsduren wurden mit Neuraminidase entfernt. Die Messung im MALDI-TOF-MS mit Ara
und AnchorChip Target erfolgte mit 2000 Schuss. Mit zunehmender OGP Konzentration
werden mehr N-Glykane freigesetzt. Die Extraktion der N-Glykane bei 50 °C zeigt gegeniiber
der Extraktion im Ultraschallbad bessere Ergebnisse (Abbildung 5-11) und ist auBlerdem

roboterkompatibel.
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Abbildung 5-11: Vergleich der In-Gel-PNGase F-Behandlung mit und ohne OGP, sowie Vergleich von
Ultraschall-(US) und 50 °C-Extraktion.

Dargestellt sind die MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" mit Ara auf dem AnchorChip Target mit 2000 Schuss.
Jede Probe enthielt sechs A1AG-Gelstlicke von je 1 mm Durchmesser, welche mit dem EXQuest Spot Cutter
ausgestanzt wurden (unten). Diese Proben wurden mit Trypsin, PNGase F und Neuraminidase behandelt. Der
PNGase F-Puffer enthélt unterschiedliche OGP Konzentrationen (Angabe in Abbildung) und auflerdem wurden
die Glykane mit Ultraschall oder Warme bei 50 °C aus dem Gel extrahiert.

46



Ergebnisse

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, dass N-Glykane auch aus nur einem Gelspot von
1 mm Durchmesser erfolgreich extrahiert und vermessen werden konnen (Abbildung 5-12).
Ab einer OGP-Konzentration im PNGase F-Inkubationspuffer von 15 g/L ist eine MALDI-
TOF-MS-Messung nicht mehr durchfiihrbar.

Es wurde weiterhin getestet, ob die Trypsin-Behandlung vor der PNGase F-Inkubation
eliminiert werden kann. Ein Modelversuch mit rekombinantem A1AT aus AGE1.HN (von Dr.
A. Lusch, Charité Berlin, AG Glykodesign und Glykoanalytik, zur Verfiigung gestellt) zeigt,
dass der Verzicht prinzipiell moglich ist. Es wurde dabei eine OGP-Konzentration von 10 g/L.
verwendet (Abbildung 5-12). In spiteren Arbeiten mit 2D-Gelen zeigte sich, dass die In-Gel-
PNGase F-Behandlung ohne Trypsin bei AIAG zu geringeren Empfindlichkeiten fiihrt.

ATAG human rekombinantes ATAT von AGI1.HN-Zellen
aus einem Gelstiick, mit Trypsin y2us drei Geelstiicken, ohne Trypsin
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Abbildung 5-12: Vergleich des In-Gel-PNGase F-Behandlung von einem Gelstiick A1AG mit Trypsin und
drei Gelstiicken von A1AT ohne Trypsin

Dargestellt sind die MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" mit Ara auf dem AnchorChip Target mit 2000 Schuss.
A1AG enthielt ein und A1AT drei Gelstiicke von je 1 mm Durchmesser, die mit dem EXQuest Spot Cutter aus-
gestanzt wurden (Gelbanden tiber den MS-Spektren dargestellt). A1AG wurde mit Trypsin, PNGase F und Neur-
aminidase behandelt, wobei der PNGase F-Puffer 8 g/ OGP enthielt. A1AT wurde mit PNGase F und Neur-
aminidase behandelt, wobei der PNGase F-Puffer 10 g/L OGP enthielt. Extrahiert wurde bei 50 °C.

Die Isolierung der N-Glykane aus 2D-Gelen erfolgte in einem groferen Gelvolumen im Ver-
gleich zur Isolierung aus den diinneren SDS-PAGE-Gelen. Alle Parameter, mit Ausnahme der
PNGase F- und OGP- Konzentration, wurden der Volumenvergrof3erung angepasst. Die OGP-
Menge wurde auf 2 g/L reduziert. Die PNGase F wurde aus Kostengriinden auf 2 Units pro

Probe limitiert (siehe Kapitel 7.2.15 und 5.5.3).

47



Ergebnisse

5.5 Automatisierung der Glykananalytik

Ein Hauptziel dieser Arbeit war, den Prozess der Glykananalytik in einem Freedom EVO 200
liquid handling Roboter von Tecan zu automatisieren. Der Roboter hatte zwei feste Stahl-
nadeln, zwei Vorrichtungen fiir Einwegspitzen, zwei Inkubatoren, zwei Vakuumstationen,
mehrere Hotels und mehrere Fliissigkeitsbehilter, welche temperierbar waren (temperiert auf
RT, 4 °C und 37 °C) (Abbildung 5-13 A). Eine Besonderheit des Systems war die speziell
angefertigte Universalplatte zur Unterdruckreinigung mit Spitzen. Die Platte ist mit dem 96-
well-System kompatibel und konnte mit allen géngigen 10 bis 20 puL Spitzen variabel bestiickt
werden. Die nicht verwendeten Locher wurden mit einem Blindstopfen verschlossen

(Abbildung 5-13 B und D).

Zellulose

Grafit | E I "IQS—

Abbildung 5-13: Freedom EVO 200 und Universalplatte fiir Spitzen

A Freedom EVO 200 (Tecan)

B 96-well Universalplatte fiir Spitzen auf Vakuumstationshalter; links Filterspitze #765288 FT10E
(Greiner Bio-One); Mitte leer; rechts rote Blindstopfen von TopTip (Glygen)

C Filterspitze #765288 FT10E befiillt mit Zellulose (links) und Grafit (rechts)

D Seitenansicht von 96-well Universalplatte fiir Spitzen; links Filterspitze #765288 FT10E (Greiner Bio-
One); Mitte leer; rechts rote Blindstopfen von TopTip (Glygen)

Das System war in der urspriinglichen Planung mit den grafitgefiillten TopTip-Spitzen der
Firma Glygen vorgesehen. Mehrere Testldufe zeigten, dass durch die sehr kleine Offnung der
TopTip-Spitzen nicht geniigend Unterdruck erzeugt wird. Es wurde getestet, ob Filterspitzen
verschiedener Hersteller gefiillt mit Grafit als Mini-Chromatographiesidulen verwendbar sind.
Die Filterspitze FT10E der Firma Greiner Bio-One lieferte die besten Resultate. Sie ist ge-
kennzeichnet durch einen sehr tief sitzenden Filter, was eine Sdulenhdhe von ca. 1,5 cm er-

moglicht und einem Sdulenvolumen von ca. 40 pL entspricht. Fiir einen besseren Unterdruck
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wurde der vordere Teil der Filterspitze entfernt. Kontrollen zeigten, dass keine Kontamination
vom Filter in die Probe gelangt (Daten nicht gezeigt). Das System funktioniert auch mit
Zellulose als Chromatographiematerial (Abbildung 5-13 C). Die Materialkosten fiir die Mini-
Chromatographiesdulen liegen unter 0,30 € pro Stiick, wohingegen ein TopTip 2,50 € kostet.

Glykoproteine
Glykoproteine Blutserum vom
SDS-PAGE

Permethylierung

> [y = = By ===y 2§ e

? desialylierte N-Glykane {} x‘jzAB N-Glykane v

o ’ 1
o S

V APTS N-Glykane {’i

APTS

Abbildung 5-14: Konzept fiir die Automatisierung der Glykananalytik

Im nidchsten Schritt wurde ein Konzept fiir die Automatisierung der Glykananalytik ent-
wickelt. Dabei wurden die N-Glykane mit PNGase F vom Protein abgeschnitten und {iber
Grafit aufgereinigt. Nach diesem zentralem Schritt der N-Glykananalytik liegen die Glykane
mit Sialylierung und vollstindigem core vor. In dieser Form konnen die N-Glykane
permetyliert (7.2.17) werden, was aber ohne Roboterunterstiitzung erfolgt. Mit Roboterunter-
stiitzung kann die Abspaltung der Sialinsduren entweder mit Neuraminidase (7.2.11) oder
Essigsdure (7.2.10) und die Markierung der Glykane mit APTS (7.2.21) oder anderen
Fluoreszenzmarkierungen (Abbildung 3-10) stattfinden. Die N-Glykane wurden nach der Ab-
spaltung der Sialinsduren liber Grafit (7.2.9) und nach der Markierungsreaktion iiber Zellulose
(7.2.22) im Roboter gereinigt (Abbildung 5-14). Es gab drei technische Einschrinkungen:
1. Der Roboter hatte keine eigene Vakuumzentrifuge zum Trocknen der Proben. 2. Er besal3

keinen Abzug und keinen Sealer, weshalb die Markierungsreaktion aulerhalb des Roboters
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stattfand 3. Der Inkubator erreicht maximal 60 °C, weshalb die Essigsdurehydrolyse in einem
externen Inkubatorschrank stattfand. Der Hochdurchsatz wurde durch das konstant bei-
behaltene 96-well-Format garantiert. Die Roboterprogrammierung bestand aus einzelnen
kleineren Programmen (batchs). Durch Anpassung und Kombination einer geringen Anzahl

an Grundprogrammen konnten die komplexen Gesamtabldufe leicht variiert werden.

5.5.1 Glykoproteine in Losung

Fiir die Erprobung des Konzepts wurden vier verschiedene Glykoproteine in Wasser gelost.
Es wurden humanes A1AG, FETUA aus fotalem Kélberserum (FKS), AIAT aus humanem
Blutplasma und TRFE ausgewéhlt. Diese Proteine wurden in vier verschiedenen Mengen von
2,5 pg; 1,0 ug; 0,5 pg und 100 ng in einer Doppelbestimmung im 96-wel/-Format untersucht.
Bei dem Protokoll zur Gewinnung von N-Glykanen aus geldsten Proteinen wurden die Proben
zur Unterstiitzung der PNGase F-Behandlung mit SDS und Tributylphosphin (TBP) unter
Wirme denaturiert und reduziert. Weithin wurden nach einer Abkiihlphase Nonidet P-40 und
OGP zugegeben. Nach erfolgter PNGase F-Inkubation wurden die Detergenzien mit
Calbiosorb entfernt und die Glykane durch eine Grafitaufreinigung gewonnen. Anschliefend
wurden die Proben in der 96-well-Platte in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Danach
wurden die N-Glykane mit Neuraminidase desialyliert, durch eine Grafitaufreinigung entsalzt
und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Proben wurden im MALDI-TOF-MS mit dem

800er AnchorChip Target vermessen.

Die N-Glykane wurden bei allen Proteinen erfolgreich isoliert. Sie zeigen die typischen
Glykanprofile wie bei einer Préparation ohne Roboter. Beispielhaft ist dies fiir AIAG und
FETUA in Abbildung 5-15 dargestellt. Bei A1AG ist der hohe Anteil an tri- und
tetraantenndren Strukturen zu sehen, was ein zufriedenstellendes Ergebnis ist. AIAG und
ATAT sind als ,,schwierige* Glykoproteine bekannt, da die Abspaltung der N-Glykane
optimierte Protokolle erfordert. Fiir AIAG bedeutet das einen kombinierten Ansatz mit
Trypsin und PNGase F. Bei A1AT wird aufgrund der inhibierenden Wirkung auf Trypsin mit
einer Mischung von Detergenzien gearbeitet. FETUA und TRFE zeigen ein sehr einfaches
Glykanprofil. FETUA weist hauptsidchlich das triaantenndre und TRFE das biantennire
N-Glykan auf. Der Versuch bestitigte, dass mit dem entworfenen Roboterprozess N-Glykane
von den verschiedensten Glykoproteinen isoliert werden konnen (Abbildung 5-16 und Ab-
bildung 5-17). Die Nachweisgrenze liegt bei allen vier Glykoproteinen bei 0,5 pg Protein, was
ca. 5 bis 10 pmol entspricht. Die Hauptstrukturen sind noch bei 100 ng zu sehen. Fiir Spektren

mit Glykanstrukturen, die nur in sehr geringen Mengen vorkommen, wie z.B. das
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pentaantenndre N-Glykan bei A1AT und A1AG sind mindestens 1 pg erforderlich (Abbildung
5-16 und Abbildung 5-17).
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Abbildung 5-15: Vergleich von MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" der desialylierten N-Glykane von
A1AG und FETUA aus FKS nach PNGase F- und Neuraminidase-Behandlung im Freedom EVO Roboter
(oben) mit desialylierten N-Glykanen der gleichen Proteine nach Trypsin-, PNGase F- und Neur-
aminidase-Behandlung ohne Roboter (unten).
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Abbildung 5-16: MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" der desialylierten N-Glykane von A1AG und
FETUA aus FKS nach PNGase F- und Neuraminidase-Behandlung im Freedom EVO Roboter.

52



Ergebnisse

alpha-1-Antitrypsin Transferrin
T i i b f .Y T
16636 18096 0207 21747 23938 25099 26HS9 27889 16636 1809.6 202607
100 100
s 2,5ug o3 2,5 ug
a0 90
[ 85
80 80
75 78
0 70
£ 65 £ 65
= 60 o 60
F 55 £ s
£ g =
= s = 45
10 40
35 33
n 30
25 25
2 20
15 15
10 1n
[] 5
0 A " l 0
1600 1700 1800 1900 2000 2000 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100
m/e ratio miz ratio
100 100
o5 I ug 9 I ug
o 90
85 85
80 80
75 73
e 711
& 68 £ 68
= o = 6
55 Z s
R 2 s
= 45 = 45
40 40
35 35
0 30
25 25
20 20
15 15
it l 0
5 5
0 L i 1 0
1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 1300 2400 2800 2600 2700 2800 1600 1650 1700 (780 1800 850 1900 1950 2000 2050 2100
miz ratin m/z ratio
100 100
s 0,5 ng 95 0.5 He
o b
85 88
80 B
75 s
m ™
P £ 68
= 60 = 60
E 55 E 58
2 s £ S0
= 45 =45
40 40
35 35
an 3
2 28
20 20
15 15
mw 1mn
5 5 “"‘," ‘L-Jl ok FrTag . 4 o
0 1 I 0
1600 1700 1RO TP 2000 2100 2200 230 2400 2500 2ol 2700 2800 1600 1650 1700 1750 180 1850 1900 1950 2000 2050 210
m/z ratio m/z ratio
100 100
93 100 ng 93 100 ng
90 90
85 85
80 80
75 75
0 7
£ 65 265
o 60 £ 60
E 55 E 55
£ 50 £
=z s E s
40 40
33 35
30 30
25 25
20 20
15 13
it 10
5 5
0 0
1600 1700 1800 1900 2000 2000 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 1600 1650 1700 1750 G800 I8S0 1900 1950 2000 2050 2100
m/z ratho m/z ratio

Abbildung 5-17: MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" der desialylierten N-Glykane von A1AT und TRFE
nach PNGase F- und Neuraminidase-Behandlung im Freedom EVO Roboter.

5.5.2 Blutserum

Nach den erfolgten Voruntersuchungen mit den vier Serumproteinen wurde mit humanem
Blutserum gearbeitet. Es wurden 3 pL Blutserum pro Probe verwendet. Das Analysenmaterial
stammte von Patientinnen mit und ohne Ovarialkarzinom. Beide Gruppen enthielten Proben-
material von je fiinf Frauen. Die Ergebnisse wurden durch eine Dreifachbestimmung ge-

festigt.
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Die Blutserumproben wurden vor der PNGase F-Inkubation mit SDS, TBP, Nonidet P-40 und
OGP behandelt. Die Detergenzien wurden mit Calbiosorb entfernt und die Proben iiber Grafit
gereinigt. Nach der Trocknung wurden die N-Glykane mit Neuraminidase desialyliert, {iber
Grafit aufgereinigt und getrocknet. AnschlieBend wurden die Proben im MALDI-TOF-MS
mit dem 800er AnchorChip Target vermessen. Der Rest der Proben wurde mit APTS markiert
und getrocknet. Ohne zusitzliche Aufreinigung wurden die Proben mit Wasser verdiinnt und

mittels CE vermessen.

Mit beiden Messmethoden wurden hohe Signalintensititen bei allen Proben erzielt. Sowohl
im MALDI als auch bei der CE werden Unterschiede zwischen beiden Gruppen sichtbar
(Abbildung 5-18). Die statistische Auswertung wird in Kapitel 5.7.3 gezeigt.

Im Experiment wurde ermittelt, dass die Menge an Blutserum ohne Verlust an Information auf
1 uL reduzierbar ist (Daten nicht gezeigt). Mit dem AnchorChip Target lassen sich viele
Proben in kiirzester Zeit vermessen (ca. 1 min pro Messung). Bei der CE gab es die zeitliche
Einschrinkung, da das Gerit mit nur einer Kapillare ausgeriistet war und ein Analysenlauf 22

min dauert. Somit konnte diese CE dem Hochdurchsatzansatz nicht mehr gerecht werden .
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Abbildung 5-18: Bestimmung des Serum-Glykanprofils der Patientinnen mit Ovarialkarzinom

Aund B MALDI-TOF-MS-Spektrum [M+Na]" von desialylierten N-Glykanen aus Blutserum nach
PNGase F- und Neuramindase-Behandlung im Roboter Freedom EVO

C CE-Elektropherogramm von desialylierten N-Glykanen aus Blutserum nach PNGase F-,
Neuramindase-Behandlung und APTS-Markierung (ohne Zelluloseaufreinigung) im Freedom
EVO Roboter
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5.5.3 Glykoproteine aus SDS-PAGE-Gelen

Zur Isolierung von N-Glykanen aus SDS-PAGE-Gelen wurde humanes A1AT aus Blutplasma
verwendet. In der SDS-PAGE wurden Verunreinigungen des A1AT mit anderen Proteinen
detektiert. Diese wurden nach der In-Gel-Spaltung mit Trypsin und einer Mascot-Analyse
identifiziert. Uber eine densitometrische Analyse wurden die Anteile der Proteine berechnet.
Die verwendete A1AT-Probe setzt sich aus ca. 40 % A1AT, 40 % A1AG, 20 % Albumin und
AACT zusammen, wobei die letzten zwei in einer Bande laufen. Eine weitere schwache

Bande am Gelende konnte nicht identifiziert werden (Abbildung 5-19).

75kDa @« . . 20 9% Albumin und AACT
o 10%AIAT

50 kDa &
B 40 % ATAG

37kDa e * unbekannt

Abbildung 5-19: S pg Totalprotein von A1AT aus humanem Plasma (#A615010 der Firma Sigma-Aldrich)
10 %iges SDS-PAGE-Gel mit Coomassie gefarbt

Nachdem die Zusammensetzung der Probe aufgeklart war, konnte die Menge an A1AT be-
rechnet werden. Das Proteingemisch wurde vor der SDS-PAGE mit TBP und lodacetamid
reduziert und alkyliert. In jede Tasche wurden 5 pug Totalprotein aufgetragen, sodass die
A1AT-Bande 2 pg entsprach (Abbildung 5-19). Fiir die In-Gel-Behandlung mit PNGase F im
Roboter wurden vier verschiedene Mengen an A1AT verwendet. Es wurde die ganze Bande
sowie sechs, drei und ein Gelstiick von jeweils 1 mm Durchmesser ausgeschnitten. Dieses
entsprach einer Menge von 2 ug; 0,83 pg; 0,42 ug und 140 ng Protein. Die Gelstiicke wurden
entfarbt, getrocknet und mit PNGase F und OGP versetzt. Nach der Inkubation wurden die
N-Glykane mit Hilfe von Acetonitril (AcN), Wasser und Wérme extrahiert. Die gesammelten
Extrakte wurden in der Vakuumzentrifuge getrocknet und iiber Grafit gereinigt. Danach
wurden die Sialinsduren mit Essigsdure abgespalten und die N-Glykane erneut iiber Grafit
aufgereinigt. Die getrockneten Proben wurden im MALDI-TOF-MS mit dem &800er
AnchorChip Target vermessen. Das verbleibende Probenmaterial wurde mit APTS markiert
und danach getrocknet. Nach einer Zelluloseaufreinigung im Roboter wurden die Proben in
20 uL Wasser gelost und mittels CE vermessen. Das Glykanprofil des reinen A1AT unter-
scheidet sich vom Proteingemisch, wie es in Kapitel 5.5.1 eingesetzt wurde (Abbildung 5-17).
Der Anteil an triantennédren und tetraantenniren Strukturen ist bedeutend kleiner. Diese N-

Glykane stammen vom A1AG (Abbildung 5-16), das zu 40 % in dem Proteingemisch ent-
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halten ist. Das gefundene Profil vom A1AT entspricht dem Profil aus den 2D-Gelen von der
gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 5-39).
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Abbildung 5-20: MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]+ und CE-Elektropherogramme der N-Glykane von
A1AT aus einem SDS-PAGE-Gel nach PNGase F-Behandlung, Desialylierung durch Essigsaurehydrolyse
und Aufreinigung im Roboter Freedom EVO

N-Glykane der gesamten Proteinbande von 2 pg A1AT
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N-Glykane von drei Gelstiicken von 1 mm Durchmesser, entspricht 0,42 ug A1AT

N-Glykane von einem Gelstiick von 1 mm Durchmesser, entspricht 0,14 ng A1AT
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Bei der MALDI-TOF-MS-Messung liegt die Nachweisgrenze fiir Proteine aus SDS-PAGE-
Gelen bei 0,42 ng. Fir die CE-Messung sind 2 ug A1AT erforderlich. Die zwei Haupt-
strukturen sind auch bei 140 ng noch detektierbar (Abbildung 5-20). Die Zelluloseauf-
reinigung war fiir diese CE-Messung zwingend erforderlich um das Basislinienrauschen zu
minimieren und damit die geringen Mengen an N-Glykanen zu detektieren (Daten nicht ge-

zeigt).

Sialinsduren lassen sich auch nach der In-Gel-PNGase F-Behandlung durch Neuraminidase
entfernen. Durch die Anwesenheit von OGP muss eine hohere Konzentration verwendet
werden. Die Abspaltung der Sialinsdure durch Essigsdaurehydrolyse flihrt zu einem geringen

Verlust an Fuc (Daten nicht gezeigt).
5.6 Trennung von N-Glykan-Isomeren mittels Kapillarelektrophorese

Die CE trennt Glykane nach ihrer Mobilitdt. Die Schwierigkeit ist, die Peaks des Elektro-
pherogramms den entsprechenden Strukturen zu zuordnen. Derzeit gibt es dafiir keine Mobili-
tatsdatenbank. Zur Normalisierung der Migrationszeiten wurde jeder Probe Maltose als
interner Mobilitdtsmarker hinzugefiigt. Durch die Arbeit von Dr. M. Kaup (Charité Berlin, AG
Glykodesign und Glykoanalytik) ist bekannt, in welchen Bereichen die einzelnen N-Glykane
im Elektropherogramm der CE laufen. Durch die CE lassen sich zudem Strukturisomere
trennen. Abbildung 5-21 zeigt einen Vergleich vom MALDI-Spektrum mit dem CE-
Elektopherogramm von A1AT, welches aus einem 2D-Gel heraus analysiert wurde. Die
Fragmentierung des biantenndren N-Glykans mit einer Fuc mittels MALDI-TOF/TOF-MS
zeigte hauptsichlich core-Fuc und die des triantenndren und tetraantenndren N-Glykans mit

einer Fuc zeigten antennire Fuc.
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Abbildung 5-21: Vergleich von MALDI-TOF-MS-Spektrum [M+Na]" und CE-Elektropherogramm von
desialylierten NV-Glykanen von A1AT aus einem 2D-Gel der Ovarialkarzinomgruppe.
Die grauen Kegel markieren den Bereich in dem die entsprechenden N-Glykane im Elektropherogramm laufen.

5.6.1 Strukturen mit Fucose

Fiir die Zuordnung der Strukturen mit Fuc wurden verschiedene Enzymbehandlungen durch-
gefiihrt. Fiir die Untersuchung der biantenndren N-Glykane mit Fuc wurde HPT von EMD
Chemicals verwendet. Dafiir wurden die N-Glykane mit o(1-3,4) Fucosidase (Streptomyces
sp. 142) oder mit a(1-2,3,4,6) Fucosidase (Bovine Kidney) inkubiert. Die antennédre Fuc hat
einen kleineren FEinfluss als die core-Fuc auf die Mobilitdt und damit ist eine kiirzere
Migrationszeit der entsprechenden N-Glykane zu beobachten. Es wurde weiterhin deutlich,
dass die a(1-2,3,4,6) Fucosidase (Bovine Kidney) kaum Aktivitit gegeniiber der antenniren
Fuc zeigt (Abbildung 5-22 A). Der Hersteller beschreibt, dass dieses Enzym die hochste
Aktivitit gegeniiber der al-6-Verkniipfung zeigt und die Spaltung anders verkniipfter Fuc
konzentrationsabhéngig ist (Prozyme, San Leandro, USA). Eine Verdopplung der Enzym-
konzentration zeigt keine erfolgreiche Spaltung der antennédren Fuc. Fiir die weitere Arbeit

wurde das Enzym nur noch als al-6 Fucosidase (Bovine Kidney) angesehen, da es keine
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weiteren Aktivititen zeigte. Der Lager- oder Reaktionspuffer verursachte zudem ein kleineres

Signal-Rausch-Verhiltnis im MALDI-Spektrum und der CE (Daten nicht gezeigt).

Im folgenden Versuch wurden die N-Glykane von A1AT, die aus einem 2D-Gel einer Ovarial-
karzinomprobe stammten, verwendet. Die Ovarialkarzinomprobe zeigte sehr hohe
Konzentrationen an tetraantenniren Glykanen mit ein bis drei antenndren Fuc. Im Elektro-
pherogramm zeigen die Signale der tetraantennédren Strukturen mit einer oder zwei Fuc ein
tailing, welches durch die core-fucosylierte Variante verursacht wird, die ebenso wie die core-
fucosylierten bi- und triantenndren Strukturen eine ldngere Migrationszeit besitzt. In diesem
GroBenbereich konnen die Strukturisomere nicht mehr basisliniengetrennt werden. Des
Weiteren fiihrt der hohe Anteil an antennirer Fuc zusitzlich zu Uberlappungen und Uber-
lagerungen. Im MALDI-TOF-MS ist nur antenndre Fuc vom tetraantenniren N-Glykan mit
einer Fuc nachzuweisen. Die Behandlung mit a(1-3,4) Fucosidase (Streptomyces sp. 142)

zeigt ebenfalls, dass der groBte Teil antenndr gebundene Fuc ist (Abbildung 5-22 B).

Im folgenden Versuch wurde mit AACT aus demselben 2D-Gel der Ovarialkarzinomprobe
gearbeitet. Hier zeigen die tetraantennédren Strukturen mit Fuc kein failing. Durch die Be-
handlung mit al-6 Fucosidase (Bovine Kidney) wird keine Verdnderung sichtbar. Durch
o(1-3,4) Fucosidase (Streptomyces sp. 142) werden alle Fucosestrukturen eliminiert. Dieses

Experiment bestitigte die Zuordnungen aus dem vorhergehenden Versuch (Abbildung

5-22 Q).

Fiir die Untersuchung der Fucosestrukturen der triantennidren N-Glykane wurde HPT aus dem
2D-Gel der Ovarialkarzinomprobe verwendet. Die Behandlung mit a(1-3,4) Fucosidase
(Streptomyces sp. 142) zeigt hauptsichlich antennérer fucosetragende Strukturen. Hierbei fiel
auf, dass das triantennidre N-Glykan mit einer antenndrer Fuc in zwei Peaks nachgewiesen
werden kann. Das MALDI-Spektrum zeigte in diesem Massenbereich kein weiteres N-Glykan
(Daten nicht gezeigt), so dass es sich vermutlich um strukturisomere N-Glykane handeln
musste. Im Bereich des triantennidren N-Glykans ohne Fuc vergroBern sich die zwei Peaks
nach der Fucosidase-Behandlung, wobei das triantenndre N-Glykan ohne Fuc mit der hoheren
Migrationszeit (rote Kurve bei ca. 16 min) (Abbildung 5-22 D) nach der a(1-3,4) Fucosidase-
Behandlung (Streptomyces sp. 142) stirker zunimmt und somit zum dominanteren
triantenndren N-Glykan mit einer antenndren Fuc gehort (rote Kurve bei ca. 16,5 min)
(Abbildung 5-22 D). Es sind ebenfalls zwei triantenndre N-Glykane mit core-Fuc zu finden.
Das Verhiltnis stellt sich so dar, dass das N-Glykan mit der kiirzeren Migrationszeit den

kleineren Anteil ausmacht (griine Kurve, bei ca. 16,4 min) (Abbildung 5-22 D).
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Fiir den anschlieenden Versuch wurde rekombinantes A1AT aus human embryonic kidney-
293-Zellen (HEK-293-Zellen) von Dr. A. Lusch (Charité Berlin, AG Glykodesign und Glyko-
analytik) zur Verfiigung gestellt. Bei diesem A1AT sind die triantenndren Glykanstrukturen
fast vollstindig core-fucosyliert. Das A1AT aus Blutserum hingegen enthilt hauptsidchlich
antennire Fuc (siche Kapitel 5.7.2.5). Zur Kontrolle wurde beim rekombinanten A1AT eine
a(1-3,4) Fucosidase-Behandlung (Streptomyces sp. 142) durchgefiihrt. Ein Vergleich mit HPT
(EMD Chemicals), das jeweils nur ein Signal fiir das triantenndre N-Glykan mit einer
antenniren und core-Fuc aufweist, zeigt eine teilweise Uberlappung mit der core-Fuc-
Variante mit der kleineren Migrationszeit (griine Kurve, bei ca. 16,4 min) (Abbildung 5-22 E).
AuBerdem wurde eine Ubereinstimmung mit der zweiten core-Fucosestruktur, welche die
langere Migrationszeit zeigt, gefunden (griine Kurve, bei ca. 16,7 min) (Abbildung 5-22 E).
Die Abspaltung der core-Fuc erzielt hauptsidchlich eine Zunahme der triantennédren Struktur

mit der kleineren Migrationszeit (blaue Kurve, bei ca. 15,8 min) (Abbildung 5-22 E).
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Abbildung 5-22: CE-Elektropherogramme von verschiedenen Fucosidase-Behandlungen
Die grauen Rechtecke markieren die entsprechenden Bereiche der N-Glykane. Die vertikalen Pfeile zeigen die
Reihenfolge der Enzyme. Die horizontalen Pfeile zeigen die Verdnderung der Hauptstruktur.
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a(1-3,4) Fucosidase und a.1-6 Fucosidase (blau)
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5.6.2 Triisomere Strukturen

Die Ergebnisse aus Abbildung 5-22 D und E zeigen, dass zwei triantenndre Strukturisomere in
den Proben enthalten sind, welche jeweils ein Signal fiir die Struktur mit antennérer und
core-Fuc zeigen. Das triantennire N-Glykan mit einer Fuc spaltet sich dadurch in vier Signale
auf (zweimal antennire Fuc und zweimal core-Fuc). Zur Kontrolle dieser Beobachtung wurde
eine HPAEC-PAD durchgefiihrt. Mit dieser Methode konnen Glykane und ihre Isomere ge-
trennt werden. Fiir einen HPAEC-PAD-Lauf wurden die desialylierten N-Glykane von 100 pg
HPT (EMD Chemicals) verwendet. Die Peaks wurden fraktioniert, iber Grafit gereinigt und
mit dem MALDI-TOF-MS analysiert. Die N-Glykane wurden anschliefend mit APTS fiir die

CE-Messung markiert (Abbildung 5-23).
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Abbildung 5-23: Trennung der desialylierten N-Glykane von HPT (EMD Chemicals) durch HPAEC-PAD
und CE-Elektropherogramme der einzelnen Fraktionen.
Die grauen Rechtecke markieren die entsprechenden Bereiche der bekannten N-Glykane bzw. der neuen

Peaks (?) mit wahrscheinlich unbekannten N-Glykanen. I-VI sind die Fraktionen der HPAEC-PAD und K ist
HPT vor der Auftrennung.

In den einzelnen Fraktionen ist mehr als ein N-Glykan zu finden. Im Vergleich zu den
MALDI-TOF-MS Daten (Daten nicht gezeigt) werden im Elektropherogramm unbekannte
Glykanstrukturen detektiert. Die fucosylierten gegeniiber den nicht-fucosylierten Ver-
bindungen eluieren bei der HPAEC-PAD friiher. Erstaunlich ist, dass nur N-Glykane mit core-
Fuc gefunden wurden (Abbildung 5-23 T und III). Der Hauptpeak II stellt das biantennire
N-Glykan, Peak VI das tetraantenndre N-Glykan dar. Die beiden Peaks IV und V beinhalten
die triantenniren N-Glykane, wobei V das Isomer mit dem kleineren Anteil ist. Im Vergleich
zur CE zeigte sich hier, wie bei den Fuc, eine umgekehrte Elutionsreihenfolge. Mit diesem
Kontrollversuch konnte zweifelsfrei geklart werden, dass es sich um zwei Isomere des

triantenniren N-Glykans handelt (Abbildung 5-23).

Um den Strukturunterschied zwischen den triantenniren Isomeren aufzukldren, wurden drei

Hypothesen aufgestellt. Die erste Hypothese war, dass es sich um eine C2-Epimerisierung des
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GlcNAc am reduzierenden Ende zu N-Acetyl-D-mannosamin (ManNAc) handelt (Abbildung
5-24). Diese lauft unter basischen Bedingungen in Richtung des ManNAc ab. Es ist be-

schrieben, dass diese zwei Epimere mittels CE zu trennen sind (Toida et al. 1996).
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Abbildung 5-24: Reaktionsschema der C2-Epimerisierung des GlcNAc zu ManNAc am reduzierenden
Ende von N-Glykanen.

Fiir die Uberpriifung dieser Hypothese wurden zwei Standards hergestellt. Die N-Glykane von
HPT (EMD Chemicals) wurden einerseits mit 25 % Ammoniak und andererseits mit
50 mmol/L NaOH behandelt. Die Standardproben wurden mit APTS markiert und gereinigt.
Im Anschluss wurden diese mit der unbehandelten Probe mittels CE verglichen. Es zeigt sich,
dass die Epimerisierung eine deutliche Verringerung der Migrationszeit von ca 0,3 min ver-
ursacht. Weiterhin ist zu erkennen, dass das untersuchte Isomer des triantennidren N-Glykans
nicht das C2-Epimer darstellt. Das kleinere Isomer hat eine ldngere Migrationszeit (rote
Kurve, bei ca. 15,15 min) als das C2-Epimer des grofen triantenndren Isomers (griine und
blaue Kurve, bei ca. 15,05 min) (Abbildung 5-25 A). AuBlerdem erzeugte das kleinere
triantennire Isomer selbst einen Peak fiir ein C2-Epimer (blaue Kurve, bei ca. 14,9 min)
(Abbildung 5-25 A). Die Verwendung von 50 mmol/L NaOH erzielte eine hohere Epi-
merisierung, aber auch eine Erniedrigung des Signal-Rausch-Verhiltnisses (Abbildung 5-25
A). Ein Vergleich mit den Fraktionen aus der HPAEC-PAD zeigt, dass es wéhrend dieser
Methode auch zur C2-Epimerisierung des GIcNAc kommt. Die unbekannten Peaks aus der
HPAEC-PAD (Abbildung 5-23) waren identisch mit den C2-Epimeren (Abbildung 5-25 B).
Natronlauge als Bestandteil der mobilen Phase ist der Grund fiir die Nebenreaktion bei der

chromatografischen Trennung.
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Abbildung 5-25: CE-Elektropherogramme der C2-Epimerisierung des GlcNAc am reduzierenden Ende zu
ManNAc durch Ammoniak und NaOH (A), sowie der Vergleich mit den Fraktionen IV und V aus der
HPAEC-PAD (B).

Die zweite Hypothese war, dass eine oder mehrere Gal B1-3-verkniipft statt $1-4 sind. Dieses
Phanomen ist vom FETUA aus FKS bekannt (Green et al. 1988). Dieses verursacht in der CE
eine Verkiirzung der Migrationszeit. Durch eine Behandlung mit der B(1-3,6) Galactosidase
wurde diese eine Gal vom triantenndren N-Glykan spezifisch abgespalten. Im Vergleich zum
HPT (EMD Chemicals) sind keine Verdnderungen feststellbar. Weiterhin hat das triantennére
N-Glykan mit der einen B1-3-verkniipften Gal vom FETUA eine ldngere Migrationszeit (rote
Kurve, bei ca. 15,85 min) als das kleinere triantennédre Isomer vom HPT (EMD Chemicals)
(blaue Kurve, bei ca. 15,75 min) (Abbildung 5-26 A). Es zeigte sich eindeutig, dass die
N-Glykane aus humanen Proben keine B1-3-verkniipften Gal besitzen. In einem Kontroll-
experiment wurde gepriift, ob die Gal f1-4-verkniipft sind. Die Fraktionen IV und V aus der
HPAEC-PAD wurden mit B1-4 Galactosidase (Streptococcus pneumoniae) inkubiert. Das
HPT (EMD Chemicals) wurde zum Vergleich mit 3(1-3,4) Galactosidase (Bovine Testis) be-
handelt. Es zeigte sich, dass alle Gal p1-4-verkniipft sind. Weiterhin wurde festgestellt, dass
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die beiden triantennédren Isomere nach der Abspaltung der Gal nicht mehr voneinander zu

trennen sind (blau und orange Kurve, bei ca. 12,75 min) (Abbildung 5-26 B).
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Abbildung 5-26: Test auf f1-3 oder p1-4 verkniipfter Gal bei V-Glykanen
A 1. FETUA aus FKS: Behandlung mit Neuraminidase; 2. FETUA aus FKS: Behandlung mit 3(1-3,6)
Galactosidase; 3. HTP: Behandlung mit Neuraminidase; 4. HTP: Behandlung mit (1-3,6)
Galactosidase
B 1. HTP: Behandlung mit $(1-3,4) Galactosidase; 2. Fraktion IV aus HPAEC-PAD: Behandlung mit

B1-4 Galactosidase; 3. Fraktion V aus HPAEC-PAD: Behandlung mit B1-4 Galactosidase

Die dritte Hypothese war, dass die dritte Antenne des einen triantennéren Isomers durch ein
B1-4- und das andere Isomer durch ein B1-6-verkniipftes GIcNAc gebildet wird. Zwei un-
abhingige Experimente sollten das beweisen. Das Lektin PHA-L bindet bevorzugt die
GlcNAc(B1-6)-Variante (Cummings and Kornfeld 1982; Kaneda et al. 2002). Es wurde ver-
sucht, die desialylierten N-Glykane von HPT (EMD Chemicals) iiber die PHA-L Saule zu
isolieren. Der Vergleich mit der unbehandelten Probe zeigte eine Anreicherung des Isomers
mit der geringeren Migrationszeit (grilne Kurve, bei ca. 15,02 min). Eine vollstindige
Trennung der Isomere konnte jedoch nicht erreicht werden. Die Anreicherung gab einen
ersten Hinweis darauf, dass die triantennédre Isomerform mit der kleineren Migrationszeit die

GlcNAc(B1-6)-Variante darstellt (Abbildung 5-27).
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In einem weiteren Versuch wurde das Enzym B-N-Acetylhexosaminidase von Streptococcus
pneumoniae verwendet. Niedrig konzentriert spaltet es nur B1-2-verkniipfte GIcNAc von den
Antennen ab. Befindet sich in der Nachbarschaft ein B1-6-verkniipftes GIcNAc, wird die
B1-2-verkniipfte Form nicht mehr abgespalten (Yamashita et al. 1981). Die daraus folgenden
vier Mdglichkeiten sind in Tabelle 5-2 dargestellt.

Tabelle 5-2: Mogliche Produkte der B-N-Acetylhexosaminidase aus Streptococcus pneumoniae bei einer
Konzentration von 40 mU/mL

Behandlung mit Absolute
Glykan mit absoluter Masse
[-N-Acetylhexosaminidase Masse nach
vor der Inkubation '
(Streptococcus pneumoniae) der Inkubation
biantennires N-Glykan
m/z =933,3
m/z =1339,5
triantennares N-Glykan
mit GIcNAc(B1-4)Man m/z=1136,4
m/z =1542,5
triantennares N-Glykan
mit GIcNAc(B1-6)Man m/z =1339,5
m/z = 1542,5
tetraantennires N-Glykan
m/z =1542,5
m/z = 1745,6
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Zur Kontrolle der Behandlung mit B-N-Acetylhexosaminidase aus Streptococcus pneumoniae
wurden die N-Glykane von HPT (EMD Chemicals) und die N-Glykane des rekombinanten
A1AT aus HEK-293-Zellen verwendet. Beim HPT (EMD Chemicals) ist das triantennére
Isomer mit der héheren Migrationszeit und beim rekombinanten A1AT aus HEK-293-Zellen

das Isomer mit der kleineren Migrationszeit dominant (Abbildung 5-22 E).

HTP von EMD Chemicals A1AT aus HEK-293-Zellen
Behandlung mit a—Fucosidase und B-Galactosidase
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Abbildung 5-28: MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]" von N-Glykanen vor und nach Verwendung von
40 mU/mL B-NV-Acetylhexosaminidase aus Streptococcus pneumoniae (Nomenklatur Tabelle 5-2)

Die Behandlung der N-Glykane mit den Enzymen wurde mehrfach wiederholt, um deren
Vollstindigkeit zu tiberpriifen. Die Abbildung 5-28 zeigt das Ergebnis nach MALDI-TOF-
MS-Messung. Die triantenndren N-Glykane vom HPT (EMD Chemicals) reprasentierten das
Produkt mit der Masse m/z = 1136,4, was der 1-4-verkniipften GlcNAc-Variante entspricht.
Die triantenndren N-Glykane vom rekombinanten A1AT aus HEK-293-Zellen zeigen das
Produkt mit der Masse m/z = 1339,5, was die Variante mit dem B1-6-verkniipften GlcNAc
darstellt. Daraus folgte, dass das triantenndre N-Glykan mit der kleineren Migrationszeit die
B1-6-verkniipfte und das mit der hoheren Migrationszeit die f1-4-verkniipfte Variante dar-
stellt.
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Nach MALDI-TOF-MS-Messung wurden die Proben mit APTS markiert. Die Fraktionen IV
und V aus der HPAEC-PAD wurden mit 40 mU/mL B-N-Acetylhexosaminidase (Strepto-
coccus pneumoniae) behandelt und mittels CE vergleichend analysiert. Die N-Glykane des
rekombinanten A1AT aus HEK-293-Zellen zeigen im Elektropherogramm die drei Haupt-
strukturen, die schon im MALDI-TOF-MS beobachtet wurden. Das triantennire N-Glykan hat
ein GlcNAc(B1-2) verloren, was die B1-6-verkniipfte GIcNAc-Variante darstellt. Dieses ver-
kiirzte triantenndre N-Glykan (rote Kurve, bei ca. 12,35 min) hat die gleiche Masse wie das
biantennédre N-Glykan (griine Kurve, bei ca. 12,10 min), aber im Elektropherogramm weisen
sie unterschiedliche Migrationszeiten auf (Abbildung 5-29 A und B). Wiirde die
B-N-Acetylhexosaminidase (Streptococcus pneumoniae) nicht spezifisch arbeiten, miissten
noch B1-2 biantenndre N-Glykane zu detektieren sein. Das Gleiche ist beim tetraantenniren
N-Glykan zu beobachten, welches ein GIcNAc verloren hat. Das Produkt hat die gleiche
Masse wie das triantennidre N-Glykan (griine Kurve, bei ca. 12,90 min), aber eine andere
Migrationszeit (rote Kurve, bei ca. 13,20 min). Aufgrund der geringen Ausgangskonzentration
des rekombinanten A1AT war das Signal-Rausch-Verhéltnis deutlich niedriger nach der

Enzym-Inkubation (Abbildung 5-29 A und B).

Die triantenndren N-Glykane vom HPT (EMD Chemicals) teilen sich erneut in zwei Peaks
auf, dhnlich ihrem Erscheinungsbild nach der Neuraminidase-Behandlung. Der kleinere Anteil
hat nur ein (violette Kurve, bei ca. 12,35 min) und der groflere Anteil zwei GlcNAc(B1-2)
verloren (violette Kurve, bei ca. 11,55 min). Es zeigte sich, dass der Hauptanteil der

triantenndren N-Glykane B1-4-verkniipfte GIcNAc tragt (Abbildung 5-29 C und D).

Der Vergleich der Fraktionen IV und V aus der HPAEC-PAD zeigte deutlich, dass die beiden
triantenndren Isomere ohne Gal die gleiche Migrationszeit haben, aber unterschiedlich mit der
B-N-Acetylhexosaminidase (Streptococcus pneumoniae) reagieren. Die Fraktion VI enthielt
das triantenndre N-Glykan mit dem B1-4-verkniipften GIcNAc an der dritten Antenne und
Fraktion V das triantenndre N-Glykan mit dem P1-6-verkniipften GlcNAc. Weiterhin enthélt
die Fraktion V einen hohen Anteil des C2-Epimers der GIcNAc(f31-4)-Variante (hellblaue
Kurve, bei ca. 11,45 min) (Abbildung 5-29 E-H).

Damit ist der Unterschied zwischen den beiden triantennidren N-Glykanen aufgeklart. Dieser

liegt in der B1-4- oder B1-6-Verkniipfung des GIcNAc an der dritten Antenne.
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Abbildung 5-29: CE-Elektropherogramme der /N-Glykane vor und nach Verwendung von
40 mU/mL B-N-Acetylhexosaminidase aus Streptococcus pneumoniae

A A1AT aus HEK-293 Zellen Behandlung mit o-Fucosidase und B-Galactosidase
B A1AT aus HEK-293 Zellen Behandlung mit B-N-Acetylhexosaminidase
C HPT von EMD Chemicals Behandlung mit a-Fucosidase und B-Galactosidase
D HPT von EMD Chemicals Behandlung mit B-N-Acetylhexosaminidase
E Fraktion IV aus HPAEC-PAD Behandlung mit a-Fucosidase und B-Galactosidase
F Fraktion IV aus HPAEC-PAD Behandlung mit B-N-Acetylhexosaminidase
G Fraktion V aus HPAEC-PAD Behandlung mit a-Fucosidase und B-Galactosidase
H Fraktion V aus HPAEC-PAD Behandlung mit B-N-Acetylhexosaminidase
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5.6.3 Bisecting-Strukturen

Eine weitere nicht eindeutig zuzuordnende Struktur im Elektropherogramm hatte die Masse
m/z=2012,8. Diese stellt hochstwahrscheinlich ein biantenndres N-Glykan mit einem
bisecting-GlcNAc und einer Fuc dar. Es konnte sich jedoch auch um eine triantennére

Struktur mit einer Fuc und einer Antenne ohne Gal handeln (Abbildung 5-30 A).

Zundchst wurde analysiert, ob es sich um core- oder antennér-fucosylierte Strukturen handelt
(hellblaue und violette Kurve, bei ca. 14,75 min). Die Probe wurde mit a(1-3,4) Fucosidase
(Streptomyces sp. 142) und a1-6 Fucosidase (Bovine Kidney) behandelt. Das Ergebnis zeigt,
dass das untersuchte N-Glykan eine core-Fuc trigt (Abbildung 5-30 B). Weiterhin wurde die
Probe mit den N-Glykanen von humanem IgG verglichen. Von diesem Protien ist bekannt,
dass sie bisecting-Strukturen und ausschlieBlich core-Fuc, aber keine triantennédren
N-Glykane, enthalten. Der Vergleich zeigt eindeutige Ubereinstimmungen mit dem core-
fucosylierten bzw. nicht-fucosylierten Variante des biantennédren N-Glykans mit bisecting-
GlcNAc, was die Zuordnung der untersuchten N-Glykane des TRFE bestitigt (Abbildung
5-30 B-C).

Das bisecting-GlcNAc hat erwartungsgemal} einen relativ kleinen Einfluss auf die Mobilitét.
Um diese zu messen, wurden die Glykane von TRFE und der IgGs nach der Fucosidase-
Inkubation mit B-Galactosidase behandelt. Der Vergleich mittels CE zeigt eindeutig, dass das
biantenndre N-Glykan bei 11,9 min, das triantenndre N-Glykan bei 12,7 min und das
biantennire N-Glykan mit bisecting-GlcNAc dazwischen bei 12,3 min migriert (Abbildung
5-31). Aus diesen Experimenten wird die Schlussfolgerung gezogen, dass die untersuchte
Struktur des Transferrins (m/z =2012,8) ein biantenndres N-Glykan mit einem bisecting-

GlcNACc und einer core-Fuc darstellt.

71



Ergebnisse

T T

by

1663,6 17436 1309,7 1850,7 20128 2028,7 21748

Intensity %

25
20
15
10
s aad

1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100 2150 2200

m/z ratio
251 i\ B
2.0+ keine Fucosidase
a(1-3,4) Fucosidase
154 (Streptomyces sp. 142)
>
1.0
0.5- keine Fucosidase
. al1-6 Fucosidase
0.0- . (Bovine Kidney)
2.5 ﬂ C
2.0
5 1.54
=1
1.0
0.5 Vergleich mit
N-Glykanen von IgG
0.0 human (Sigma Aldrich)

140 142 144 146 148 150 152 154
Minutes
Abbildung 5-30: Nachweis des biantenniren N-Glykans mit einem bisectin-GlcNAc¢ und core-Fuc vom
TRFE

A TRFE aus einem 2D-Gel von Serum MALDI-TOF-MS-Spektren [M+Na]", nach Behandlung mit
Neuraminidase
B TRFE aus einem 2D-Gel von Serum CE-Elektropherogramme:

Behandlung mit 1. Neuraminidase (rosa) 2. Neuraminidase
und o/(1-3,4) Fucosidase (violett); 3. Neuraminidase (blau)
4. Neuraminidase und a1-6 Fucosidase (rot)

C IgG human (Sigma-Aldrich) CE-Elektropherogramme
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Abbildung 5-31: Nachweis des biantenniiren NV-Glykans mit einem bisecting-GlcNAc vom TRFE
CE-Elektropherogramme von IgG human und TRFE aus einem 2D-Gel von Blutserum nach Inkubation mit
Neuraminidase, a-Fucosidase und f-Galactosidase
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5.7 Potenzielle Glykan-Biomarker vom Ovarialkarzinom aus Blutserum

5.7.1 2D-Gele

Fiir die Suche nach potenziellen Biomarkern vom Ovarialkarzinom wurden je fiinf Serum-
proben von krebskranken und gesunden Patientinnen untersucht. Fiir ein 2D-Gel wurden
40 pL Blutserum verwendet. Aus dem Blutserum wurde die Konzentration von Albumin und
IgGs durch Antikorper reduziert. Vor der ersten Dimension wurden die Proben reduziert,
alkyliert und durch Acetonféllung gereinigt und konzentriert. Fiir die erste Dimension wurde
ein 18 cm langer IPG-Streifen von pH vier bis sieben, fiir die zweite Dimension ein 10 %iges
SDS-PAGE-Gel verwendet. Gefiarbt wurden die Gele mit Coomassie. Die weitere Analyse
erfolgte, wie in Kapitel 5.5.3 beschrieben. Zusitzlich wurden die Proteine nach der
PNGase F-Behandlung iiber die In-Gel-Spaltung mit Trypsin und peptide mapping identi-
fiziert. Leucine-rich alpha-2-glycoprotein (A2GL) und Immunoglobulin schwere Kette alpha
(IGHA) wurden tiber SWISS-2DPAGE der ExPASy Datenbank identifiziert.

Untersucht wurden die Glykoproteine mit den hochsten Konzentrationen. Die Lokalisation
dieser Glykoproteine im 2D-Gel ist in Abbildung 5-32 dargestellt. Von HPT, A1AT, AACT,
Héamopexin (HEMO) und Vitamin-D-bindendes Protein (VTDB) konnten die einzelnen
Proteinspezies miteinander verglichen werden. Die Proteinspezies wurden von sauer nach
basisch nummeriert. Bei A1AG und Cl1-Esterase-Inhibitor (IC1) konnten aufgrund des ein-
geschrinkten pH-Bereiches im sauren Milieu die Primérproteine nicht aufgetrennt werden.
FETUA, TRFE und A1BG zeigen im 2D-Gel Proteinspezies. Die einzelnen Proteinspezies
konnten jedoch zwischen den Gelen nicht eindeutig zugeordnet werden, weshalb sie zu-

sammen als ein Protein analysiert wurden.

Durch den Vergleich aller zehn 2D-Gele wird eine deutliche Verdnderung der Zusammen-
setzung der Serumproteine erkennbar. Es fillt auf, dass in den Ovarialkarzinomproben das
Albumin stark reduziert ist, wohingegen A1AT, HPT, AACT, A1AG und A2GL in erh6hten
Konzentrationen vorhanden sind. Hingegen ist die Konzentration von FETUA, HEMO und
IGHA erniedrigt. Diese Ergebnisse stellen eine Akut-Phasen-Reaktion der Patientinnen dar
(Gruys et al. 2005). Auffillig war die Probe mit dem Geburtsdatum 1952. Der Phéanotyp
dhnelt dem einer gesunden Frau, mit Ausnahme des reduzierten Albuminanteils (Abbildung

5-32; Abbildung 5-33).
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Abbildung 5-32: Beispiel fiir 2D-Gele von Blutserum mit Proteinbenennung von einer Patientin mit
Ovarialkarzinom (oben) und einer gesunden Frau (unten).

Der IPG-Streifen waren 18 cm lang und hatten einen pH-Gradienten von vier bis sieben. Die SDS-PAGE-Gele
waren 10 %ig und wurden mit Coomassie gefirbt. Alle Proteine wurden iiber peptide mapping identifiziert,
auller A2GL und IGHA, die iiber SWISS-2DPAGE der ExPASy Datenbank identifiziert wurden.
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Abbildung 5-33: Vergleich aller zehn Blutserumproben im 2D-Gel (links Ovarialkarzinom, rechts
Kontrollgruppe).

Die IPG-Streifen waren 18 cm lang und hatten einen pH-Gradienten von vier bis sieben. Die SDS-PAGE-Gele
waren 10 %ig und wurden mit Coomassie gefdrbt. Die Jahresangaben entsprechen den Geburtsjahren der
Patientinnen. Weiterhin ist das Stadium der Erkrankung in Klammern angegeben.
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5.7.2 Statistik zu den Serumglykoproteinen aus 2D-Gelen

Fiir die statistische Auswertung wurden die korrigierten Flachen der CE-Elektropherogramme
verwendet. Die MALDI-TOF-MS-Spektren dienten zur Absicherung der Strukturen. Alle
Flachen wurden addiert und fiir jedes N-Glykan der prozentuale Anteil berechnet. Die
Ovarialkarzinomgruppe und die Kontrollgruppe bestanden jeweils aus flinf Proben. Von
jedem N-Glykan in einer Gruppe wurde der Mittelwert des prozentualen Anteils und die
Standardabweichung berechnet. Diese Daten wurden genutzt um den statistischen Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen mit Hilfe eines Zweistichproben-t-Tests zu bestimmen.
Zur einfacheren Darstellung der Giite der statistischen Signifikanz, wurden drei verschiedene
p-Wertegrenzen mit folgenden Zeichen festgelegt * = p < 0,05; ** =p <0,02; *** =p <0,01.
Des Weiteren wurden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von
> 0,2 % hatten, statistisch untersucht. Durch den Quotienten des Mittelwertes der Ovarial-

karzinomgruppe und der Kontrollgruppe wurde der relative Expressionsunterschied ermittelt.

Zusétzlich wurden zwei weitere Vergleiche durchgefiihrt. Beim Ersten wurden alle Fliachen
einer Strukturisomere-Familie addiert (biantennidre N-Glykane mit einer Fuc, triantennire
N-Glykane beider Varianten und triantenndre N-Glykane beider Varianten mit einer Fuc) um
festzustellen, ob die gefundenen Unterschiede auch im MALDI-TOF-MS detektierbar sind.
Beim zweiten zuséitzlichen Vergleich wurden die N-Glykane mit gleicher Grundstruktur ad-

diert, um die Effekte von Fuc und Gal auszublenden.

5.7.2.1 Alpha-1-saures-Glykoprotein (A1AG)

A1AG hat den hochsten Anteil an tri- und tetraantenniren N-Glykanen. Die Ovarialkarzinom-
gruppe zeigt eine hohere Streuung als die Kontrollgruppe. Dieses Phédnomen ist bei allen
Proteinen zu sehen. Die grofften Unterschiede sind in der Erhdhung des biantenniren
N-Glykans mit core-Fuc (8,9-fach) und in der Erniedrigung des triantenndren N-Glykans mit
der GlcNAc(pB1-4)-Variante (0,5-fach) zu sehen. Nach Addition der zugehorigen Strukturiso-
mere sind diese Unterschiede noch immer erkennbar. Beim Vergleich der Grundstrukturen ist
deutlich sichtbar, dass bei den triantennidren N-Glykanen die GIcNAc(31-4)-Variante abnimmt
(0,7-fach) und die GlcNAc(p1-6)-Variante zunimmt (3,3-fach). Diese gegensitzliche Tendenz
ist bei fast allen Proteinen zu beobachten. Bei nahezu allen Proteinen nehmen die Strukturen
ohne Fuc ab und Strukturen mit antennédrer Fuc zu. Das tetraantennédre N-Glykan mit drei Fuc

kann nur in der Gruppe mit Ovarialkarzinom, jedoch nicht bei allen Patientinnen detektiert

werden (Abbildung 5-34).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von AIAG
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Abbildung 5-34: Statistik zu A1AG
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von >0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p < 0,05; ** =p <0,02;
*H% 15 <0,01
oben: Die relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen Peakflichen im
Elektropherogramm der CE.
links unten: ~Zusammenfassung (Addition) der Fldchen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
rechts unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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5.7.2.2 Cl-Esterase-Inhibitor (IC1)

IC1 hat einen sehr hohen Anteil an biantenndren N-Glykanen, kleinere Mengen an bisecting-
und wenig hoéherantennédre Strukturen. Zwischen gesunden und erkrankten Testpersonen
kénnen nur wenige Unterschiede detektiert werden. Das triantennidre N-Glykan der
GIcNAc(B1-6)-Variante mit einer antenndren Fuc kann nur in der Ovarialkarzinomgruppe
gefunden werden. Das biantenndre N-Glykan mit einer antenndren Fuc ist 3,6-fach erhoht. Es
wurde weiterhin festgestellt, dass ein hoherer Anteil an antennédrer Fuc vorhanden ist, die
triantennidre GIcNAc(B1-6)-Variante zunimmt und die GIcNAc(B1-4)-Variante abnimmt
(Abbildung 5-35).

5.7.2.3 Fetuin (FETUA)

FETUA besitzt nur eine geringe Anzahl an N-Glykanstrukturen. Der Anteil der biantennden
Strukturen liegt bei liber 85 %. Der Hauptunterschied zwischen der Ovarialkarzinom- und der
Kontrollgruppe sind die Erhohungen der Grundstrukturen an triantenndren N-Glykanen mit
der GIcNAc(B1-6)-Variante (5,1-fach) und tetraantenndren N-Glykanen (4,0-fach) (Abbildung
5-36).
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Abbildung 5-35: Statistik zu IC1

oben:

links unten:
rechts unten:

Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von >0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*Hk 1 <0,01

Die relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen Peakfldchen im
Elektropherogramm der CE.

Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von FETUA
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Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;

¥k 1 <0,01

oben: Die relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen Peakflichen im

Elektropherogramm der CE.

links unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
rechts unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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5.7.2.4 Haptoglobin (HPT)

Vom HPT konnten die einzelnen Proteinspezies verglichen werden. Da HPT 1 und HPT 8
nicht bei allen Proben im 2D-Gel zu erkennen sind, wurden diese statistisch nicht aus-
gewertet. Auffallig ist der Verlauf des Glykanprofils vom saueren zum basischen IP. Mit ab-
nehmendem IP der Proteinspezies nimmt der Anteil an kleinen biantenndren N-Glykanen ab.
Gleichzeitig steigt der Anteil tri- und tetraantenniren N-Glykanen (Abbildung 5-37; Ab-
bildung 5-38).

In einer Vielzahl von Punkten unterscheidet sich die Ovarialkarzinomgruppe von der
Kontrollgruppe. Eine gute statistische Signifikanz ist beim triantennidren N-Glykan mit der
GlcNAc(B1-6)-Variante mit bzw. ohne antennére Fuc, dem biantenndren N-Glykan mit einer
antennéren Fuc (5,1-25,3-fach), dem tetraantenniren N-Glykan mit einer antenniren Fuc (4,3-
13,0-fach) und dem biantenndren N-Glykan mit einem bisecting-GIcNAc zu erkennen. Der
prozentuale Anteil dieser fiinf Strukturen erhoht sich. Diese Unterschiede sind bei fast allen
Proteinspezies zu finden. Beim Vergleich der Grundstrukturen ist eine Erhoéhung der
triantenniren Strukturen mit der GIcNAc(B1-6)-Variante (1,7-2,5-fach) zu sehen. Das
triantenndre N-Glykan der GIcNAc(B1-6)-Variante mit antenndrer Fuc sowie das
tetraantennire N-Glykan mit zwei und drei antennidren Fuc kommt nur in der Ovarial-

karzinomgruppe vor. Eine tendenzielle Erhohung der antennédren Fucosestrukturen ist zu er-

kennen (Abbildung 5-37; Abbildung 5-38).

Durch die Addition der Strukturisomere ist die statistische Signifikanz verloren gegangen. Der
statistische Unterschied beruht allein auf der Zunahme der antennéren Fuc. Weiterhin ver-
halten sich die zwei triantenndren Varianten entgegengesetzt, wobei die GIcNAc(B1-4)-

Variante dominanter ist (Abbildung 5-37; Abbildung 5-38).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von HPT
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Abbildung 5-37: Statistik zu HPT (Grafik eins)

Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;

4k <0,01

Dargestellt ist relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen

Peakfldchen im Elektropherogramm der CE.
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Abbildung 5-38: Statistik zu HPT (Grafik zwei)

links:
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Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von >0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*H% 15 <0,01

Zusammenfassung (Addition) der Fléchen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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5.7.2.5 Alpha-1-Antitrypsin (A1AT)

Von AIAT wurden mehrere Proteinspezies untersucht. A1AT 6 wurde nicht bewertet, da es
nicht bei allen Proben isoliert werden konnte. Bei A1AT 6 und A1AT 5 kam es im 2D-Gel mit
VTDB 1 und VTDB 2 zu Uberschneidungen (Abbildung 5-32). Die Proteinspezies zeigen
einen dhnlichen Verlauf wie HPT. Je saurer die Proteinspezies ist, desto geringer ist der Anteil
an biantenniren N-Glykanen. Eine Ausnahme bildet der Ubergang zwischen A1AT 4 und
ATAT 5. Im Gegensatz zu AIAT 5 sind bei A1AT 4 nahezu keine triantennidren N-Glykane
detektierbar. Fiir A1AT 5 kann der Einfluss von VTDB 1, welches auf dem 2D-Gel in direkter
Nachbarschaft liegt, nicht geklart werden (Abbildung 5-39; Abbildung 5-40).

Die statistischen Unterschiede zwischen beiden Testgruppen sind gering und nur vereinzelt zu
beobachten. Nur bei A1AT2 und A1AT 3 ist das tetraantenndre N-Glykan mit einer
antenndren Fuc signifikant erhoht (2,9-31,1-fach). Im Vergleich zu den addierten Strukturiso-
meren bleibt fiir dieses Glykan dieselbe Signifikanz bestehen. Der Einfluss der Variante mit
der core-Fuc ist unbedeutend. Insgesamt sind die tetraantenniren N-Glykane erhoht. Eine Ad-
dition der triantennidren N-Glykane mit einer Fuc zeigt eine Verbesserung der statistischen
Signifikanz. Das tetraantenndre N-Glykan mit drei antenndren Fuc ist ausschlieBlich in der

Ovarialkarzinomgruppe und nicht bei den gesunden Probandinnen zu finden (Abbildung 5-39;

Abbildung 5-40).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von AIAT
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Abbildung 5-39: Statistik zu A1AT (Grafik eins)
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*¥k 15 <0,01
Dargestellt ist relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen
Peakfldachen im Elektropherogramm der CE.
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Abbildung 5-40: Statistik zu A1AT (Grafik zwei)
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;

links:
rechts:

4k 1 <0,01

Zusammenfassung und Vergleich der

relative Verteilung in %

relative Verteilung in %

Antennaritét

der N-Glykane von A1AT

95 -
90
85
80 -
75 -
70 -
65
60 -
55
50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25
20 -
15 -
10 -
5
0 -
5 -
10 -
15 7
20
25 A
30 -
35 4
40 -
45 A
50 -
55 4
60 -
65 -
70 -
75
80 -
85 -
90 -
95 1

Blk‘ﬁ BIR-'*

1Yy

R

¥

prs
e

*ﬁ

Zusammenfassung (Addition) der Fléchen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
Zusammenfassung (Addition) der Fliachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe

87



Ergebnisse

5.7.2.6 Alpha-1-Antichymotrypsin (AACT)

Von AACT wurden die Proteinspezies drei bis acht ausgewertet. AACT 1 und 2 sind aus-
schlieBlich in der Ovarialkarzinomgruppe nachweisbar, da das gesamte Protein in dieser
Gruppe stark erhoht ist. Die Verdnderung des Glykanprofils der Proteinspezies ist bei AACT
deutlich zu sehen. Mit niedrigerem IP nimmt der Anteil an biantenndren N-Glykanen ab.
Auftillig ist, dass die Grundstruktur des triantenndren N-Glykans mit der GlcNAc(B1-6)-
Variante mit steigendem IP zunimmt (Abbildung 5-41; Abbildung 5-42).

Die gefundenen statistischen Unterschiede sind bei fast allen Proteinspezies identisch. Am
signifikantesten sind sie beim biantenndren N-Glykan mit einer antenndren Fuc, beim
triantenndren N-Glykan mit der GIcNAc(B1-4)-Variante (0,5-fach) und dem tetraantenniren
N-Glykan mit einer antenndren Fuc (3,4-4,1-fach). Die Strukturen mit antenndrer Fuc sind
erhoht. Der Anteil an triantenniren N-Glykanen mit der GIcNAc(31-4)-Variante ist erniedrigt.
Nach Addition der Strukturisomere der triantenndren N-Glykane und der tetraantenniren
N-Glykane mit einer Fuc verdnderte sich die Signifikanz kaum. Der prozentuale Anteil des
triantenniren N-Glykans mit der GIcNAc(31-6)-Variante und des tetraantenndren N-Glykans
mit einer core-Fuc ist zu klein, um die Signifikanz zu beeinflussen. Bei Addition der Struktur-
isomere der biantenniren N-Glykane mit einer Fuc geht die Signifikanz verloren (Abbildung

5-41; Abbildung 5-42).

Der Vergleich der Grundstrukturen zeigt, dass die triantenndren N-Glykane mit der
GlcNAc(B1-4)-Variante (0,6-0,7-fach) abnehmen und die tetraantenndren N-Glykane zu-
nehmen (1,6-1,8-fach) (Abbildung 5-41; Abbildung 5-42).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von AACT
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Abbildung 5-41: Statistik AACT (Gi‘afik eins)
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*¥k 15 <0,01

Dargestellt ist relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen
Peakfldachen im Elektropherogramm der CE.

Kontrolle (gesund)

relative Verteilung in %o

89



Ergebnisse

relative Verteilung in %
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Abbildung 5-42: Statistik zu AACT (Grafik zwei)
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Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
¥k 1 <0,01

Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritéit zu einer N-Glykangruppe
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5.7.2.7 Transferrin (TRFE)

TRFE weist als einziges untersuchtes Protein High-Mannose-Strukturen auf. Eine weitere
Besonderheit im Vergleich zu den anderen untersuchten Glykoproteinen ist der hohe Anteil
des biantenndren N-Glykans mit einem bisecting-GlcNAc und einer core-Fuc (iiber 5 %).
Auftillig ist das Verhiltnis der zwei Strukturisomere des triantennidren N-Glykans. Bei allen
anderen Proteinen ist die GIcNAc(31-4)-Variante das deutlich dominantere Isomer. Bei TRFE
ist die GIcNAc(B1-6)- und GIcNAc(1-4)-Variante zu gleichen Teilen nachweisbar. Ein signi-
fikanter Unterschied zwischen der Ovarialkarzinom- und der Kontrollgruppe war ausschlief3-
lich in der Abnahme des triantenndren N-Glykans mit der GlcNAc(1-4)-Variante festzu-
stellen (Abbildung 5-43).

5.7.2.8 Alpha-1B-Glykoprotein (A1BG)

Das Glykanprofil von A1BG zeigt bis zu 90 % biantenndre N-Glykane. Alle anderen
N-Glykane sind schwach vertreten. Signifikante Unterschiede zwischen der Ovarialkarzinom-

und der Kontrollgruppe sind nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

5.7.2.9 Himopexin (HEMO)

Von Hédmopexin konnten mehrere Proteinspezies untersucht werden. HEMO 6 {iberlappt stark
mit Albumin, weshalb es beim peptide mapping schlecht zu identifizieren ist. Albumin hat als
eins der wenigen Serumproteine keine Glykane und deshalb keinen Einfluss auf das
Glykanprofil. Das Glykanprofil von HEMO besteht wie bei A1BG aus bis zu 90 %
biantenndren N-Glykanen. Die Beobachtung, dass mit Zunahme der Aziditdt der Protein-
spezies der biantenndre Anteil abnimmt, konnte auch hier bestitigt werden. Der einzige
Unterschied zwischen der Ovarialkarzinom- und der Kontrollgruppe ist die Zunahme des
triantenndren N-Glykans mit der GIcNAc(B1-4)-Variante und einer antenndren Fuc

(Abbildung 5-44; Abbildung 5-45).

5.7.2.10 Vitamin-D-bindendes Protein (VTDB)

Vom VTDB wurden mehrere Proteinspezies untersucht. In der Datenbank von UniProt (Stand
31.12.2011) ist nur eine potenzielle N-Glykosylierungsstelle eingetragen. Es sind auch nur
geringe Mengen an N-Glykanen gefunden worden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass

diese von Verschleppungen des in der Nihe liegenden A1AT stammen (Daten nicht gezeigt).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von TRFE
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Abbildung 5-43: Statistik zu TRFE
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von >0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*Hk 1 <0,01
oben: Die relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen Peakflichen im
Elektropherogramm der CE.
links unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
rechts unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von HEMO
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Abbildung 5-44: Statistik zu HEMO (Grafik eins)

Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von >0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
ka1 <0,01

Dargestellt ist relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen
Peakfldachen im Elektropherogramm der CE.
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relative Verteilung in %
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Abbildung 5-45: Statistik zu HEMO (Grafik zwei)

Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*Hk 15 <0,01
links: Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
rechts: Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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5.7.3 Statistik zu den N-Glykanen des gesamten Blutserums

Das gesamte Serumglykom der N-Glykane wurde mit dem Roboter wie in Kapitel 5.5.2 be-
schrieben isoliert, und anschlieend analysiert. Dazu wurde fiir jede einzelne Probe eine Drei-

fachbestimmung durchgefiihrt und der Mittelwert fiir die Statistik verwendet.

Im Serum ist im Unterschied zu den untersuchten Glykoproteinen ein hoher Anteil an
High-Mannose-Strukturen, biantenniren N-Glykanen mit und ohne bisecting-GlcNAc, sowie
nur einer oder keiner Gal zu finden. Diese Glykane stammen zum grof3ten Teil von den IgGs,
die in hohen Konzentrationen im Blutserum vorkommen. Die IgGs sind fiir diese Arbeit nicht

von Bedeutung.

Die signifikanten Unterschiede sind beim biantenndren N-Glykan mit einer antennédren oder
core-Fuc zu erkennen, wobei die antennire Fuc erhoht (2,3-fach) und die core-Fuc erniedrigt
(0,7) vorliegt. Dadurch wird bei der Addition dieser Strukturisomere der statistische Unter-
schied verringert. Weitere Unterschiede sind die Erhohung des triantennéren N-Glykans mit
der GlcNAc(B1-6)-Variante (1,7-fach), des triantenndren N-Glykans der GIcNAc(B1-4)-
Variante mit einer antennidren Fuc (2,2-fach) und des tetraantenniren N-Glykans mit einer

antenndren Fuc (4,2-fach) (Abbildung 5-46).

Nach der Addition der Strukturisomere, der tri- und tetraantenndren N-Glykane mit jeweils
einer Fuc, ist eine gute Signifikanz gegeben, welche durch die Zunahme der antennédren Fuc
verursacht wird. Beim Vergleich der Grundstrukturen wird die Erh6hung aller triantenniren
N-Glykane mit der GIcNAc(B1-6)-Variante (1,6-fach) und der tetraantennidren N-Glykane
(2,4-fach) sichtbar (Abbildung 5-46).

Das tetraantenndre N-Glykan mit drei antenndren Fuc ist ausschlieBlich in der Ovarial-
karzinomgruppe zu finden, wie bei den zuvor untersuchten Serumglykoproteinen. Ein
weiteres interessantes Phidnomen ist die Fucoseverteilung bei den beiden triantenndren
Varianten im Blutserum der Kontrollgruppe. Die GlcNAc(31-4)-Variante hat mehr antennére
Fuc (3,20 %) als core-Fuc (1,15 %). Bei der GIcNAc(B1-6)-Variante ist dieses Verhdltnis um-
gekehrt. Es sind nur 0,02 % antennédre Fuc und 0,33 % core-Fuc zu finden. In der Ovarial-

karzinomgruppe sind bei beiden triantenndren Varianten die antenndren Fuc am héufigsten

detektierbar (Abbildung 5-46).
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Zusammenfassung und Vergleich der N-Glykane von Blutserum
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Abbildung 5-46: Statistik zu Blutserum
Gezeigt werden nur Strukturen, die in mindestens einer Gruppe einen Anteil von > 0,2 %
haben. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Anteile eines N-Glykans oder einer
N-Glykangruppe mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. * =p <0,05; ** =p <0,02;
*Hk 1 <0,01
oben: Die relative Verteilung der N-Glykane, berechnet anhand der gemessenen Peakflichen im
Elektropherogramm der CE.
links unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen der Strukturisomere zu einer N-Glykangruppe
rechts unten: Zusammenfassung (Addition) der Flachen mit gleicher Antennaritét zu einer N-Glykangruppe
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5.74 Zusammenfassung und Vergleich der Ergebnisse

In Tabelle 5-3 sind die wichtigsten Ergebnisse aus dem Blutserum und von den isolierten
Glykoproteinen aus 2D-Gelen zusammengefasst. Aufféllig zwischen Blutserum und Glyko-
proteinen aus den 2D-Gelen ist, dass im Blutserum der Ovarialkarzinomgruppe das
biantennédre N-Glykan mit einer core-Fuc abnimmt und bei A1AG zunimmt. Bei allen anderen
Glykoproteinen konnte bei dieser Struktur kein Unterschied gefunden werden. Es fillt auf,
dass die deutliche Signifikanz des triantennidren N-Glykans der GIcNAc(f31-4)-Variante mit
der antennédren Fuc nur im Blutserum zu finden ist. Im Vergleich zum Blutserum ist bei den

Glykoproteinen HTP, A1AT, TRFE und HEMO eine geringe Signifikanz zu sehen.

Die Erhohung der Grundstrukturen vom triantenndren N-Glykanen mit der GIcNAc(B1-6)-
Variante ist bei A1AG, IC1, FETUA und HPT sowie im Blutserum zu finden. Die Ver-
anderung des tetraantennédren N-Glykans mit einer antenndren Fuc kann im Blutserum und bei

HPT, A1AT und AACT festgestellt werden.

Bei allen Proben kann die Tendenz der Zunahme an antennirer Fuc beobachtet werden. Das
tetraantennire N-Glykan mit drei antenniren Fuc ist ausschlieflich in der Ovarialkarzinom-

gruppe zu finden.
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Zusammenfassung der Statistik zu den NV-Glykanen aus Blutserum und Glykoproteinen

Tabelle 5-3

Dargestellt ist der relative Expressionsunterschied der Ovarialkarzinomgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In der Klammer steht dazu gehdrige p-Wert. Es werden nur die signifikantesten

Unterschiede von p < 0,02 gelistet. nur OvK

gruppe gefunden
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5.8 Experimentelles Design: Analyse der O-Glykosylierungsstellen

Dieser Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Detektion von O-Glykosylierungsstellen, wie

im folgenden Schema dargestellt.

Herstellung des
Biotin-Thiol-Linkers

I

e R
B-Eliminierung und Austesten von Basen

\ Michael-Addition r und Reaktionsbedingungen

I

O —— N\ Austesten der Aufreinigung
SCX zur Entfernung des tiberschiis-
\ J sigen Biotin-Thiol-Linkers

Spaltung mit
Trypsin und Asp-N

( Aufreinigung tiber J Austesten des

Avidin Elutionspuffers

[ MALDI-TOF/TOF j

Abbildung 5-47: Experimentelles Design fiir die Detektion von O-Glykosylierungsstellen

5.9 Detektion von O-Glykosylierungsstellen

Fiir die Detektion der O-Glykosylierungstellen wurde folgendes Konzept erstellt. Durch die
B-Eliminierung von O-Glykanen mit Basen entsteht das Dehydroalanin bei Serin und die
Dehydro-a-aminobuttersdure bei Threonin. Diese Produkte sind o,B-ungeséttigte Carbonyl-
Verbindungen, welche als Michael-System bezeichnet werden. Der Reaktionsmechanismus
fiir diese B-Eliminierung ist postuliert als Elcb und E2 (Abbildung 5-48, oben und Mitte)
(Friedman 1999; Sinnott 2007). Das Michael-System wird im zweiten Schritt der Methode
durch ein Nukleophil angegriffen. Fiir diese Michael-Addition wurde ein Thiol als Nukleophil
eingesetzt, das kovalent mit einem Biotin zur Selektion und Anreicherung der markierten
O-Glykosylierungsstellen verbunden ist (Abbildung 5-48, unten). Uber eine MS-
Fragmentierung kann die Peptidsequenz und somit die O-Glykosylierungsstelle ermittelt

werden.

99



Ergebnisse

B-Eliminierung nach Reaktionsmechanismus Elcb
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Abbildung 5-48: B-Eliminierung von O-Glykanen vom Protein nach dem Reaktionsmechanismus Elcb
(oben) und E2 (mitte) sowie die Michael-Addition mit dem Biotin-Thiol-Linker (unten)
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Zur Herstellung des Biotins mit dem Thiol und einem Spacer, welcher zur Verbesserung der
Wasserloslichkeit diente, wurde die Festphasensynthese gewidhlt. An einem Cysteamin-2-
chlorotrityl-Harz wurde mittels Peptidsynthese unter Verwendung von 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt), 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-Tetramethyluronium-Hexafluorophosphat (HBTU)
und Diisopropylethylamin das Produkt N-terminal verldngert. Mit Fmoc geschiitzten
Reagenzien wurden Spacer zwischen Biotin und Cysteamin eingefiihrt. Der fertige Biotin-
Thiol-Linker wurde mit Trifluoressigsdure (TFA) vom Harz abgespalten (Abbildung 5-49,
Abbildung 5-50, 7.2.25).

[
)k -S acer OH HyN
. 0] IiJ P \n/ o 2 \/\S
H 0

o oV,

+ HOBt/ HBTU

“H0 + DIPEA

0] H
J'l\ l
Spacer N
s L
H 9 Cl

- CO, [+ 20 % Piperidin

H

O |
H Spacer

" O .

0]

Abbildung 5-49: Festphasensynthese des Biotin-Thiol-Linkers (Teil eins)
Synthese mit einem Cysteamin-2-chlorotrityl-Harz und Fmoc geschiitzten Reagenzien zum Einfiigen eines
Spacers in den Biotin-Thiol-Linker
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Als Modelprotein wurde FETUA aus FKS verwendet. FETUA vom Rind tragt jeweils drei O-

\ HOBt/ HBTU
-H,0 l+ DIPEA

Abbildung 5-50: Festphasensynthese des Biotin-Thiol-Linkers (Teil zwei)
Einfligen des Biotins in den Biotin-Thiol-Linker und Abspaltung vom Harz

bzw. N-Glykosylierungsstellen. In der ExXPASy-Datenbank ist auch eine nur teilweise genutzte
O-Glykosylierungstelle aufgelistet. Die drei O-Glykosylierungstellen liegen in einer Sequenz
von 12 Aminoséduren und sind nach einer Trypsin-Behandlung innerhalb eines 6 kDa Peptids
lokalisiert (Abbildung 5-51 oben). Diese Peptidgrof3e ist kritisch bei der Fragmentierung im
MALDI-TOF/TOF-MS. Deshalb wurde nach der Trypsin-Spaltung die Asp-N als weitere
Protease eingesetzt, welche auch eine schwache N-terminale Spaltaktivitit zur Glutaminsiure
haben kann (Hagmann et al. 1995) (Abbildung 5-51 unten). Es ergeben sich mehrere mog-
liche Peptide, die in Tabelle 5-4 aufgelistet sind.
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Fetuin vom Rind (P12763)

10 20 30 40 50 60
MKSFVLLFCL AQLWGCHSIP LDPVAGYK+EP ACDDPDTEQA ALAAVDYINI(+ HLPR+GYK*HTL

70 80 90 100 110 120
NQIDSVK;&(WP R*RPTGEVYDI EIDTLETTCH VLDPTPLANC SVRPQTQHAV EGDCDIHVLK+

130 140 150 160 170 180
QDGQFSVLFT K{FDSSPDSAE DVRﬁLCPDCP LLAPLNDSR*V VHAVEVALAT FNAESNGSYL

190 200 210 220 230 240
QLVEISR‘AQF VPLPVSVSVE FAVAATDCIA K+EVVDPTI{+CN LLAEK+QYGFC K*GSVIQI((QLG

250 260 270 280 290 300
GEDVR;VTCTL FQTQPVIPQP QPDGAEAEAP BAVPDAAGPHE PEAAGPPVAS VVVGPSVVAV

310 320 330 340 350
PLPLHI%AHYD LR'HTFSGVAS VESSSGEAFH VGK+TPIVGQP SIPGGPVR*LC PGRPIRP’FK*I

B O-Glykosylierungsstelle I O-Glykosylierungsstelle, teilweise genutzt [ N-Glykosylierungsstelle
Signalpeptid } Trypsin-Schnittstelle

Peptid 246-306 vom Rinder-Fetuin (P12763)

250 260 270 280 290 300
VTCTL FQTQPVIPQP QF}DGAFAFAP lAVP*DAAGP. PEAAGPPVAS VVVGPSVVAV PLPLHR

B O-Glykosylierungsstelle 4 Asp-N-Schnittstelle
# mégliche Asp-N-Schnittstelle auf Grund der Nebenaktivitiit zu der Glutaminsiure
Abbildung 5-51: Glykosylierungsstellen vom FETUA (Rind), Trypsin-Schnittstellen vom gesamten Protein
(oben) und Asp-N-Schnittstellen vom Peptid 246-306 (unten), Sequenz aus der UniProt-Datenbank
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Tabelle 5-4: Méogliche Peptide nach Asp-N-Behandlung von Peptid 246-306. Die O-Glykosylierungsstellen
sind rot markiert.

Peptidsequenz Proteinposition monoisotopische
Masse [g/mol]
DAAGP“AAGPPVASVVVGPSVVAVPLPLHR 275-306 2984.6
VTCTLFQTQPVIPQPQP 246-262 1896,0
1953,0 mit
Carbamidomethyl-
Cystein
DGAEAEAPBAVP 263-274 1112,5
EAEAP§AVP 266-274 869,4
EAPBAVP 268-274 669,3
DGAEA 263-267 461,2
DGA 263-265 261,1
EA 266-267 218,1

5.9.1 Biotin-GG-SH

Die erste Variante des Biotin-Thiols-Linkers hatte zwei Glycine als Spacer (Abbildung 5-52).
Diese Glycine erhohten die Wasserldslichkeit des Linkers. Das Endprodukt der Festphasen-
synthese war ein braunlicher Feststoff. Die Messung im ESI-MS (FU Berlin) zeigte, dass zwei
Produkte, mit einem oder zwei Glycinen, produziert wurden ([M+H] =418,16 fiir

Biotin-GG-SH und [M+H]" = 361,14 fiir Biotin-G-SH, MS-Spektren nicht gezeigt).

Biotin-GG-SH
= )O]\ e R e e
HN NH
0]
S E/\ﬂ/ ~"sn
B Biotin 07 (jl)cinlitjl}ciulloii Cysteamin |

Molmasse: 417.6 g/mol

monoisotopische Masse: 417,150 g/mol

Summenformel: C1gHp7N50452
Abbildung 5-52: Biotin-GG-SH fiir das Michael-System nach p-Eliminierung
Fiir die B-Eliminierung und anschlieBende Michael-Addition wurden 20 ung FETUA aus FKS
reduziert, alkyliert und anschlieBend iiber eine Ultrafiltration aufgereingt (7.2.26). Das

FETUA wurde reduziert und alkyliert, weil dadurch das Protein einerseits entfaltet ist und

andererseits Disulfidbriicken unter den Reaktionsbedingungen der basischen B-Eliminierung
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auch ein Dehydroalanin bilden konnen (Friedman 1999). Weiterhin wurde das FETUA mit
Trypsin und Asp-N behandelt, um spiter die Peptide identifizieren zu kénnen (7.2.29, 7.2.30).
Fiir die B-Eliminierung der getrockneten Probe wurde konzentrierter Ammoniak und fiir die
Michael-Addition das Biotin-GG-SH verwendet (7.2.27). Nach der Reaktion wurde der
Ammoniak aus dem Gemisch in der Vakuumzentrifuge entfernt und der Riickstand iiber eine
C18-Séule gereinigt (7.2.32). In der Elutionsfraktion war das tiberschiissige Biotin-GG-SH
noch immer zu finden. Die getrocknete Elutionsfraktion wurde iiber Monomeric Avidin-
Agarose aufgetrennt (7.2.31). Die zwei Elutionsarten mit Biotin oder Glycin wurden getrennt
gesammelt und tiber C18-Sdulen entsalzt (7.2.32). Beide getrocknete Elutions-Proben ent-
hielten einen weilen Riickstand aus Biotin vom Elutionspuffer der Avidin-Aufreinigung. Es
zeigt sich, dass Biotin nicht durch eine C18-Vorreinigung von den Peptiden zu trennen ist.
Dieser Riickstand beeinflusst die sich anschlieBende MALDI-TOF-MS-Messung und fiihrt zu

einem hohen Hintergrundrauschen.

In beiden Massenspektren ist die O-Glykosylierungsstelle des Serins-271 zu finden, die des
Thr-280 und Ser-282 jedoch nicht. Bei beiden Elutionsarten sind dieselben Peptide zu sehen.
Durch die unterschiedlichen Linker-Massen konnen die Peptide leicht anhand des Glycin-
Abstands identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass das Asp-N die Glutaminsdureschnitt-
stelle 268 fast vollstindig nutzt. Das groBtmogliche Peptid, bei dem ausschliefSlich Asparagin-
sdureschnittstellen genutzt wurden, ist vorrangig in der Regenerationsfraktion mit Glycin
nachzuweisen. Auffillig war ein dominantes Peakpaar der Masse m/z = 855 und 799, was der
Massendifferenz von einem Glycin entspricht. Die Massen der Peptide deuten auf den Verlust
von Valin 273, Prolin 274 und einer Masse hin, die einer weiteren Wasserabspaltung ent-
spricht. Aufgrund des Glycin-Abstands zwischen beiden Peaks ist es sehr wahrscheinlich,
dass es sich um dieses Peptid handelt. Von keinem Peak konnte aufgrund des schlechten
Signal-Rausch-Verhéltnisses eine erfolgreiche Fragmentierung durchgefiihrt werden (Tabelle

5-4; Abbildung 5-53).
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der Elution- (oben) und Regenerationsfraktion

(unten) aus der Monomeric-Avidin-Aufreinigung der B-Eliminierung mit konzentriertem Ammoniak und

Biotin-GG-SH fiir die Michael-Addition.

Vor der MALDI-TOF-MS-Messung wurden die Fraktionen iiber C18-Chromatographiematerial entsalzt. Das
FETUA wurde zu Beginn des Versuches reduziert, alkyliert und mit Trypsin und Asp-N behandelt.
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5.9.2 Biotin-SH

Die néchste Variante des Biotin-Thiol-Linkers hatte keinen Spacer (Abbildung 5-54), da
Glycine eine Fragmentierungsinterpretation erschweren konnen. Reines Biotin ist schlecht
wasserldslich, zeigt jedoch in Anwesenheit von konzentriertem Ammoniak gute Loslichkeit.
Entgegen der Erwartung war Biotin-SH in konzentriertem Ammoniak kaum 16slich. Um freie
Thiol-Gruppen zu gewihrleisten, wurde das Biotin-SH mit TBP behandelt. Doch die Loslich-
keitseigenschaften dnderten sich nicht. Das Biotin-SH 16ste sich jedoch gut in TFA und Dime-
thylsulfoxid. Aufgrund der schlechten Loslichkeit konnte kein Nachweill der Biotin-SH im
MS gezeigt (Daten nicht gezeigt). Die Variante ohne Spacer war unbrauchbar fiir die De-
tektion von O-Glykosylierungstellen.

Biotin-SH
0 ]

HN NH

Nsn

Biotin O Cysteamin

Molmasse: 303.4 g/mol
monoisotopische Masse: 303,107 g/mol
Summenformel: C12H>N30585

Abbildung 5-54: Biotin-SH fiir das Michael-System nach -Eliminierung

5.9.3 Biotin-PEG-SH

Die néchste Variante des Biotin-Thiol-Linkers hatte einen Polyethylenglykol(PEG)-Spacer
(Abbildung 5-55). Dieser Spacer erhoht die Wasserloslichkeit und ist bei der Fragmentierung
nicht mit einer Aminosdure verwechselbar. Beim fertigen Produkt handelt es sich um eine
braunlich klare, gelartige Subtanz, welche wasserloslich war. Der gelartige Zustand ist damit
zu erkliaren das PEG-106 (zwei Monomere) fliissig ist, dadurch war das Biotin-PEG-SH kein
Feststoff. Das Biotin-PEG-SH konnte nicht erfolgreich im ESI-MS (FU Berlin) ionisiert
werden. Aufgrund dieser Schwierigkeiten und des besseren Nachweis der Michael-Addition,
wurde die Kopplung des Biotin-PEG-SH am Protein mit Streptavidin-Peroxidase in einem
Western-Blot untersucht (Kapitel 7.2.5). Nur richtig synthetisiertes Biotin-PEG-SH kann mit
Streptavidin-Peroxidase nachgewiesen werden, da PEG und Cysteamin nicht erkannt werden

und Biotin-SH im Reaktionspuffer unloslich ist (Kapitel 5.9.2).
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Biotin-PEG-SH

HN NH
0

g S
N 57 0 ~~N/\\/SH
H
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Molmasse: 448,6 g/mol
monoisotopische Masse: 448,186 g/mol
Summenformel: C;gH37N4055,
Abbildung 5-55: Biotin-PEG-SH fiir das Michael-System nach p-Eliminierung

Fiir die Testreaktion wurden jeweils 400 pg FETUA aus FKS reduziert, alkyliert und an-
schliefend tiber eine Ultrafiltration aufgereingt (7.2.26). Vor der B-Eliminierung wurde keine
proteolytische Spaltung durchgefiihrt, um spédter einen Western-Blot und SCX-Aufreinigung
durchfiihren zu kénnen. Vor der B-Eliminierung wurden zwei Proben getrocknet. Diesmal
wurde als Base einmal konzentrierter Ammoniak und das andere Mal Ba(OH), verwendet
(Kapitel 7.2.27). Ba(OH), wurde getestet, weil dieses fiir die [-Eliminierung von
phosphoryliertem Serin und Threonin verwendet wird (Byford 1991; Rusnak et al. 2004). Das
Reaktionsgemisch wurde iiber SCX aufgereinigt (Kapitel 7.2.28). Die Elutionsfraktion mit
FETUA wies einen kleinen, braun gefarbten Riickstand auf. Die getrocknete Waschfraktion
zeigte einen klaren, gelartigen und der Durchlauf einen briunlich klaren, gelartigen Riick-
stand. Mittels SCX kann das FETUA vom {iberschiissigen Biotin-PEG-SH getrennt werden.
Um den Erfolg der B-Eliminierung zu iiberpriifen, wurden Durchlauf und Waschfraktion der
SCX-Aufreinigung iiber Grafit entsalzt und permethyliert (Kapitel 7.2.17). Die sich an-
schlieBende MALDI-TOF-MS-Messung zeigt die erfolgreiche Abspaltung der O-Glykane
(Daten nicht gezeigt). Zur Uberpriifung der Michael-Addition des Biotin-PEG-SH wurden
1,3 % der SCX-Elutionsfraktionen iiber eine nicht reduzierende SDS-PAGE und einen an-
schlieBenden Western-Blot analysiert (Kapitel 7.2.5). Es wurden zwei Kontrollen verwendet,
darunter unbehandeltes FETUA und FETUA, das iiber Sulfo-NHS-SS-Biotin an freien
Aminen mit Biotin markiert ist (Kapitel 7.2.33). Mittels Coomassie-Féarbung war zu erkennen,
dass das gesamte FETUA in der SCX-Elutionsfraktion vorhanden ist. Durch die Behandlung
mit Ammoniak veridndert sich die GroBe von FETUA nicht. Im Gegensatz dazu ist das
Ba(OH), behandelte FETUA etwas kleiner. Die Positivkontrolle fiir den Western-Blot ist auf-
grund der zusétzlichen NHS-SS-Biotin-Verbindungen etwas grofer (Abbildung 5-56 oben). In
beiden SCX-Elutionsfraktionen und der Positivkontrolle ist beim Western-Blot mit Immuno-

detektion ein Signal fiir das gebundene Biotin deutlich zu erkennen. Das mit Ammoniak be-
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handelte FETUA =zeigt ein stirkeres Signal als das mit Ba(OH), behandelte FETUA
(Abbildung 5-56 unten).
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Abbildung 5-56: SDS-PAGE-Gel und Western-Blot nach Reaktion von Biotin-PEG-SH mit FETUA in
Ammoniak oder Bariumhydroxid und anschlieBender Aufreinigung iiber SCX.

Das 10 %ige SDS-PAGE-Gel wurde erst mit Coomassie gefarbt (oben), nach dem Entfirben auf eine PVDF-
Membran geblottet und Biotin mit Streptavidin-Peroxidase detektiert (unten). M = Marker, K1 = FETUA un-
behandelt, SCX-E = Elutionsfraktion der SCX-Aufreinigung, SCX-D = Durchlauf der SCX-Aufreinigung,
SCX-W = Waschfraktion der SCX-Aufreinigung, K2 = FETUA mit NHS-SS-Biotin markiert.

Die Reste der SCX-Elutionsfraktionen wurden getrocknet und iiber Monomeric Avidin-
Agarose gereinigt (Kapitel 7.2.31). Eluiert wurde mit Glycin, welches auch zur Regeneration
der Séule verwendet wird. Bei der mit Ammoniak behandelten Probe wurde zur Kontrolle
zusétzlich mit Biotin eluiert. Die Fraktionen wurden iiber ein Amicon Ultra-0,5-Sdulchen mit
einer Ausschlussgrenze von 10 kDa gereinigt und mittels nicht reduzierenden SDS-PAGE und
sich anschlieBendem Western-Blot analysiert. Es wurden 10 % der Elutionsfraktion mit
Glycin und 20 % der zusétzlichen Elutionfraktion mit Biotin sowie vom Durchlauf mit
Waschfraktion verwendet. Von der Elutionsfraktion mit Biotin wurde mehr verwendet, da
erwartet wurde, dass nach der Regeneration mit Glycin kein Produkt mehr auf der Avidin-
Sdule zu finden ist. Die Coomassie-Féarbung zeigt in den Elutionen mit Glycin nur schwache,
diffuse Banden. Hingegen zeigt die zusitzliche Elution mit Biotin eine stark gefarbte, diffuse
Bande. Die Verluste durch die Avidin-Aufreinigung sind hoch. Im Durchlauf und der Wasch-
fraktion ist nur wenig Protein zu finden, das im Western-Blot mittels Immunodetektion nicht
detektierbar ist. Der grofite Anteil an FETUA bleibt auf der Séule gebunden, da auch in den
Elutionsfraktionen nur wenig Protein zu finden sind. Die Elutionsfraktionen zeigen dennoch
ein starkes Signal fiir das gekoppelte Biotin (Abbildung 5-57). Die Reste der Avidin-Elutionen
wurden getrocknet und mit Trypsin behandelt (Kapitel 7.2.29). Eine MALDI-TOF-MS-
Messung der Probe zeigt nicht das gesuchte Peptid von ca. 6 kDa (Daten nicht gezeigt). Zur

Trennung der biotinmarkierten Peptide wurde der Ansatz mit Monomeric Avidin-Agarose auf-

109



Ergebnisse

gereinigt. Eluiert wurde mit Biotin (Kapitel 7.2.31). Die Elutionsfraktion wurde anschlieSend
iiber SCX aufgereinigt (Kapitel 7.2.28) und mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Das ge-
suchte Peptid ist nicht nachweisbar gewesen (Daten nicht gezeigt). Die restliche Probe wurde
mit Asp-N behandelt. Auch diese MALDI-TOF-MS-Messung zeigt nicht die gesuchten
biotinmarkierten = Peptide.  Selbst das  erwartete  Peptidstick  246-262  ohne
O-Glykosylierungsstellen ist nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Durch die geringe Aus-
beute nach der Avidin-Aufreinigung und den vielen anderen Zwischenschritten war nicht

mehr gentigend Probe fiir eine MALDI-TOF-MS-Messung vorhanden.
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Abbildung 5-57: SDS-PAGE-Gel und Western-Blot nach der Aufreinigung iiber Monomeric Avidin-
Agarose.

Das 10 %ige SDS-PAGE-Gel wurde erst mit Coomassie gefarbt (oben), nach dem Entfarben auf eine PVDF-
Membran geblottet und das Biotin mit Streptavidin-Peroxidase detektiert (unten). M = Marker, K1 = FETUA
unbehandelt, Avidin-E = Elutionsfraktion mit Glycin von der Avidin-Aufreinigung, D+W = Durchlauf und
Waschfraktion der Avidin-Aufreinigung, Avidin-E2 = Elutionsfraktion zwei mit Biotin von der Avidin-
Aufreinigung, K2 = FETUA mit NHS-SS-Biotin markiert.

Die Western-Blots mit Immunodetektion zeigen eine erfolgreiche Michael-Addition des
Biotin-PEG-SH am FETUA und Aufreinigung. Als kritisch zu betrachten sind dennoch die
hohen Verluste und die verwendeten Elutionspuffer bei der Avidin-Aufreinigung. Die hohen
Riickstinde von Biotin aus dem Elutionspuffer beeinflussen die MALDI-TOF-MS-Messung,
weshalb ein Protokoll mit fliichtigem Elutionspuffer aus 50 % AcN + 0,1 % TFA getestet
wurde (Oda et al. 2001). Wie zuvor wurden jeweils 400 ng FETUA aus FKS reduziert,
alkyliert und gereinigt (Kapitel 7.2.26). Fiir die B-Eliminierung der beiden getrockneten
Proben wurde konzentrierter Ammoniak und Ba(OH), verwendet (Kapitel 7.2.27). Das Re-
aktionsgemisch wurde liber SCX aufgereinigt (Kapitel 7.2.28). Die Elutionsfraktion mit
FETUA weist einen kleinen braunlichen Riickstand auf. Die getrocknete Elutionsfraktion
wurde mit Trypsin und Asp-N behandelt (Kapitel 7.2.29, 7.2.30). Der Ansatz wurde iiber
Monomeric Avidin-Agarose aufgetrennt und die Elution mit AcN und TFA durchgefiihrt
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(Kapitel 7.2.31). Die Eluate der Avidin-Aufreinigung wurden aufgrund eines weilen un-
bekannten Riickstands iiber C18-Chromatographiematerial aufgereinigt (Kapitel 7.2.32) und
in MALDI-TOF-MS gemessen. Das Massenspektrum zeigt ein gutes Signal-Rausch-
Verhiltnis. Es sind eine Vielzahl von Peaks zu sehen, von denen aber keiner dem FETUA zu-
geordnet werden kann. Die MS-Fragmente des Hauptpeaks (m/z=2832) konnten keinem
bekannten Peptid zugeordnet werden (Abbildung 5-58).
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Abbildung 5-58: MALDI-TOF-MS-Spektren [M+H]|" der Elutionsfraktionen mit 50 % AcN + 0,1 % TFA
aus der Monomeric-Avidin-Aufreinigung der B-Eliminierung mit konzentriertem Ammoniak oder Ba(OH),
und der Michael-Addition mit Biotin-PEG-SH

Fir die B-Eliminierung wurde konzentrierter Ammoniak oder Ba(OH), verwendet. Fiir die Michael-Addition
wurde Biotin-PEG-SH eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde iiber SCX aufgereinigt und das FETUA wurde
mit Trypsin und Asp-N behandelt. (oben: Elution von B-Eliminierung mit NHj; unten: Elution von fB-
Eliminierung mit Ba(OH),)
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6 Diskussion

6.1 Serumaufarbeitung fiir die 2D-Gelelektrophorese

Zur Aufreinigung von Blutserum wurden drei verschiedene Ansitze getestet. Dabei handelt es
sich um die Borat-Chromatographie, die Lektin-Chromatographie und ein Depletion-Kit. Es
hat sich gezeigt, das die Borat-Chromatographie nicht ausreichend Glykoproteine bindet und
somit ungeeignet ist. Theoretisch steht der Phenylborsdure eine Vielzahl an Bindungen zur
Verfiigung, da eine Affinitit zu den einzelnen Monosacchariden bereits gezeigt wurde
(Abbildung 5-3) (Morin et al. 1994; Otsuka et al. 2003; Fang et al. 2004). Jedoch zeigen
Glykoproteine mit endstdndigen Sialinsduren keine Bindung und solche mit endstdndigen
Mannosen nur eine geringe Affinitdt. Wahrscheinlich sind sterische Griinde dafiir verantwort-
lich. Bei den Mannosen ist z. B. das cis-Diol in Position zwei und drei in rdumlicher Néhe zur
Verkniipfungsstelle eins, welche die Mannose zum restlichen N-Glykan verbindet. Nur
Lactoferrin aus Rindermilch zeigte eine vollstindige Bindung (Abbildung 5-4). Dieses
Glykoprotein hat im Unterschied zu den anderen getesteten Glykoproteinen endstindige Gal,
GalNAc und GIcNAc (Abbildung 5-5). Fiir die gute Bindung sind vermutlich die Gal und
GalNAc verantwortlich, denn diese haben in Position drei und vier ein cis-Diol. Somit liegt
diese potenzielle Bindungsstelle gegeniiber der Verbindung zum restlichen N-Glykan und ist

damit sterisch am besten zugénglich.

Die Lektin-Chromatographie ist prinzipiell in Kombination von SNA-I und MAA moglich
(Tabelle 5-1 und Abbildung 5-8). Diese zwei Lektine zeigten eine gute Ausbeute an Glyko-
proteinen mit einem gereingen Anteil an Albumin. Lektine sind spezifisch fiir Sialinséduren
(Tabelle 5-1), welche gut zugidnglich am Ende der Glykane hidngen. Die Methode wiirde aber
nur Glykoproteine mit Sialinsduren isolieren. Zur Erweiterung der Bildungsspezifitdt wére
LcH auf Grund der guten Ergebnisse denkbar, aber es bendtigt einen anderen Bindungspuffer
als SNA-I und MAA (Tabelle 7-2), was eine Kombination der drei Lektine in einer ge-
meinsamen Chromatographiesdule erschwert. Ein Problem der Lektin-Chromatographie ist,
dass die Spezifitit von Lektinen oft nicht exakt definiert und teilweise widerspriichlich ist
(Iskratsch et al. 2009). Das liegt daran, das Lektine z. B. im Microarray mit synthetischen
Mono-, Di- und Trisacchariden getestet werden (Manimala et al. 2006). Testreihen mit voll-
standigen natiirlichen N-Glykanen sind selten. Dabei haben gerade die Sialinsduren einen Ein-
fluss auf die Bindungsaffinitdt (Iskratsch et al. 2009; Tateno et al. 2009). Aufgrund dieser

Nachteile und des hohen Kosten- und Zeitaufwands, sowie der Gefahr von Kreuz-
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kontaminationen, durch Mehrfachverwendung der Chromatographiematerialien, wurde die

Lektin-Chromatographie als ungeeignete Methode angesehen.

Das Enchant Multi-Protein Affinity Separation Kit von Pall arbeitet mit Antikdrpern gegen
Albumin und IgG. Durch die Denaturierung der Serumprobe konnen effektiv Wechsel-
wirkungen zwischen den Proteinen, vor allem mit Albumin (Adkins et al. 2002), reduziert
werden. Dadurch werden weniger Proteine zusammen mit dem Albumin aus der Probe ent-
fernt. Durch diese Vorteile wird die Serumprobe kaum verdndert und somit effektiv fiir die
2D-Gelelektrophorese vorbereitet. Dennoch ist die Reduktion von Albumin und IgG bei
dieser Art Depletion-Kit nicht vollstindig (Echan et al. 2005; Lei et al. 2008). Da das Kit mit
Abstand die besten Ergebnisse lieferte, wurde es als Standardmethode zur Aufreinigung von

Blutserum in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Im neutralen bis sauren pH-Bereich und ab einer Grofle von 40 kDa sind die meisten Glyko-
proteine zu finden (Abbildung 5-7). Der tendenzielle saure IP der Serumglykoproteine lasst
sich auf die Sialinsduren zuriickfithren. NeuSAc ist ein stark saures Molekiil. Es hat einen
pKs-Wert von ca. 2,5 (Zimmermann et al. 2007). Die Grofenabgrenzung von 40 kDa hangt
mit dem natlirlichen cutoff der Niere von etwa 45 kDa zusammen. Die klassischen Plasma-
proteine werden von Leber und Darm sekretiert und sind oft groBer als der cutoff der Niere,

um die Serumhalblebenszeit zu verldngern (Anderson et al. 2004).
6.2 AnchorChip mit Arabinosazon als Matrix

Zur Entwicklung eines automatisierbaren Protokolls fiir das spotting eines MALDI-Targets
wurden zwei Matrizes getestet. DHB ist durch die Bildung unregelmiBig aktiver Kristalle
(,,sweet spots*) ungeeignet (Strupat et al. 1991; Laugesen and Roepstorff 2003). Ara bildet im
Vergleich zu DHB eine homogene Fliche mit gleichmiBiger Aktivitdt (Chen et al. 1997).
Durch die verschiedenen hydrophilen und hydrophoben Bereiche des AnchorChip Targets
konnen die Proben konzentriert werden. Mit diesem 7arget kann aufgrund seiner exakten
x-y-Koordinaten sowohl automatisch gespottet, als auch vermessen werden (Bruker Daltonik
2002). Die Nachweisgrenze konnte um den Faktor 50 im Vergleich zum Ground Steel Target
verringert werden, was 1 bis 10 fmol des Analyten entspricht (Abbildung 5-9, Abbildung
5-10). Das entwickelte Priaparationsprotokoll fiir das 800 pm AnchorChip Target ist einfach
und robust sowie vollstindig mit dem Feedom EVO 200 oder anderen liquid-handling
Robotern kompatibel. Nordhoff et al. (2007) demonstrierte mit einem 200 um AnchorChip

Target und a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdaure als Matrix, dass Messungen von nur 10 amol an
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Peptiden moglich sind, wobei das verwendete Volumen von 20 nL nur von speziellen
Robotern pipettierbar ist. Die Verwendung eines 200 um AnchorChip Target konnte vielleicht

ein weitere Verbesserung der Nachweisgrenze zur Folge haben.

Weiterhin zeigte sich, dass das Losen von Glykanen in 80 % Ethanol optimal fiir MALDI-
target-Praparation mit Ara ist, da der Wassergehalt der Losung fiir wasserunlosliche Matrizes
besonders wichtig ist. Wenn der Wassergehalt zu hoch ist, féllt die Matrix aus bevor der Ana-
lyt im Anchor konzentriert ist. Ist der Wassergehalt zu niedrig, sind die Probe und die Matrix
im Anchor konzentriert, aber das Massenspektrum hat eine schlechte Qualitit. Diese Be-
obachtungen werden durch andere Wissenschaftler bestétigt (Cohen and Chait 1996; Nordhoff
et al. 2003). Die Empfindlichkeit kdnnte weiter gesteigert werden, wenn der Anteil der
[M+K]"-Tonen reduziert wird. Dazu konnten die Glykane zuvor auf einer Na-Nafion-

Membran inkubiert werden (Bdrnsen et al. 1995).

6.3 In-Gel-PNGase F-Behandlung und Automatisierung der
Glykananalytik

Es ist bekannt, dass es bei der Isolierung von Glykoproteinen aus 2D-Gelen zu hohen Ver-
lusten kommen kann (Kiister et al. 2001). Eine frither beschriebene In-Gel-PNGase F-
Behandlung war nicht reproduzierbar und auflerdem nicht roboterkompatibel (Kiister et al.
1997). Zur Verbesserung der In-Gel-PNGase F-Behandlung wurden Trypsin und OGP ge-
testet. Trypsin spaltet das Protein in kleinere Peptide, die fiir die PNGase F besser zugénglich
sind. OGP wird in der Proteomik zur Verbesserung der In-Gel-Trypsin-Behandlung eingesetzt
und ist in geringen Mengen massenspektrometrisch kompatibel (Katayama et al. 2001;
Nordhoff et al. 2003; Jahn et al. 2006). Weiterhin wurde fiir die Extraktion der Glykane der
Einsatz von 50 °C Wirme mit der Inkubation im Ultraschallbad verglichen (Abbildung 5-11).
Der Einsatz von 1 g/LL OGP verbesserte die In-Gel-PNGase F-Behandlung deutlich. Die ab-
solute Menge von 0,1 pg OGP wurde nicht iiberschritten, da es ab diesem Wert zur Beein-
flussung bei der MALDI-TOF-MS-Messung kommt. Der positive Effekt des Ultraschallbades
beruht sehr wahrscheinlich nur auf der Warmeentwicklung wéhrend der Behandlung, da keine
Zerstorung der Gelstiicke zu erkennen ist. Innerhalb der Gelmatrix sind die Molekular-
bewegungen diffusionskontrolliert. Auf die Diffusion haben das Konzentrationsgefille, die zu
tiberwindende Distanz (Fick’sches Gesetz) und die Temperatur einen grolen Einfluss. Der
effektivste Weg, den Stofftransport von Enzym und Glykan zu verbessern, ist ein hohes
Konzentrationsgefille, kleine Gelstiicke und hohe Temperaturen (Havlis et al. 2003). Das neu

entwickelte Protokoll fiir die In-Gel-PNGase F-Behandlung mit OGP und Warmeextraktion
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war im Vergleich zu Kiister et. al. (1997) mit hoherer Bisacrylamidkonzentration im SDS-
PAGE-Gel und geringeren PNGase F-Mengen (ein Unit statt drei Units) erfolgreich und
roboterkompatibel. Im folgenden Entwicklungsschritt wurde gezeigt, dass die Protease-
inkubation vor der PNGase F-Behandlung nicht unbedingt fiir eine N-Glykananalyse erforder-
lich ist (Abbildung 5-12).

Fiir den scale-up auf den Roboter und 2D-Gele musste das Protokoll angepasst werden, da die
Enzymbehandlungen in 0,5 mL Reaktionsgefdlen und 10 pL Volumina entwickelt wurden.
Beim Roboter war aufgrund des fehlenden sealers das System zur Umwelt offen, so dass es
zu inkonstanten Verdunstungsverlusten, abhdngig von der Probenzahl und wel/-Position, kam.
Ein weiterer Grund fiir die Anpassung des Protokolls war, dass im Roboter eine 96-well
Filterplatte als Reaktionsgefdll verwendet wurde, die mindestens 40 pL Fliissigkeit zur Be-
deckung des Bodens bendtigt. Zudem waren die ausgeschnitten Gelstlicke der 2D-Gele dicker
und hatten ein viel grofleres Volumen als 10 uL. Aus Kostengriinden wurde die PNGase F-
Menge auf zwei bis drei Units beschriankt. Auf dem Roboter wurde das In-Gel-PNGase F-
Behandlungsprotokoll fiir 2D-Gele etabliert. Testlaufe mit A1AT human zeigen, dass 15 pmol
(0,85 ug) humanes AIAT fiir eine MALDI-TOF-MS und CE-Analyse ausreichend sind
(Abbildung 5-20). Die Féhigkeit der vollautomatischen In-Gel-PNGase F-Behandlung stellt
ein technisches Novum dar. Im Vergleich dazu benétigt Kiister et. al. (1997) mit dem nicht
automatisierten Protokoll zwischen 50 und 100 pmol an Glykoprotein. Eine Alternative ist die
Verwendung von schmelzbaren SDS-PAGE-Gelen (Callewaert et al. 2002). Dazu miisste das
SDS-PAGE-Gel aus ProtoPrep-II (National Diagnostics, Atlanta, USA) hergestellt werden.
Dieses spezielle Gel 16st sich mit einem Auflosungspuffer bei 60 °C auf und das geloste
Acrylamid wird mit AcN ausgefallt. In der restlichen Losung befinden sich die Glykoproteine,
welche dann mit PNGase F behandelt werden konnen. Durch diese Methode konnte die

PNGase F effizienter arbeiten, da sie nicht in das Gel diffundieren muss.

Das Konzept der automatisierten Glykoanalytik ging {liber die In-Gel-PNGase F-Behandlung
hinaus (Abbildung 5-14). Fiir spitere Anwendungen wie Diagnostik oder Kontrolle von
batches rekombinanter Proteine aus Fermentationen ist der Aufwand der 2D-Gel-Technik sehr
hoch. Deshalb wurde die Abspaltung der N-Glykane in Losung ebenfalls automatisiert. Der
zentrale Prozess der PNGase F-Behandlung wurde fiir alle drei Anwendungen (Serum, re-
kombinante Proteine und SDS-PAGE-Gele) so konzipiert, dass die N-Glykane frei, gereinigt
und entsalzt mit Sialylierung vorliegen. Vorschldge fiir die enzymatische Freisetzung der
N-Glykane fiir ein Hochdurchsatzverfahren im 96-well-Format gab es bereits vor dieser

Arbeit. Diese Prozesse beruhen auf der Bindung der Proteine an eine PVDF-Membran in
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einer 96-well-Platte und der Abspaltung der N-Glykane an der Membran durch PNGase F. Die
Nachweisgrenze lag zwischen 0,1-0,5 ng Glykoprotein (Papac et al. 1998; Callewaert et al.
2001; Kim et al. 2009). In dieser Arbeit wurde aufgrund der beschriebenen Probleme, bei
Kiister et al. (2001), mit der Bindung von Proteinen an einer Membran, eine Mikrotiterplatte
als Reaktionsgefdll verwendet. Durch den Einsatz von Wirme, TBP sowie den Detergenzien
SDS, Nonidet P-40 und OGP konnte eine Reaktionsumgebung gefunden werden, in der eine
Vielzahl an Glykoproteinen deglykosyliert werden. Der Grund dafiir liegt in dem Gemisch der
verschiedenen Reagenzien. TPB ist ein stirkeres Reduktionsmittel als Dithiothreitol
(DTT)/1,4-Dithioerytriol (DTE) und wirkt schon in geringerer Konzentration. Alternativ
konnte statt TPB auch Tris(2-carboxyethy1)phosphin (TCEP) eingesetzt werden (Simpson
2003). SDS ist vielleicht das am weitesten verbreitete Detergenz in der Bioanalytik. Es de-
naturiert effektiv Proteine, bindet aber nicht an den hydrophilen Glykanen der Glykoproteine
(Rehm 2006). Nonidet P-40 ist ein nicht-ionisches Detergenz, welches aus mehren Homo-
logen besteht und wird haufig zur Unterstiitzung der PNGase F-Behandlung eingesetzt. OGP
ist ebenfalls ein nicht-ionisches Detergens, welches aus einer Glucose und eine Alkylrest be-
steht. Wahrscheinlich interagieren die Hydroxylgruppen der Glucose besonders gut mit den
Glykanen der Glykoproteine (Fu et al. 2009). Die Nachweisgrenze der N-Glykane der Glyko-
proteine liegt bei dieser Methode bei ca. 0,5 ug Protein (Abbildung 5-16, Abbildung 5-17).
Fiir den diagnostischen Bereich wurde das Robotersystem mit Serum erfolgreich angewendet.
Dabei wurden die Proben iiber MALDI-TOF-MS und CE vermessen (Abbildung 5-18). Da
Serum reich an Glykoproteinen ist, sind 3 pL fiir die Analytik ausreichend. Vergleichbare
96-well-Prozesse wurden mit 5 pL. Serum durchgefiihrt (Royle et al. 2008; Kim et al. 2009).
Limitiert war der diagnostische Hochdurchsatz durch die verwendete CE-LIF, die nur eine
Kapillare besitzt. Diese Einschrinkung wére durch die Anwendung eines entsprechend
adaptierten modernen Mehrkanal-DNA-Sequencers zu 16sen, wie es bereits von Callewaert et.

al. (2001) und Schwarzer et al. (2008) gezeigt wurde.

Teilautomatisierte Prozesse wurden fiir die Neuraminidase-Behandlung, die Essigsdurehydro-
lyse und die APTS-Markierung erfolgreich entwickelt und angewandt. Eine Vollauto-
matisierung war aufgrund des Fehlens der technischen Ausstattung nicht moglich. Die
dadurch resultierenden Arbeitsschritte auBerhalb des Roboters beschrinkten sich ausschlieB3-
lich auf die Zugabe einer einzigen Losung, das Versiegeln der 96-well-Platte oder den Trans-
port in ein anderes Gerédt. Der Zeitaufwand dafiir betrug nie mehr als 15 min und das 96-well-
Format wurde dabei nicht verlassen. Somit konnte ein Hochdurchsatz eingehalten werden.

Der aufwendigste Schritt, die Aufreinigung iiber Grafit oder Zellulose war vollautomatisiert.
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Das war moglich durch den Einsatz der Universalplatte fiir Spitzen mit selbst entwickelten

und optimierten Mini-Chromatographiesdulen (Abbildung 5-13).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, es wurde erstmals ein gesamtheitliches Verfahren zur Auf-
reinigung der N-Glykane aus einer minimalen Menge Blutserum und SDS-Gelen unter Ver-
wendung eines universellen, aber einzigartigen Roboters gezeigt. Die bereits publizierten Vor-
schldge zur Automatisierung der Glykanalytik werden als roboterkompatibel beschrieben,
aber ein Testlauf auf einem liguid-handling Robotersystem wurde nicht gezeigt (Papac et al.
1998; Callewaert et al. 2001; Callewaert et al. 2002; Royle et al. 2008; Kim et al. 2009). Der
einzelne Arbeitsschritt, der Reinigung der N-Glykane iiber Grafit in einer 96-well-Filterplatte
wurde parallel zu dieser Arbeit mit einem [liquid-handling-Robotersystem realisiert

(Kronewitter et al. 2010).
6.4 Trennung von N-Glykan-Isomeren mittels Kapillarelektrophorese

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe von MALDI-TOF-MS und Exoglykosidase-
Behandlungen eine umpfangreiche Datenbank fiir die Identifizierung von N-Glykanen mittels
CE angelegt werden, welche spéter fiir die Untersuchung der Blutserumproben genutzt wurde.
Durch die CE kdnnen mehrere N-Glykane getrennt werden, welche im MS die gleiche Masse

besitzen (Abbildung 5-21).

Eine hohe Variabilitit bei den N-Glykanen besitzt die Fuc. Sie kann am core a1-6 und an der
Antenne al-3-, al-4- und al-2-verkniipft vorliegen (Abbildung 3-3). Mittels CE kénnen diese
Strukturisomere voneinander getrennt werden. Um die verschiedenen Fucose-
verkniipfungsarten zu identifizieren, wurden diese mit spezifischen Exoglykosidasen ab-
gespalten (Abbildung 5-22). Es zeigte sich, dass die core-Fuc im Vergleich zur antenniren
Fuc die Migrationszeit stirker erhoht. Ab einem tetraantenniren N-Glykan konnten die core-
und antenndre Fuc nicht mehr basislinien-getrennt werden. In Kombination mit anderen
Exoglykosidasen konnte gezeigt werden, dass es sich bei der antenndren Fuc aus Serum-
proteinen nur um die al-3-verkniipfte Variante am GlcNAc handelt. Die Behandlung mit a1-2
Fucosidase war negativ und es zeigte sich, dass alle Gal B1-4-verkniipft sind (Abbildung
5-26). Somit ist eine al-4-verkniipfte Fuc am GlcNAc nicht mehr mdglich und es bleibt ein-
zig die al-3-verkniipfte Variante iibrig. Ahnliche Ergebnisse fiir die Analyse von Serum-
glykoproteinen wurden parallel zu dieser Arbeit publiziert (Ruhaak et al. 2010). Die genaue
Peakzuordnung von core- und antenndrer Fuc wurde bei der CE-Analyse von APTS-

markierten N-Glykanen bisher nicht gezeigt. Aus der Literatur sind Elektropherogramme
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bekannt, wo lediglich die Strukturen der Hauptpeaks aufgeklart sind. Kleinere Peaks werden
nicht identifiziert und ausschlieBlich das Peakmuster wird untereinander verglichen
(Callewaert et al. 2001; Callewaert et al. 2004; Laroy et al. 2006; Vanderschaeghe et al. 2009;
Vanderschaeghe et al. 2010b). In anderen Publikationen wird auf die Abspaltung der
Sialinsduren verzichtet, was zu einer schlechteren Auflosung fiihrt. Bei den N-Glykanen aus

Serum werden dabei nur core-Fuc gezeigt (Schwarzer et al. 2008; Ruhaak et al. 2010).

Ein besonderes Ergebniss war, dass das triantenndre N-Glykan zwei Peaks im
Elektopherogramm zeigt (Abbildung 5-22 D und E). Durch Fraktionierung der N-Glykane mit
der HPAEC-PAD und anschlieBender Analyse mit MALDI-TOF-MS und CE konnte eindeutig
bewiesen werden, dass es sich um zwei triantennire Glykan-Isomere handelt (Abbildung
5-23). Zwei unabhingige Experimente mit PHA-L (Abbildung 5-27) (Cummings and Korn-
feld 1982; Kaneda et al. 2002) und B-N-Acetylhexosaminidase aus Streptococcus pneumoniae
Abbildung 5-29) (Yamashita et al. 1981) bestdtigten den Unterschied zwischen den beiden
triantennédren Isomeren. Das GIcNAc an der dritten Antenne ist einerseits f1-4- und anderer-
seits PBl-6-verkniipft. Das triantenndre N-Glykan mit der hoheren Migrationszeit ist die
GlcNAc(B1-4)-verkniipfte Form. Das triantenndre N-Glykan mit der GlcNAc(B1-6)-
Verkniipfung an der dritten Antenne bendtigt weniger rdumlichen Platz, was sich auch {iber
die kiirzere Migrationszeit zeigt. Eine computergestiitzte Analyse zeigt, dass bei der
GlIcNAc(B1-4)-Variante die dritte Antenne fast senkrecht zu den restlichen zwei Antennen
steht. Bei der GlcNAc(B1-6)-Variante hingegen bildet die dritte Antenne eine Ebene mit den

restlichen zwei Antennen und benétigt dadurch weniger Raum (Abbildung 6-1).

B1-6

dritte Antenne

core e

Abbildung 6-1: 3D-Struktur der triantenniiren Isomere in der GlcNAc(pf1-4)Man und GlcNAc(p1-6)Man —
verzweigten Variante

Darstellung des Molekiilriickrats ohne Wasserstoffatome (rot = Sauerstoff, blau = Stickstoff, grau = Kohlenstoff)
und seiner theoretischen Molekiiloberfliche (cyan). Die Grafik wurde mit der Software Jmol und den Daten von
glycosciences.de erstellt.

118



Diskussion

Die genaue CE gestiitzte Analyse der beiden triantennédren Isomere stellt ein einzigartiges Ver-
fahren dar. Andere Arbeitsgruppen zeigen bereits Elektropherogramme von Serum mit den
beiden Peaks der Isomeren, kldrten aber nur die Struktur des dominanten GIcNAc(B1-4)Man-
verzweigten triantenndren N-Glykans auf (Laroy et al. 2006; Vanderschaeghe et al. 2009;
Vanderschaeghe et al. 2010b). Bei der Analyse der N-Glykane mit Sialinsduren aus humanem
Blutserum wird bisher kein GIcNAc(B1-6)Man-verzweigtes triantennédres N-Glykan gezeigt
(Saldova et al. 2007; Vanderschaeghe et al. 2009; Sarrats et al. 2010). In humanen Serum-
glykoproteinen kommt das triantenndre Isomer mit der B1-6-Verkniipfung nur zu einem
geringen Anteil vor, da das bevorzugte Substrat fiir die GnT-V das triantennédre N-Glykan mit
der GIcNAc(B1-4)-Verkniipfung an der dritten Antenne ist (Abbildung 3-7) (Brockhausen et
al. 1988). Rekombinantes A1AT aus HEK-239 Zellen erleichterte die Aufkldrung des Unter-
schieds zwischen den triantennidren Isomeren. Bei diesem A1AT war die GIcNAc(B1-6)-
Variante die dominantere Form im Gegensatz zu A1AT aus Serum (Abbildung 5-22 Ab-
bildung 5-39). Bei der Produktion von rekombinanten Proteinen in chinese hamster ovary-
Zellen wurde dasselbe Phinomen beobachtet (Inoue et al. 1999; Shahrokh et al. 2010). Der
erhohte Anteil der GlcNAc(B1-6)Man-Verzweigung ist ein Merkmal vieler Krebsarten und
Krebszelllinien (Kapitel 3.3.1). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass bei der Ver-
wendung von Krebszellen als Produktionslinie eine Erhohung der GIcNAc(B1-6)-Variante des
triantenndren N-Glykans moglich ist. Inwieweit dieser Unterschied im Vergleich zum natiir-
lichen Glykosylierungsmuster einen Einfluss auf die Eigenschaften des Proteins hat, muss

noch untersucht werden.

Das biantennire N-Glykan mit einem bisecting-GlcNAc wurde ebenfalls eindeutig identi-
fiziert (Abbildung 5-30). Das bisecting-GlcNAc hat aufgrund seiner kompakten Lage im
Zentrum der N-Glykane einen geringeren Einfluss auf die Migrationszeit, als die dufleren
GIcNAc an den Antennen (Abbildung 5-31). Dieses Ergebnis wird durch mehrere
Publikationen bestétigt (Callewaert et al. 2004; Laroy et al. 2006).

Durch die im Verlauf der Arbeit notwendige Abspaltung der Sialinsduren geht deren
Information verloren. Aufgrund ihrer negativen Ladung wirken sie beschleunigend auf die
Mobilitit. Dadurch kommt es zu mehr Uberlappungen der einzelnen N-Glykane und die
Moglichkeit, die oben beschriebenen Unterschiede zu erkennen, wird geringer oder ganz auf-
gehoben (Ruhaak et al. 2010). Ein Ansatz fiir die Zukunft ist die Ladung der Neuraminséure
durch Esterifizierung zu neutralisieren und dann mit APTS zu markieren. Dadurch haben alle

Glykane wieder die gleiche Ladung (Daten nicht gezeigt), was eine hohe Auflosung ermog-

licht.
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6.5 Besonderheit des Transferrin

TRFE zeigt ein besonderes Verhéltnis zwischen den beiden triantenndren Isomeren, da sie im
gleichen Verhiltnis vorhanden sind. Bei den anderen untersuchten Serumproteinen war die
GlcNAc(B1-4)-Variante um ein Vielfaches hoher konzentriert (Abbildung 5-43). Bei HPT 4
z. B. war das Verhiltnis ca. 9:1 (Abbildung 5-38). Diese Besonderheit wird bei den bisherigen
Untersuchungen von TRFE aus Patientenserum nicht erfasst (Satomi et al. 2004; Sturiale et al.
2005; Sarrats et al. 2010). Fu und van Halbeek (1992) zeigten durch eine komplexe
Kombination von verschiedenen Lektin-Aufreinigungen, Fast Atom Bombardment-MS und
Wasserstoff-Kernspinresonanzspektroskopie, dass das Verhéltnis zwischen der GIcNAc(B1-4)-
und GIlcNAc(B1-6)-Variante beim Asparagin-413 des TRFE 5:1 und beim Asparagin-611 1:1
ist. Die in dieser Arbeit verwendete CE-Methode stellt ein schnelles, einfaches und empfind-
liches Verfahren zur Bestimmung der triantenndren Isomere dar. TRFE weist wie 1gG
(Wormald et al. 1997) keine tetraantenndren und wenig triantenndre N-Glykane auf. Der
Grund fiir den erhohten Anteil an der triantennidren GlcNAc(B1-6)-Variante gegeniiber der
GlcNAc(B1-4)-Variante konnten sterische Hinderungen sein, da die GIcNAc(B1-6)-Variante
weniger Raum als die GIcNAc(1-4)-Variante benétigt.

Weiterhin auffillig ist, dass der verwendete humane TRFE-Standard zur Etablierung der
Préaparation von N-Glykanen mit dem Roboter nicht das komplexe Glykanprofil des Trans-
ferrins aus Blutserum aufweist (Abbildung 5-17, Abbildung 5-43). Andere Arbeiten, bei denen
das TRFE ebenfalls direkt aus dem Blutserum untersucht wurde, zeigen das komplexe
Glykanprofil (Satomi et al. 2004; Sturiale et al. 2005; Sarrats et al. 2010). Die Herkunft der
Glykoproteine hat einen hohen Einfluss auf die Glykosylierung und muss grundsitzlich be-

achtet werden.

6.6 Potenzielle Biomarker fiir das Ovarialkarzinom aus Blutserum

6.6.1 2D-Gele, Proteinexpression und isoelektrischer Punkt der Serumproteine

Die 2D-Gele von Patientinnenserum mit Ovarialkarzinom zeigten im Vergleich zu den
gesunden Frauen ein verdndertes Muster. Eine Akut-Phasen-Reaktion in der Ovarial-
karzinomgruppe ist deutlich zu sehen. Positive Akut-Phasen-Proteine wie A1AG, Al1AT,
AACT, HPT und IC1 sind erhoht und negative Akut-Phasen-Proteine wie ALBU und FETUA
sind in ihren Konzentrationen erniedrigt (Abbildung 5-33). Eine Akut-Phasen-Reaktion kann
von vielen Faktoren, wie z. B. temporiren und chronischen Entziindungen, Gewebeschidden,

rheumatoider Arthritis und Karzinomen ausgeldst werden (Gruys et al. 2005; Arnold et al.
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2008; Gornik and Lauc 2008; Sarrats et al. 2010). Selbst wihrend einer Schwangerschaft kann
es zu einer veranderten Glykosylierung der Akut-Phasen-Proteine kommen (Dijk et al. 1994).
Die Schwierigkeit besteht daher in der Bestimmung der Ursache fiir die Verdnderung der

Akut-Phasen-Proteine und deren Glykosylierung (siche dazu auch Kapitel 6.6.3).

Von einigen Serumproteinen konnten die Proteinspezies anhand ihres IP getrennt werden. Fiir
IC1, A1AG und TRFE gelang das nicht. Selbst die Verwendung eines 18 c¢cm langen IPG-
Streifen von pH 3-10 konnte die Trennung nicht herbei fiihren (Abbildung 5-2). Zur Ver-
besserung der Auflosung wire es sinnvoll mehrere IPG-Streifen zur Abdeckung des gesamten
pH-Bereiches zu verwenden (Duan et al. 2004). Die unterschiedlichen IP eines Serumglyko-
proteins beruhen hauptsidchlich auf dem Sialinsduregehalt (Barrabés et al. 2010). In den
2D-Gelen der Ovarialkarzinomgruppe konnen aufgrund der hoheren Expression der positiven
Akut-Phasen-Proteine von diesen mehr Proteinspezies detektiert werden. Bei AACT kann
zusétzlich eine Verschiebung der Proteinspezies zum kleineren IP hin beobachtet werden, was
fiir eine Zunahme an Sialinsduren spricht. Eine erhohte Sialylierung der Serumglykoproteine,
oft in Zusammenhang mit Sialyl-Lewis*-Strukturen, ist bereits fiir mehrere Karzinome
(Brooks et al. 2008; Saldova et al. 2008) aber auch bei anderen Akut-Phasen-Reaktionen be-
schrieben (Arnold et al. 2008; Sarrats et al. 2010) (Kapitel 3.3.3). Werden die Sialinsduren des
gesamten Serums bestimmt, konnte jedoch der Wert allein schon durch die erhdhte Ex-
pression der Akut-Phasen-Proteine steigen. Eine Verdnderung des Sialinsdureanteils ist nur im
direkten Vergleich der Proteine sichtbar. Beim Vergleich der gleichen Proteinspezies mit den-
selben IP kann davon ausgegangen werden, dass beide den gleichen Sialinsduregehalt besitzen
(Barrabés et al. 2010). Anhand des Sialylierungsgrades eines Proteins wird versucht, vorher-
zusagen, inwieweit sich die Sialinsduren auf den IP auswirken. Da sie bei den einzelnen
Proteinen unterschiedliche Auswirkungen zeigen, sind allgemeingiiltige Aussagen nicht mog-
lich (Wilson et al. 2002; Barrabés et al. 2010). In dieser Arbeit konnte eindrucksvoll gezeigt
werden, dass die einzelnen IPs auch mit einer Verdnderung der Antennaritét einhergehen. Je
kleiner der IP der Proteinspezies, desto groBer der Anteil an tri- und tetraantenniren
N-Glykanen (z. B. Abbildung 5-41). Bei den meisten Serumglykoproteinen, auBer den
Immunglobulinen (Arnold et al. 2007), konnte der IP der Proteinspezies anhand der
Antenndritdt abgeleitet werden, da die komplexen N-Glykane dieser Proteine zu 90 %
sialyliert sind (Wilson et al. 2002). Eine Erkldarung fiir den hohen Sialylierungsgrad ist, dass
die Glykoproteine mit freien Gal und GalNAc im Blutkreislauf durch den
Asialoglykoproteinrezeptor erkannt werden. Dieser Rezeptor befindet sich in der Leber und

sorgt dort fiir die Aufnahme der nicht vollstindig sialylierten Glykoproteine, damit diese ab-
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gebaut werden. Durch diesen Mechanismus wird die Serumhalblebenszeit der Serumglyko-

proteine reguliert (Ashwell and Harford 1982; Park et al. 2003).
6.6.2 Bedeutung einzelner N-Glykane und N-Glykangruppen

Der allgemeine Anstieg der antennéren Fuc ist bei einzelnen Proteinen und im Gesamtserum
zu beobachten. Die antenndren Fuc sind ausschlieBlich al-3 und die Gal B1-4-verkniipft.
Diese Konstellation bildet die Lewis*-Struktur. Wird ein a2-3-gebundenes Neu5Ac zusitzlich
verkniipft, handelt es sich um eine Sialyl-Lewis™-Struktur. Die a2-3 Sialyltransferase-1V ist
fiir das a2-3-verkniipfte NeuSAc verantwortlich und bevorzugt dabei tri- und tetraantennire
N-Glykane (Nemansky et al. 1995). Diese Lewis™-Strukturen sind bei Krebserkrankungen
sowohl im Serum als auch am Karzinom selbst hdufig erhoht (Dennis et al. 1999b; Arnold et
al. 2008; Sarrats et al. 2010) (Kapitel 3.3.2 und 3.3.3). Dasselbe Phdnomen wird bereits bei
Akut-Phasen-Reaktioen durch tempordre und chronische Entziindungen beobachtet
(Brinkman-van der Linden et al. 1998; Arnold et al. 2008; Sarrats et al. 2010). Inwieweit die
Zunahme der Lewis-Epitope mit dem Karzinom selbst oder einer anderen Akut-Phasen-
Reaktion assoziiert ist, wird derzeit noch diskutiert und konnte noch nicht eindeutig bewiesen

werden.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass sich die Strukturen mit antennirer Fuc unterschiedlich signi-
fikant Verhalten (Tabelle 5-3). Die Erhohung des triantennidren N-Glykans in der B1-4-
Variante mit einer antenndren Fuc zeigt nur im Gesamtserum einen hohen signifikanten
Unterschied zwischen der Ovarialkarzinom- und der Kontrollgruppe. Wahrscheinlich beruht
dieser Effekt auf der allgemein gleichmafligen Erhéhung dieser Struktur und der erhohten
Expression der Akut-Phasen-Proteine. Das biantenndre und tetraantenniare N-Glykan mit einer
antenndren Fuc ist sowohl bei einigen Proteinen als auch im Gesamtblutserum signifikant
erhoht. Das tetraantennire N-Glykan mit einer antenndren Fuc zeigt die signifikanteste Ver-
dnderung im Vergleich der beiden Gruppen. Das triantennire N-Glykan in der B1-6-Variante
mit einer antenndren Fuc konnte in der Kontrollgruppe nur zu einem kleinen Anteil im
Gesamtserum gefunden werden. Bei den einzelnen Proteinen wurde diese Struktur nur in der
Ovarialkarzinomgruppe detektiert. Eine Addition aller Strukturen mit antennérer Fuc konnte
die Signifikanz zwischen den beiden untersuchten Gruppen nicht erhdhen. Ein Biomarker, der
allein auf dem Gehalt von Lewis*-Strukturen ohne Betrachtung der restlichen Glykanstruktur
beruht, wére nicht sinnvoll, da sich die N-Glykane mit antenndren Fuc unterschiedlich ver-

halten.
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Das biantenndre N-Glykan mit core-Fuc zeigt Unterschiede im Gesamtserum und bei A1AG.
Im Gesamtserum ist diese Struktur in einem niedrigeren (Abbildung 5-46), bei A1AG hin-
gegen in einem erhéhten Ausmall vorhanden (Abbildung 5-34, Tabelle 5-3). Fiir die core-Fuc
ist die FucT-VIII (oder al,6FucT) verantwortlich (Miyoshi et al. 2008). Das Phinomen der
erhohten core-Fuc bei A1AG ist bereits fiir das Pankreaskarzinom beschrieben und als mehr
karzinom- als entziindungsspezifisch charakterisiert (Sarrats et al. 2010). Beim Lungen-
karzinom konnte ebenfalls ein erhohter Wert fiir die core-Fuc bei mehreren Serumproteinen
gefunden worden (Ueda et al. 2007). Als Biomarker bei der Diagnose des hepatozelluldren
Karzinoms hat sich die erhohte core-Fuc am a-Fetoprotein bereits durchgesetzt (Mehta and
Block 2008). Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass das biantenndre N-Glykan mit

core-Fuc am A1AG ein potenzieller Biomarker fiir das Ovarialkarzinom ist (Abbildung 6-2).

Triantennire Strukturen mit der GIcNAc(B1-4)-Variante an der dritten Antenne sind in ihren
Signifikanzen zwischen Gesamtserum und Proteinen unterschiedlich. AIAG, AACT und
TRFE zeigen einen ca. 50 % geringeren Anteil des triantenndren N-Glykans der
GIcNAc(pB1-4)-Variante ohne Fuc (Abbildung 5-34; Abbildung 5-41). Die triantennédre Grund-
struktur mit der GlcNAc(B1-4)-Verzweigung ist ebenfalls erniedrigt bei diesen Proteinen.
Diese Beobachtungen sind jedoch im Gesamtserum nicht wiederzufinden (Abbildung 5-46).
Das triantenndre N-Glykan der GIcNAc(B1-4)-Variante mit einer antennéren Fuc hingegen ist
signifikant im Gesamtserum erhoht, jedoch nicht in dieser Bestimmtheit bei einem einzigen
Protein (Tabelle 5-3). Deshalb sind triantenndre N-Glykans der GIcNAc(f1-4)-Variante un-

geeignet als Biomarker.

Die triantennédren Strukturen mit der GIcNAc(B1-6)-Variante an der dritten Antenne konnten
allein durch die zuvor erfolgten CE-Untersuchungen identifiziert. Diese Strukturen sind nur in
geringen Mengen bei den Serumglykoproteinen vorhanden. Die triantennire Grundstruktur
mit der GIcNAc(B1-6)-Verzweigung ist bei A1AG, IC1, FETUA und HPT sowie im
Gesamtserum signifikant erhoht (Tabelle 5-3). Im Vergleich dazu nimmt die zweite
triantennire Grundstruktur in der GIcNAc(f1-4)-Variante ab. HPT besitzt einen hohen Anteil
an triantenndren Grundstrukturn mit der GIcNAc(B1-6)-Variante und ist eines der am
héufigsten vorkommenden Serumglykoproteine. Somit ist HPT der Hauptlieferant fiir diese
Strukturen. Das dazugehodrige N-Glykan mit antenndrer Fuc ist fast ausschlieBlich in der
Ovarialkarzinomgruppe zu finden. Auch hier ldsst sich also eine Korrelation bei der Ovarial-
karzinomentwicklung vermuten. Der Anstieg der triantenndren Grundstruktur mit der
GlcNAc(B1-6)-Variante an der dritten Antenne ist auf eine erhohte Aktivitit der GnT-V
zuriickzufiihren. Die GnT-V bevorzugt das triantennidre N-Glykan mit der GlcNAc(B1-4)-
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Variante als Substrat (Brockhausen et al. 1988) (Abbildung 3-7). Aufgrund dieser Substrat-
spezifitit sind die triantenndren Strukturen mit der GIcNAc(B1-6)-Variante an der dritten
Antenne selten und somit ein direkter Nachweis der GnT-V-Aktivitit. Eine erhohte GnT-V-
Aktivitit wurde bereits bei vielen Karzinomen festgestellt und korreliert mit dem
Metastasierungspotential vieler Zellen (Dennis et al. 1999b; Taylor and Drickamer 2003;
Ihara et al. 2007) (Kapitel 3.3.1). Des Weiteren ist bei rekombinanten Glykoproteinen aus
Krebszelllinien, wie HEK-239 oder chinese hamster ovary (Inoue et al. 1999; Shahrokh et al.
2010), das triantenndre N-Glykan der GIcNAc(B1-6)-Variante die dominantere Form. Im
Serumglykom hingegen ist das Verhéltnis stark auf Seiten der GIcNAc(p1-4)-Variante. Diese
Fakten sprechen dafiir, dass die triantennire Grundstruktur mit der GIcNAc(p1-6)-Variante an
der dritten Antenne als mogliche Biomarker fiir das Ovarialkarzinom in Betracht zu ziehen ist.
Um Einfliisse der Fuc auf die Statistik auszuschlieen, sollte diese zukiinftig vor der Messung
abgespalten werden. Damit konnte aulerdem das Messsignal erhoht werden. Bei den Serum-
proteinen A1AG, IC1, FETUA und HPT wire eine Verdnderung deutlich zu erkennen und
konnte die Diagnostik erheblich verbessern (Abbildung 6-2).

Die tetraantennéren Strukturen haben sich sowohl im Gesamtserum als auch bei den Proteinen
am deutlichsten und signifikantesten verdndert (Tabelle 5-3). Die Erhohung des
tetraantenniren N-Glykans mit einer antennéren Fuc ist bei HPT, A1AT und AACT sowie im
Gesamtserum gut zu erkennen. Diese Strukturerhohung wird durch die erhdhten Aktivititen
der GnT-V und der FucT fiir antennire Fuc (Kapitel 6.6.2) verursacht. Da das tetraantennére
N-Glykan fast ausschlieBlich antennédre Fuc trigt, ist diese Verdnderung auch im MALDI-
Spektrum detektierbar. Das tetraantennidre N-Glykan mit einer antenndren Fuc konnte auch
einen moglichen Biomarker flir das Ovarialkarzinom darstellen. Dieser ist sowohl im
Gesamtserum als auch bei HPT, A1AT und AACT messbar, was fiir einen Einsatz dieses

Glykans als Marker spricht (Abbildung 6-2).

Das tetraantenndre N-Glykan mit drei antennidren Fuc wurde ausschlieBlich in der Ovarial-
karzinomgruppe gefunden, jedoch nicht mit hohem signifikantem Unterschied, weil diese
Struktur hiufig einen Anteil von unter 0,2 % einnimmt. Am besten konnte die Verdnderung
bei AACT beobachtet werden. N-Glykane, die nur bei Karzinomen zu finden sind, sind sehr
selten (Varki et al. 2009). Ein Antikorper gegen dieses tetraantenndre N-Glykan mit drei
antenndren Fuc konnte zukiinftig zur Detektion entwickelt werden. Damit wére eine schnelle

und einfache Kontrolle der Karzinome moglich (Abbildung 6-2).
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6.6.3 Zusammenfassung und Ausblick

Abbildung 6-2:
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Lokalisation der moglichen Glyko-Biomarker und ihrer Proteine im 2D-Gel

biantenndres N-Glykan mit core-
Fuc

triantenndre Grundstruktur mit der
GlcNAc(B1-6)-Variante an der

dritten Antenne; beinhaltet alle

Glykane mit dieser Grundstruktur °

tetraantennires N-Glykan mit einer
antenndren Fuc; wobei nicht genau
definiert ist, an welcher Antenne die Fuc
gebunden ist

tetraantennires N-Glykan mit drei
antenndren Fuc; wobei nicht genau
definiert ist, an welchen Antennen die
Fuc gebunden sind

Der IPG-Streifen waren 18 cm lang und hatten einen pH-Gradienten von vier bis sieben. Gezeigt wird der pH-
Bereich von vier bis ca sechs. Das SDS-PAGE-Gel war 10 %ig und wurden mit Coomassie gefarbt.

In dieser Arbeit konnten vier mogliche Biomarker fiir das Ovarialkarzinom detektiert werden:
das biantenndre N-Glykan mit core-Fuc, die triantennédre Grundstruktur in der GlcNAc(B1-6)-
Variante an der dritten Antenne, das tetraantenndre N-Glykan mit einer antenndren Fuc und
das tetraantennire N-Glykan mit drei antenniren Fuc (Abbildung 6-2). Bis auf die Erhohung
des bianntendren N-Glykans mit core-Fuc konnten diese Ergebnisse auch im Gesamtserum
gefunden werden. Alle haben ein hohes Potenzial fiir den diagnostischen Einsatz und sollten

daher zukiinftig im Detail weiteranalysiert werden.

In der Literatur beschriebene Untersuchungen von Serumglykoproteinen von Patientinnen mit
Ovarialkarzinom zeigen eine erhdhte Fucosylierung und einen erhdhten GlcNAc-Gehalt bei
HPT und A1AT (Thompson et al. 1992; Turner et al. 1995). Diese Ergebnisse beruhen jedoch
nur auf einer Monosaccharidanalyse. Weiterhin wird eine Erhohung der Sialyl-Lewis™-
Strukturen bei A1AG, HPT und AACT sowie im Gesamtserum beschrieben (Saldova et al.
2007). In der Summe sprechen alle Ergebnisse fiir eine Zunahme der antennédren Fuc beim
Ovarialkarzinom, die allerdings auch bei endziindlichen Prozessen im Korper erhoht sein

kann (Brinkman-van der Linden et al. 1998).
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Das bianntendre N-Glykan mit core-Fuc und die triantenndre Grundstruktur mit der
GlIcNAc(B1-6)-Variante an der dritten Antenne sind aufgrund der erhohten GnT-V und
FucT-VIII Aktivitit schon in direktem Zusammenhang mit einer Karzinomart diskutiert
worden (Dennis et al. 1999b; Ihara et al. 2007; Ueda et al. 2007; Mehta and Block 2008;
Abbott et al. 2010; Sarrats et al. 2010). Beim Ovarialkarzinom konnte bereits eine erhohte
GnT-V Aktivitdt beim muzindsen Adenokarzinom (Takahashi et al. 2009) und eine erhdohte
FucT-VIII Aktivitit beim serdsen Adenokarzinom nachgewiesen werden (Takahashi et al.
2000). Beim endometrioiden Ovarialkarzinom konnte eine Hochregulierung der Gene magt5
und fut8 nachgewiesen werden (Abbott et al. 2008). Weiterhin wurde bereits eine erhohte
HPT-Expression in Ovarialkarzinomen mittels immunhistologischen Methoden gezeigt
(Ahmed et al. 2004). Eine andere Mdglichkeit wie das Ovarialkarzinom Einfluss auf die
Leber ausiibt, wurde kiirzlich gezeigt. Dabei setzt das Ovarialkarzinom proinflammatorisches
Zytokin Interleukin-6 frei (Stone et al. 2012), welches in der Leber nicht nur eine Akut-
Phasen-Reaktion sondern auch eine Verdnderung der Glykosylierung von HPT hervorruft
(Narisada et al. 2008; Bones et al. 2011). Ob die verdnderten Glykoproteine vom Karzinom

oder aus der Leber stammen, wurde nicht untersucht.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Unterschiede konnten weitestgehend bei den
Serumglykoproteinen und im Gesamtserum nachgewiesen werden, da in dieser Arbeit unter-
suchten Proteine zu den am héufigsten vorkommenden Vertretern im Serum gehoren. Jedoch
weist das Serumproteom ein sehr hohes Konzentrationsgefille auf. Wéhrend Albumin in
Konzentrationen von 55 mg/mL vorliegt, sind andere Analyten nur in Mengen von ca.
10 pg/mL vorhanden. Es sind mehr als 250 Primérproteine bekannt (Anderson et al. 2004).
Zur Erforschung der niedrig konzentrierten Proteine, miissen die hoher exprimierten Serum-
proteine entfernt werden. Dazu steht beispielsweise das Multiple Affinity Removal System,
besser bekannt als MARS, oder das ProteoMiner zur Verfiigung. Kiirzlich wurde gezeigt, dass
nach Entfernung der 12 héufigsten Serumproteine andere Serumglykoproteine detektiert
werden konnten, bei denen die Erhohung der Lewis™-Strukturen mehr pankreaskarzinom- als
entziindungsspezifisch ist (Sarrats 2010). Dies lieBe in Zukunft auch bessere Erkenntnisse in

Bezug auf die karzinomassoziierten Verdnderungen des Glykanprofils zu.
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6.7 Detektion von O-Glykosylierungsstellen

Eine Ziel dieser Arbeit war es, die Detektion von O-Glykosylierungsstellen durch eine Ein-
topfreaktion zu ermoglichen. Dazu reagiert das durch die B-Eliminierung entstehende
Michael-System mit einem Thiol, an dem ein Biotin kovalent gebunden ist (Abbildung 5-48).
Eine Thiol-Gruppe wurde verwendet, da die Anionen dieser Gruppe gute Nukleophile dar-
stellen. Um die Komplexitdt der Probe fiir die massenspektroskopische Untersuchung zu
reduzieren und die markierten Peptide spezifisch zu isolieren, wurde ein Biotin-Linker
synthetisiert. Zur Verbesserung der Wasserloslichkeit bendtigt das Reagenz einen zusétzlichen
spacer (Abbildung 5-49, Abbildung 5-50). Das Konzept ist dem der ICAT-Technologie dhn-
lich (Shiio and Aebersold 2006).

Die ersten Versuche mit dem doppelten Glycin-spacer zeigten, dass es grundsitzlich mdglich
ist, die O-Glykosylierungsstellen iiber die Michael-Addition und Biotin-Markierung zu identi-
fizieren. Der spitere PEG-spacer sollte kein Problem darstellen, da dieser bereits fiir die De-
tektion von Phosphoserin und —threonin beschrieben ist (Goshe et al. 2001; Oda et al. 2001).
Der Glycin-spacer wurde gegen den PEG-spacer ausgetauscht um Fehlinterpretationen der
Peptidfragmentierung im MS zu vermindern. Zwei Basen, Ammoniak (Hanisch et al. 2001)
und Bariumhydroxid (Byford 1991) wurden getestet. Ammoniak wird héufig fiir die Ab-
spaltung von O-Glykanen genutzt, wobei dabei die O-Glykane und nicht das Peptid unter-
sucht werden. Bariumhydroxid wird bei der B-Eliminierung von Phosphoproteinen eingesetzt.
Der Vorteil von Bariumhydroxid ist, dass unter diesen Bedingungen das Michael-System
stabil ist und nicht nucleophil angegriffen wird (Rusnak et al. 2004). Um eine weitere Neben-
reaktion auszuschlieBen, sollten alle freien Amine vor der B-Eliminierung acetyliert werden.
Denn die unerwiinschte Quervernetzung von Proteinen durch die Reaktion vom
Dehydroalanin mit der e-Aminogruppe des Lysin zum Lysinoalanin ist in der Nahrungsmittel-

verarbeitung bekannt (Friedman 1999).

Weiterhin stellte sich heraus, dass ein Gemisch von unterschiedlich schweren Biotin-Thiol-
Reagenzien die Identifizierung erheblich erleichtert. Dazu konnte ein PEG,- und PEGs-spacer
verwendet werden. Ahnliches wurde bereits fiir die Analyse von phosphorylierten Pepiden
vorgeschlagen (Mano et al. 2009). Eine Verwendung von Isotopen wie bei ICAT wire in

diesem Fall nicht sinnvoll, da kein Vergleich unterschiedlicher Proben durchgefiihrt wird.

Die Herausforderung dieser Methode war die Isolation der biotinmarkierten Proteine und

Peptide. Die verwendete Monomeric Avidin-Agarose ist nicht das geeignete Chromato-
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graphiematerial. Mehrfach biotinmarkierte Proteine und Peptide eluieren kaum bis gar nicht
und die Standardelutionspuffer erwiesen sich als nachteilig fiir die spatere MALDI-TOF-MS-
Messung aus. Eine Alternative dazu wire die Verwendung von ICAT-Avidin (Yi et al. 2005;
Shiio and Aebersold 2006) oder immobilized NeutrAvidin (Oda et al. 2001), welche mit
fliichtigen Elutionspuffern aus AcN und TFA kompatibel sind. Die Probleme, das doppelt
biotinylierte Peptide auf dem Chromatographiematerial hingen bleiben konnen und das Biotin
die massenspektrometrische Untersuchung stort, sind damit nicht gelost. Zur Losung dieser
Probleme ist ein abspaltbarer Biotin-Linker notig. Fiir einen sdurelabilen Linker konnen
Carbamate (Fauq et al. 2005) und fiir einen photolabilen Linker o-Nitrobenzylgruppen ver-
wendet werden (Zhou et al. 2002). Um die Bindungsstirke zwischen dem Avidin und dem
biotinmarkierten O-Glykanpeptid zu verringern konnte statt dem Biotin ein Strepavidin-
Binde-Tag verwendet werden. Dafiir konnte der Nano-Tag oder SBP-Tag verwendet werden.
Andere in Frage kommende Affinitédts-Tags, welche auf Aminosiuresequenzen basieren, sind
S-Tag, Flag-Tag und Calmodulin-Binde-Peptide (Terpe 2003; Terpe 2007). Diese Amino-
sdure-Tags miissten allerdings vor der massenspektrometrischen Untersuchung entfernt

werden.
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7 Material und Methoden

7.1 Materialen

7.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Alle hier nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) bezogen.

>
>

V V V V V

vV VY

YV V V V YV V VYV VYV V

YV V V V V

1,4-Dithioerytriol (DTE)
1-Hydroxybenzotriazol-Anhydrid, #081133

2.,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure

2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB)

2-Methyl-2-butanol (tert-Amylalkohol)

96-well DuoPlate (PCR-Platte) Vollrand, 200 pL, #72.1964.202
96-well PP Mikrotiterplatte mit V-Boden, #651201

96-well Storage Plate, Rundboden, 0.8mL, #AB-0765

Aceton

AcroPrep 96-well Filterplatten 0.2 pum GHP Membran, 350 pL,
#5045

AcroPrep 96-well Filterplatten 0.45 um Supor Membran, 350 pL,
#5029

Acrylamid (4xkrist)

Agarose (NEEO Ultra-Qualitit)

Albumin Fraktion V

alpha-1-Antitrypsin from human plasma, #A6150

alpha-1-saures-Glykoprotein human

Aluminumsulfat-(14-18)-Hydrat
Amicon Ultra-0.5, Ultracel-10 Membrane, 10 kDa
APTS (8-Aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salf)

Arabinosazon (Ara)

Aurum Serum Protein Kit
Bio-Lyte 3-10; 40 % (Ampholyte)
Biotin

Bisacrylamid (2K)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim
Biosolve, Valkenswaard
(Niederlande)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs (CH)
Sarstedt, Niimbrecht
Greiner Bio-One, Fricken-
hausen

Thermo Scientific, Bonn
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pall, Dreieich

Pall, Dreieich

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
isoliert von humanem Serum
im Labor

AppliChem, Darmstadt
Millipor, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Dr. Matthias Kaup, Charité
Berlin

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
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vV V V V V V V V V

YV VY

A\ YV V V V VY

Y

Y VY

YV V VYV VY

BSA-Biotin frei

Calbiosorb Adsorbent
Calciumchlorid

Carbograph (Grafit)
Carbohydrate Separation Buffer
Cellulose mikrokristallin
Coomassie Biosafe
Cysteamin-2-chlorotrityl-Harze

Dextranhydrolysat (DH), Kalibrierstandard

Dichlormethan

Diisopropylethylamin, #367840500

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat

Disposable Columns, 2mL, Polystyrensdule mit Polyethylenfilter

#29920

Enchant Multi-Protein Affinity Separation Kit
EPPS (3-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-propansulfonséure)

Ethylenglycol
Fetuin from fetal calf serum, #F2379
Filterspitze #765288 FT10E

Fmoc-Gly-OH, #852001
Fmoc-O20c¢-OH #FAA1435.0005
Glow Writer, GLWR-1000

Glycerin (Glycerol)
Glycin zur Synthese
Haptoglobin, Mixed Type, Human Plasma

HBTU, #851006
Immobiline DryStrip

Immobilon-P-Membran, PVDF-Membran, #42581.01

Todacetamid

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Grace, Deerfield (USA)
Beckman Coulter, Krefeld
Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Oxford Glycosystems, Ox-
ford (UK)

Acros Organics, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte
Acros Organics, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte
Acros Organics, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Pierce, Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte

Pall, Dreieich
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Greiner Bio-One, Fricken-
hausen

Merck, Darmstadt

Iris Biotech, Marktredwitz
Diversified Biotech, Dedham
(USA)

Fluka, Buchs (CH)

Roth, Karlsruhe

EMD Chemicals, Gibbstown
(USA)

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
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V V.V V VYV V YV V. V V V V V VvV V YV VYV V

YV V.V V V V

IPG-Streifen, Immobiline DryStrip, 18 cm
Kunststoffsdule, #210208

Extract-Clean Empty Reservoirs, Polypropylene
Lactoferrin from bovine milk #02152333

Lithiumacetat

Maltoheptaose
Methyljodid (Jodmethan)

Methyl-a-D-mannopyranosid
Monomeric Avidin-Agarose, #20228

N-Acetyl-D-glucosamin
Natriumchlorid
Natriumcyanoborhydrid

Nonidet P-40

OGP (n-Octyl-p-D-glucopyranosid)
Peptide Calibration Standard
Piperidin

Polyethylenoxid (mittleres Molekiilmasse 300000)
Precision Plus Protein Standards

Pro Q Emerald 300 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit
PROSEP-PB

ProteoPrep Reduction and Alkylation Kit
reversed-phase extract-clean columns,

Standard C18, 100 mg 1,5mL, #205000

RNase B from bovine Pancreas #R7884

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Serva Blue G (Coomassie Brilliant Blue G-250)
Sorbit

Streptavidin-Peroxidase (HRP)

strong cation exchange spin columns, mini, #90008

Sulfo-NHS-SS-Biotin and Biotinylation Kit, #21328

super DHB

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

GE Healthcare, Miinchen
Grace Alltech, Geerfield
(USA)

ICN Biochemicals, Solon
(USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka, Steinheim

Pierce, Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs (CH)

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Bruker Daltonics, Bremen
Acros Organics, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Millipore, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Grace Alltech, Geerfield
(USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pierce, Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte

Pierce, Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pierce, Thermo Fisher Scien-

tific, Schwerte
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YV V V VYV VY

Tetrahydrofuran

TopTip Carbon

Transferrin human, #T3309
Tributylphosphin

Tris Ultra Qualitat

7.1.2 Enzyme

Y VY

YV V V VY

Asp-N, #11054589001

Neuraminidase (Sialidase) (4rthrobacter ureafaciens)
N-Glycosidase F (PNGase F) (aus Flavobacterium meningosep-
ticum expremiert in E. coli)

sequencing grade modified Trypsin

Trypsin TPCK Treated

Zellulase aus Aspergillus niger

a(1-2,3,4,6) Fucosidase (Bovine Kidney)

a(1-3,4) Fucosidase (Streptomyces sp. 142)

al-2 Fucosidase (Xanthomonas manihotis)

B(1-3,4) Galactosidase (Bovine Testis)

B(1-3,6)-Galactosidase (rekombinant in E. coli)

B1-4 Galactosidase (Streptococcus pneumoniae)

B-N-Acetylhexosaminidase (Jack Bean)

B-N-Acetylhexosaminidase (aus Streptococcus pneumoniae ex-

premiert in E. coli)

7.1.3 Lektine

>
>

>

Concanavalin A (ConA from Canavalia ensiformis)

Lens culinaris Agglutinin (LcH)

Lotus tetragonolobus Agglutinin (Lotus)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Glygen, Columbia (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Promega, Madison (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Prozyme, San Leandro
(USA)

Prozyme, San Leandro
(USA)

Prozyme, San Leandro
(USA)

Prozyme, San Leandro
(USA)

Merck, Darmstadt
Prozyme, San Leandro
(USA)

Prozyme, San Leandro
(USA)

Prozyme, San Leandro

(USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim
EY Laboratories, SanMateo
(USA)

EY Laboratories, SanMateo
(USA)
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>

Maackia amurensis Agglutinin (MAA)

Phytohemagglutinin-L (PHA-L from Phaseolus vulgaris)

Sambucus nigra Agglutinin (SNA-I)

Triticum vulgaris Agglutinin; Wheat Germ Agglutinin (WGA)

7.1.4 Gerite, Software und Datenbanken

>
>

V V V V VY

V V. V V VYV V V VY YV V VYV V

YV V V V V

32Karat Version 8.0
Agilent 6210 ESI-TOF

AnchorChip Target (800er)

BioTools 3.1

CarboPac PA200 Carbohydrate Column (250 x 3 mm)
CarboPac PA200 Carbohydrate Column (50 x 3 mm)
ChemSketch

Chromeleon 6.80
EVOware 2.0 Plus
EVOware Standard
ExPASy (http://expasy.org/)

EXQuest Spot Cutter

FlexAnalysis 3.0 & FlexControl 3.0
GlycoPeakFinder (www.eurocarbdb.org)
GlycoWorkbench (www.eurocarbdb.org)

Ground Steel Target

GS 800 (Gelscanner)

ICS-3000 (High Performance lon Chromatography)
ISIS Draw 2.4

Jmol 12.0 (3D-Molekiilbetrachter)
Kapillarelektrophorese P/ACE MDQ DNA System
Kiihlfalle Unicryo MC2 x 21 -60 °C

Magellan V 6.4
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer Ultraflex I1I

EY Laboratories, SanMateo
(USA)

EY Laboratories, SanMateo
(USA)

EY Laboratories, SanMateo
(USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Beckman Coulter, Krefeld
Agilent Technologies, Santa
Clara (USA)

Bruker Daltonics, Bremen
Bruker Daltonics, Bremen
Dionex, Germering

Dionex, Germering
Advanced Chemistry Devel-
opment, Toronto (CDN)

Dionex, Germering

Tecan, Ménnedorf (CH)
Tecan, Ménnedorf (CH)
Swiss Institute of Bioinfor-
matics (CH)

Bio-Rad, Miinchen

Bruker Daltonics, Bremen
EuroCarbDB

EuroCarbDB

Bruker Daltonics, Bremen
Bio-Rad, Miinchen
Dionex, Germering

MDL Information Systems,
Hayward (USA)
http://www.jmol.org/
Beckman Coulter, Krefeld
Uniequip, Planegg

Tecan, Ménnedorf (CH)

Bruker Daltonics, Bremen
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» Mascot Matrix Science, London
(http://www.matrixscience.com/search _form_select.html) (UK)
» Mikroplattenphotometer Infinite M200 Tecan, Méannedorf (CH)
» Mini-PROTEAN Bio-Rad, Miinchen
» PDQuest 8.0.1 Bio-Rad, Miinchen
» PROTEAN II System fiir 2D-Gele Bio-Rad, Miinchen
» Quantity One 4.6.3 Bio-Rad, Miinchen
» Tecan Freedom EVO 200 Tecan, Méannedorf (CH)
» Vakuumzentrifuge Univapo 150 ECH Uniequip, Planegg
» VersaDoc Bio-Rad, Miinchen

7.1.5 Zelllinien

» HEK-293 (humane embryonale Nierenzellen) DSMZ, Braunschweig

» AGEIL.HN (humane neuronale Zelllinie) entwickelt von ProBioGen
AG, Berlin (Dr. Volker
Sandig)

7.1.6 Blutserumproben

Alle verwendeten Blutserumproben stammen von weiblichen Probandinnen. Weitere wichtige

Daten sind in Tabelle 7-1 aufgelistet. (OvK = Ovarialkarzinom)

Tabelle 7-1: Verwendete Blutserumproben

Phénotyp Geburtsjahr der Patientinnen | CA-125 (U/mL) | Stadium des OvK
Ovarialkarzinom 1964 3842 4
Ovarialkarzinom 1950 1580 3c
Ovarialkarzinom 1963 1184 2c
Ovarialkarzinom 1957 8540 1
Ovarialkarzinom 1952 keine Angabe 3¢

Kontrolle (gesund) 1966 / /
Kontrolle (gesund) 1963 / /
Kontrolle (gesund) 1944 / /
Kontrolle (gesund) 1953 / /
Kontrolle (gesund) 1959 / /
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7.2 Methoden

7.2.1 Borat-Chromatographie

PROSEP-PB ist ein Chromatographiematerial bei dem 3-Aminophenylborsdure an Glas ge-
bunden ist. Zur Vorbereitung wird 1 mL Sdulenmaterial (2,5 cm Sadulenhdhe, Leersdule 2 mL
Pierce) mit 1 mL Bindungspuffer (cpps)= 0,05 mol/L; pH = 8,4) und 1 mL Elutionspuffer
(c(sorbity = 0,1 mol/L, C(tamstotny = 8 mol/L) gewaschen. AnschlieBend wird mit dreimal 1 mL
Bindungspuffer equilibriert. Die Probe wird in Bindungspuffer auf die Sdule gegeben. Nach
einer Wartezeit von 20 min wird mit viermal 500 uL Bindungspuffer gewaschen. Die Elution

erfolgt mit dreimal 500 pL Elutionspuffer.
7.2.2 Lektin-Chromatographie

Von jedem Lektin-Chromatographiematerial werden 2 mL (2,0-2,5 cm Séulenhdhe, Leerséule
2 mL Pierce) verwendet. Diese Sdulen werden dreimal mit 2 mL 1,4 mol/L NaCl gewaschen
und danach mit dreimal 2 mL Bindungspuffer fiir die Chromatographie vorbereitet (Tabelle
7-2). Die 100 pL. Serumproben werden mit 900 pnL. Bindungspuffer verdiinnt und 5 min auf
Eis im Ultraschallbad behandelt. Die Probe wird auf die Sdule iiberfiihrt und 20 min inkubiert.
Die Sdule wird mit dreimal 2 mL Bindungspuffer gewaschen und die Proteine werden mit
ingesamt 2,5 mL Elutionspuffer eluiert (Tabelle 7-2). Die Sidule wird mit 1,4 mol/L NaCl und

Bindungspuffer regeneriert.
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Tabelle 7-2: Puffer fiir Lektin-Chromatographie. Die Herstellerpuffe sind von EY Laboratories, SanMateo

(USA)
Lektin Bindungspuffer Elutionspuftfer
Con A 20 mmol/L Tris/HCI 100 mmol/L Methyl-a-D-mannopyranosid
300 mmol/L NaCl in Bindungspuffer
1 mmol/L Mn,Cl
1 mmol/L CacCl,
pH=17)5
LcH 50 mmol/L Tris 200 mmol/L D-Man in Bindungspufter
150 mmol/L NaCl (Herstellerpuffer)
pH = 7,0-7,2 (Herstellerpuffer)
Lotus 100 mmol/L Phosphatpufter 200 mmol/L L-Fuc in Bindungspuffer
150 mmol/L NaCl (Herstellerpufter)
pH = 7,2-7,4 (Herstellerpuffer)
MAA 100 mmol/L Phosphatpufter 100 mmol/L Glycin
150 mmol/L NaCl 20 mmmol/L Ethylendiammin
pH = 7,2-7,4 (Herstellerpuffer) in Bindungspuffer geldst,
pH = 9.0 (Herstellerpufter)
PHA-L 100 mmol/L Phosphatpuffer 100 mmol/L Glycin
150 mmol/L NaCl pH = 3,5-4,0 (Herstellerpuffer)
pH = 7,2-7,4 (Herstellerpuffer)
SNA-I 100 mmol/L Phosphatpufter 100 mmol/L Lactose in Bindungspufter
150 mmol/L NaCl (Herstellerpuffer)
pH = 7,2-7,4 (Herstellerpuffer)
WGA 100 mmol/L Phosphatpuffer 200 mmol/L GlcNAc in Bindungspuffer
150 mmol/L NaCl (Herstellerpuffer)
pH = 7,2-7,4 (Herstellerpufter)

7.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Kalibrierung mit 10-100 pg/mL Albumin
durchgefiihrt. 20 uL. Standard oder Probe werden jeweils mit 80 pL Bradfordreagenz

G (Phosphorsiure) — 100 mL/ L; O (Ethanol) = 50 mL/ L; tiber

(B(Coomassie—Brillant—Blau G-250) — 0,1 g/L,

0,2 pm filtriert) in einer 96-well Platte gemischt und nach 3-5 min bei 595 nm vermessen.
7.2.4 SDS-PAGE und Firbung mit Coomassie Biosafe und Densitometrie

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofle erfolgte durch eine Elektrophorese nach
Lammli (1970). Dazu wird ein ca 7%8 cm groBes SDS-PAGE-Gel aus einer 30 % Acrylamid-
Bisacrylamid-Losung (30 % T; 2,67 % C) gegossen. Das Sammelgel enthilt 4 % und das
Trenngel in der Regel 10 % Acrylamid-Bisacrylamid. Die Probe wird vor der Uberfiihrung
auf das Gel 5 min bei 95 °C in SDS-Probenpuffer mit DTE erwéarmt. Als GréBenstandard
dient der Precision Plus Protein-Standard. Die Proteine werden durch I min bei 200V,

20 min bei 20 V und 30 bis 45 min bei 200 V im elektrischen Feld getrennt. Nach dem Lauf
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wird das Gel dreimal 5 min mit Wasser gewaschen, 1 h in Coomassie Biosafe gefarbt und

uber Nacht in Wasser entfarbt.

Die Coomassie gefdrbten Gele werden mit dem Gelscanner GS 800 eingescannt und mittels
des Programms Quantity One analysiert. Anhand der Fiarbung kann eine densitometrische

Bestimmung durchgefiihrt werden.
7.2.5 Western-Blot und Immunodetektion

Nach der SDS-PAGE und der Farbung mit Coomassie Biosafe wird das Gel 15 min mit 50 %
AcN entfdrbt, 30 min in 20 g/L SDS gelagert, 15 min mit SDS-Laufpuffer (Kapitel 7.2.4)
sowie 5min im Blotpuffer (Beris)=3,02 g/L; PBGiyein) = 8,54 g/L; G (Ethanoy = 100 mL/L)
inkubiert. Die Proteine werden 1 h bei 250 mA in gekiihltem Puffer auf eine Immobilon-P
PVDF-Membran geblottet. Die Membran wird nach dem Blotten mit TBS (B(tris) = 2,24 g/L;
Bvacn = 8,0 g/L, pH = 7,0) gewaschen, eine Stunde mit biotinfreiem BSA (Bisa) =50 g/L in
TBS) geblockt und erneut mit TBS gewaschen. Die biotinmarkierten Proteine werden mit
Streptavidin, das mit der Meerrettichperoxidase kovalent verbunden ist, detektiert. Die
Streptavidin-Peroxidase wird 1:10000 in TBS verdiinnt fiir eine Stunde auf die Membran ge-
geben. Gewaschen wird einmal mit TBS sowie fiinfmal fiinf Minuten mit 0,1 % Tween 20 in
TBS. Auf der trockenen Membran wird der Precision Plus Protein Standard mit einem Glow
Writer nachgezeichnet. Fir die Chemilumineszenz wurde das SuperSignal West Pico

Chemiluminescent (Pierce) und das VersaDoc (Bio-Rad) zur Dokumentation verwendet.
7.2.6 2D-Gelelektrophorese

Die Albumin- und die IgG-Menge aus 40 uL Blutserum wird mit dem Enchant Multi-Protein
Affinity Separation Kit reduziert. Die 250 pL Durchlauf und die 250 pL. Waschfraktion
werden vereinigt und die Proteinlésung wird mit dem ProteoPrep Reduction and Alkylation
Kit behandelt. Zur Entsalzung der Probe werden die Proteine mit eiskaltem Aceton ausgefillt.
Die Endkonzentration betrigt 80 % Aceton. Die Fillung wird iiber Nacht bei -20 °C gelagert.
Am nichsten Tag werden die Proteine bei 4500 rpm pelletiert und der Uberstand verworfen.

Das Pellet wird 15 min unter Vakuum getrocknet.

Die 18 cm langen Streifen mit immobilisiertem pH-Gradient (IPG) pH 4-7 oder pH 3-10
(nicht  linear) werden mit 500 puL  Rehydrationspuffer  (Caarnstofn = 7 mol/L;
C(Thioharnstoffy = 1 Mol/L; Bcnars) = 40 g/L; Bote) = 1 g/L; O(Ampholyte) = 0,7 %o;
B(Bromphenotblany = 0,025 g/L) fiir 16 h gequollen. Das Probenpellet wird mit 110 uL Re-
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hydrationspuffer gelost und kathodisch durch cup loading auf den IPG-Streifen aufgetragen.

Die Bedingungen bei der isoelektrischen Fokussierung sind in Tabelle 7-3 dargestellt.

Tabelle 7-3: Isoelektrische Fokussierung von 18 cm IPG-Streifen

Zeit oder Voltstunden | Spannung | Gradient
4bis 6 h 200V schnell
lh 500V schnell
4h 1000 V linear
3h 5000 V linear
40000 Vh 10000 V schnell
99 h (Haltespannung) 500V schnell

Fiir die zweite Dimension wird ein ca. 19 x 19 cm groBles 10 %iges SDS-PAGE-Gel ver-
wendet. Bevor der IPG-Streifen auf das SDS-PAGE-Gel iiberfiihrt wird, muss dieser 15 min
(Bore) = 10 g/L; Balyceroy = 300 g/L;
Bsps) =40 g/L; ciisy = 0,05 mol/L; pH 8,8) und weitere 15 min in Aquilibrierungspuffer-II
(Btodacetamiay = 40 g/L; BGlyceroy = 300 g/L; Bsps) =40 g/L;
C(tris) = 0,05 mol/L; pH 8,8) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert werden. Die IPG-Streifen

in Aquilibrierungspuffer—l C(Harnstoff) = 6 MOl/L;

C(Harnstoff) = 6 mol/ L,

werden mit Overlay Agarose (Bagarose)=35 &/L; BBromphenoiblayy = 0,25 g/L in  1x SDS-
Laufpufter) auf dem SDS-PAGE-Gel fixiert. Die Laufbedingungen sind in Tabelle 7-4 be-

schrieben.

Tabelle 7-4: SDS-PAGE von 2D-Gelen

Spannung, Stromstirke oder Leistung Zeit
200V 2 min
20V 20 min
10 mA pro Gel lh
2 W pro Gel 16 h

Nach der SDS-PAGE wird das Gel mit Coomassie-Brillant-Blau gefirbt. Dazu wird das Gel
30 min fixiert (G(gthanol) = 500 ML/L; G(phosphorsiure) = 30 mL/L); zweimal 10 min mit Wasser
3,5h
Hydrat) = 90 g/L; G (phosphorsiure) = 30 ML/L; G(ghanoy= 100 mL/L) (Kang et al. 2002) und {tiber
Nacht mit Wasser entfarbt. Dokumentiert wird das 2D-Gel mit dem Gelsanner GS-800.

geWﬁSChen; gefarbt (B(Coomassie—Brillant—Blau G-250) — 092 g/ L; B(Aluminumsulfat-(m-l8)-
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7.2.7 Fluoreszenzfirbung von Glykoproteinen

Das Gel wird nach der SDS-PAGE, in Wasser fiir 5 min gewaschen und entsprechend der
Herstellervorschrift zum Pro-Q Emerald 300-Kit behandelt. Im Anschluss erfolgt die
Dokumentation mit dem Imaging-System VersaDoc. Die Anregung erfolgt mit UV-Licht und

das Signal wird mit einem Filter von 530 nm gemessen.
7.2.8 Enzymatische Freisetzung von N-Glykanen

Die Peptid-N*-(N-Acetyl--glucosaminyl)asparagin-Amidase (PNGase F) spaltet N-Glykane

vom Asparagin der Proteinkette ab. Allerdings gibt es hier zwei Ausnahmen:

1. Das Asparagin, welches das N-Glykan trdgt, muss von beiden Seiten von mindestens
einer weiteren Aminosédure flankiert sein.
2. N-Glykane, die eine al-3-verkniipfte Fuc am endstindigen GIcNAc der

core-Chitobiose tragen, sind resistent gegen PNGase F.
7.2.8.1 Trypsin-PNGase F-Behandlung

Das Glykoprotein wird in 25 mmol/L Phosphatpufter pH 7,1 geldst, im Verhiltnis 1:20 mit
Trypsin versetzt und 4 bis 16 h bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins wird die
Probe 5 min bei 95 °C erhitzt. Nach Abkiihlung der Probe wird 1 U PNGase F zugegeben und
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir die weitere Bearbeitung wird die Probe iiber Grafit ge-

reinigt.
7.2.8.2 PNGase F-Behandlung ohne Trypsin (automatisiert)

Die PNGase F-Behandlung ohne Trypsin wurde auf der Plattform eines Freedom EVO 200
von Tecan etabliert. Als Proben dienen Proteine oder Blutserum. Der Ablauf ist in Tabelle 7-5

beschrieben.

Tabelle 7-5: Automatisierte PNGase F-Behandlung ohne Trypsin
1. Proben liegen in einer 96-well Polypropylen-Mikrotiterplatte mit V-Boden vor und

das Calbiosorb-Material befindet sich in einer AcroPrep 96-well Filterplatte mit 0.45
um Supor Membran

2. Zugabe von 25 pL Denaturierungspuffer (c(phosphatputtery = 125 mmol/L; Bsps) = 5 g/L;
c(rep) = 0,5 mmol/L; pH =7,1) je well

3. Inkubation 1 h bei 50 °C
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N s

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

7.2.9

Abkiihlung

Zugabe von 20 pL Detergenzienlosung (@nonidet P40y = 5 %0; Bogry = 10 g/L)

Zugabe von 50 uL Wasser

Zugabe von 20 pL 0,025-0,05 U/uL PNGase F (in  Cphosphatpuffery = 25 mmol/L;
pH="7,1)

Inkubation 7,5 h bei 37 °C

Wiéhrend der PNGase F Inkubation wird das Calbiosorb-Material dreimal mit 80 uL
Wasser gewaschen.

Uberfiihrung der Probe auf Calbiosorb-Material und Nachspiilen mit 85 pL Wasser
Inkubation der Probe auf Calbiosorb fiir 3 Stunden bei RT

Absaugen der Probe und waschen mit zweimal 80 uL. Wasser

Anséduern der Probe und Aufreinigung der Probe iiber Grafit

Trocknung der Probe in der Vakuumzentrifuge

Behandlung der Proben mit Sialidase in 50 mmol/L Natriumacetatpuffer pH = 5,0

Ansduern der Probe und Aufreinigung der Probe iiber Grafit

Reinigung der N-Glykane iiber Grafit

Zur Herstellung der Mini-Chromatographiesdulen wird eine Filterspitze FT 10E von Greiner

mit Carbograph-Material (Grafit) gefiillt. Das Carbograph-Material wird in AcN aus-

geschwemmt und mit Hilfe einer abgeschnittenen Spitze in die Filterspitze pipettiert. Zum

Verfestigen der Sdule wird die Spitze zentrifugiert. Am Ende betrdgt die Sdulenhohe ca.

1,5 cm, was einem Sdulenvolumen von ca. 40 pL entspricht.

Die Probe wird im entsprechenden Waschpuffer gelost oder mit TFA bis zu einer

Endkonzentration von 0,1 % angesduert. Die Fliissigkeiten werden entweder durch die Siule

zentrifugiert oder abgesaugt. Die verschiedenen Reinigungsverfahren sind in Tabelle 7-6 zu-

sammengefasst. Am Ende wird die Probe in der Vakuumzentrifuge getrocknet.
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Tabelle 7-6: Reinigung der N-Glykane iiber Grafit

Tischzentrifuge Tecan-Roboter Tischzentrifuge mit
APTS markierten
Proben

Konditionierung dreimal 40 pL. dreimal 40 pLL dreimal 40 pL.
QN = 80 % QN = 80 % Q)= 80 %

_' Qra)= 0,1 % Qara)= 0,1 % Qra)= 0,1 %
Aquilibrierung dreimal 40 pLL dreimal 40 pLL dreimal 40 pL.
- PNy =5 % PNy =35 %

Q(TFA) = 0,1 % Q(TFA) = 0,1 % O(TFA) = 0,1 %

Probenauftrag Probenauftrag Probenauftrag Probenauftrag
Waschen dreimal 40 pL dreimal 40 pL dreimal 40 pL
- PN =5 % PacN)= 5 %

Qcra = 0,1 % Ocra)= 0,1 % Qara = 0,1 %

Elution dreimal 30 pL zweimal 45 pL zweimal 30 pL

(P(ACN) =25-30 %
Q(TFA) = 0,1 %

oder
viermal 30 uL
PAcN) = 25-30 %
ora)= 0,1 %

7.2.10 Desialylierung durch Essigsdurehydrolyse

PAcN) = 30 %
Qcrra)= 0,1 %
und
zweimal 50 pL
(P(AcN) =50%
O(TFA) = 0,1 %

Die getrocknete Probe wird 3 h mit 0,5 mol/L Essigsdure oder 1 h mit 3 mol/L Essigsédure bei

80 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Probe iiber Grafit gereinigt.
7.2.11 Spaltung der N-Glykane durch Exoglykosidasen

Die Proben werden mit den Exoglykosidasen (Tabelle 7-7) 37 °C iiber Nacht inkubiert und

danach iiber Grafit gereinigt.
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Tabelle 7-7: Exoglykosidasen mit Spezifitit und Puffer
Enzyme Spezifitét Puffer

Neuraminidase (Sialidase) 02-3, a2-6 und | 100 mmol/L Natriumacetat pH 5,0 oder
02-8 NeuSAc | 12,5-25 mmol/L Lithiumacetat pH 5,0

a-Fucosidase al-2, al-3, Herstellerpuffer oder

(Bovine Kidney) al-4, a1-6 Fuc | 100 mmol/L Phosphatpuffer pH 6,0

a-Fucosidase (Streptomyces | al-3, al-4 Fuc | 100 mmol/L Phosphatpuffer pH 6,0
sp. 142)

a-Fucosidase (Xanthomonas al-2 Fuc Herstellerpuffer

manihotis)

B-Galactosidase (bovine B1-3, B1-4 Gal | Herstellerpuffer oder

testis) 100 mmol/L Phosphatpufter pH 6,0 oder
12,5-25 mmol/L Lithiumacetat pH 5,0

B-Galactosidase (Strepto- B1-4 Gal Herstellerpuffer

coccus pneumoniae)

B-Galactosidase (rekombi- B1-3, p1-6 Gal | 100 mmol/L Phosphatpuffer pH 5,0

nant, E. coli)

B-N-Acetylhexosaminidase B1-2, B1-3, B1- | Herstellerpuffer
(Jack Bean) 4, B1-6 GlcNAc;

B-N-Acetylhexosaminidase | B1-2, B1-4, B1-6 | Herstellerpuffer
(rekombinant, Streptococcus GlcNAc

pneumoniae)

7.2.12 Oligosaccharidtrennung mittels HPAEC-PAD

Die HPAEC-PAD (High Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric  Detection) ist eine Anionenaustauschchromatographie, bei der unter
alkalischen Bedingungen die Glykane getrennt werden. Zur Detektion wird die gepulste
Amperometrie eingesetzt. Die zu trennenden Glykane werden mit PNGase F vom Protein
abgespalten und iiber Grafit entsalzt. Fiir die HPAEC-PAD liegen die Glykane in Wasser vor.
Verwendet wird die lonenchromatographieanlage ICS-3000 und die Sdulen CarboPac PA200
Carbohydrate Column 250 x 3 mm (Trennsédule) und CarboPac PA200 Carbohydrate Column
50 x 3 mm (Vorsdule). Der Séaulenthermostat und der Detektorthermostat haben eine

Temperatur von 25 °C. Der Probengeber hat eine Temperatur von 10 °C. Die Trennung erfolgt
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mit einem Natriumacetatgradienten (Tabelle 7-8). Die Fraktionen werden direkt nach dem

Lauf iiber Grafit gereinigt.

Tabelle 7-8: Oligosaccharidtrennung mittels HPAEC-PAD

100 mmol/L
Zeit Flussrate | 100 mmol/L NaOH 200 mmol/L
[min] [mL/min] NaOH 600 mmol/L NaOH furve
NaAc
0 0,4 100 % 0% 0 % linear (5)
10 0,4 100 % 0% 0 % linear (5)
90 0,4 55% 45 % 0% konkav (7)
100 0,2 0% 100 % 0% linear (5)
105 0,2 0% 0% 100 % linear (5)
125 0,2 0% 0% 100 % linear (5)
130 0,4 100 % 0% 0% linear (5)
150 0,4 100 % 0% 0% linear (5)

7.2.13 EXQuest Spot Cutter

Fiir den EXQuest Spot Cutter sind die Gele in Wasser gequollen. Die Gele werden auf eine

Ausstanzfolie (Gel Cutting Sheets, Bio-Rad) iiberfiihrt, diese Folie wiederum liegt auf dem

Arbeitstisch des Spot Cutter. Uber das Programm PDQuest wird das Gerit gesteuert und die

Ziele konnen bestimmt werden. Der EXQuest Spot Cutter ist in diesem Falle mit einer Nadel

ausgestattet, die Gelstiicke von 1 mm produziert.

7.2.14 In-Gel-Behandlung von Glykoproteinen mit PNGase F aus SDS-PAGE-Gelen

Die zu untersuchenden Proteine werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem

Protokoll in Tabelle 7-9 bearbeitet.

Tabelle 7-9: In-Gel-Behandlung mit PNGase F aus SDS-PAGE-Gelen mit und ohne Trypsin

ohne mit
Trypsin | Trypsin
> Uberfiihrung der Gelstiicke mit dem EXQuest Spot Cutter in 0,2 mL
Reaktionsgefae (ein Gelstiick hat 1 mm Durchmesser) * *
» Entfarbung der Gelstiicke mit 25 mmol/L Phosphatpuffer;
QN = 50 %; pH = 8,0 * *
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Inkubation 10 min bei RT

Fliissigkeit abnehmen

Quellen der Gelstlicke mit 50 mmol/L Phosphatpufter; pH = 8,0
Inkubation 30 min bei 37 °C

Fliissigkeit abnehmen

Schrumpfung der Gelstiicke mit AcN

Inkubation 10 min bei RT

Fliissigkeit abnehmen

Trocknung der Gelstiicke bei 50 °C fiir 45 min

Abkiihlung der Gelstiicke

YV V.V V V V V V V V V

Zugabe von 4 uL Sequencing Grade Trypsin

(C(Phosphatpuffery = 25 mmol/L; Bogey = 1 g/L; B(rrypsin) = 50 ng/uL;
pH =8.,0)

Inkubation 45 min bei 4 °C

Y VY

Zugabe von 6 pL Inkubationspuffer

(C(Phosphatpufiery = 25 mmol/L; Bogpy = 1 g/L; pH = 8,0)
Inkubation {iber Nacht bei 37 °C oder 3 h bei 50 °C
Zugabe von 10 pLL AcN

Inkubation 20 min bei RT

Trocknung der Proben in der Vakuumzentrifuge

Zugabe von 5 puL. 0,2 U/uL PNGase F

YV V. V V V

(In C(phosphatpuffery = 25 mmol/L; Bogr) = 8 g/L; pH =7,1)
Zugabe von 5 puL. 0,2 U/uL PNGase F

A\

(In C(Phosphatpuffery = 25 mmol/L; Bogp) = 10 g/L; pH = 7,1)
Inkubation {iber Nacht bei 37 °C
Zugabe von 15 pL Wasser

Inkubation 1 h bei 50 °C

Uberstand abnehmen und sammeln
Zugabe von 20 uL AcN

Inkubation 10 min bei RT

Uberstand abnehmen und sammeln
Zugabe von 20 uL OGP (Bogr) =1 g/L)
Inkubation 1 h bei 50 °C

Uberstand abnehmen und sammeln

Zugabe von 20 pL. AcN

vV V V V V V VYV V V V V
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» Inkubation 10 min bei RT ° °
> Uberstand abnehmen und sammeln ° °
» Zugabe von 20 uL Wasser ° °
» Inkubation 1 h bei 50 °C ° °
> Uberstand abnehmen und sammeln ° °
» Zugabe von 20 uL AcN ° °
» Inkubation 10 min bei RT ° °
> Uberstand abnehmen und sammeln ° °
> Vereinigte Uberstiinde in der Vakuumzentrifuge trocknen ° °
» Reinigung tiber Grafit ° °

7.2.15 In-Gel-Behandlung von Glykoproteinen mit PNGase F aus 2D-Gelen

(automatisiert)

Nach der Auftrennung der Serumproteine im 2D-Gel werden die Proteinspots mit dem
Skalpell ausgeschnitten und wie in Tabelle 7-10 beschrieben bearbeitet. Bei Schritt 20, der
automatisierten Inkubation mit PNGase F, werden alle 3 h 45 min 15 pL. Wasser zugegeben.

Das Wasser wird dabei auf 37 °C vorgewérmt.

Tabelle 7-10: In-Gel-Behandlung mit PNGase F aus 2D-Gelen

1. Uberfiihrung der Gelstiicke in AcroPrep 96 Filterplatte mit 0,2 um GHP-Membran
Zugabe von 50 pL Wasser
Zerkleinerung der Gelstiicke mit einem Glasstab

Fliissigkeit absaugen

w»ok wN

Entfarbung der Gelstiicke mit 80 uL 25 mmol/L Phosphatpuffer; @ueny= 50 %;
pH = 8,0
Inkubation 10 min bei RT

6

7. Flissigkeit absaugen

8 Quellen der Gelstiicke mit 80 uL. 50 mmol/L Phosphatpuffer; pH = 8,0
9 Inkubation 30 min bei 37 °C

10. Fliissigkeit absaugen

11.  Wiederholung von Schritt 5 bis 10

12.  Schrumpfung der Gelstiicke mit 80 pL. AcN

13. Inkubation 10 min bei RT

14. Fliissigkeit absaugen

15. Trocknung der Gelstiicke bei 50 °C fiir 45 min
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16. Abkiihlung der Gelstiicke
17.  Zugabe von 35 uL 0,0571 U/uL PNGase F
(In C(phosphatpuffery = 25 mmol/L; Bogry =2 g/L; pH="7,1)
18. Inkubation 1 hbei 37 °C
19.  Zugabe von 35 uLL 5 mmol/L Phosphatpuffer; pH = 7,1; vorgewarmt auf 37 °C
20. Inkubation 16 h bei 37 °C
21. Zugabe von 70 uL. Wasser
22. Inkubation 1 h bei RT
23. Fliissigkeit absaugen und sammeln
24. Zugabe von 70 uL AcN
25. Inkubation 10 min bei RT
26. Fliissigkeit absaugen und sammeln
27. Zugabe von 40 uL AcN
28. Inkubation 10 min bei RT
29. Flissigkeit absaugen und sammeln
30. Zugabe von 40 pL AcN
31. Fliissigkeit absaugen und sammeln
32. Zugabe von 90 pL. Wasser
33. Inkubation 1 h bei 50 °C
34. Flissigkeit absaugen und sammeln
35.  Wiederholung von Schritt 23 bis 34
36. Zugabe von 40 uL AcN
37. Inkubation 10 min bei RT
38. Fliissigkeit absaugen und sammeln
39. Zweimal Wiederholung Schritt 36 bis 38
40. Vereinigte Filtrate in Vakuumzentrifuge trocknen

41. Reinigung liber Grafit
7.2.16 In-Gel-Behandlung von Proteinen mit Trypsin

Nach der Inkubation mit PNGase F konnen die Proteine zur Identifizierung mit Trypsin be-
handelt werden. Dazu werden die Gelstiicke mit 30 uL sequencing grade Trypsinlosung
(conm 4HCO3) = 10 mmol/L;  Brrypsing = 10 ng/pL) versetzt und 45 min bei 4 °C gequollen.
Danach werden 60 pL 10 mmol/L Ammoniumhydrogencarbonat dazu gegeben und 3 h bei
50 °C oder 37 °C iiber Nacht inkubiert. Zur Extraktion der Peptide werden 40 pL Wasser zu-

geben, 1 h bei 37 °C inkubiert und der Uberstand gesammelt. Die zweite Extraktion wird mit
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60 uL 1 % TFA und einer Inkubation von 1 h bei 37 °C durchgefiihrt. Der Uberstand wird
gesammelt. Die dritte Extraktion erfolgt mit 60 uLL AcN und einer Inkubation von 10 min bei
RT. Der Uberstand wird gesammelt. Die Extraktion drei wird wiederholt. Die Extrakte werden

vereinigt und in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

7.2.17 Permethylierung

Die Permethylierung wurde nach dem Protokoll von Wedepohl et al. (2010) durchgefiihrt.
7.2.18 MALDI-TOF/TOF-MS

Das verwendete Ultraflex III von Bruker ist ein Massenspektrometer, das die Matrix-
unterstiitzte ~ Laser-Desorption/lonisation ~ (MALDI,  Matrix-assisted  Laser  De-
sorption/lonization) als lonisationquelle nutzt. Als Analysator dient ein Flugzeitmassen-
spektrometer mit Ionenspiegel (reflectron TOF-MS, Time-of-flight mass spectrometer with
reflectron). Zur Fragmentierung von Molekiilen kann ein zweites TOF hinzugeschaltet
werden, das die gewiinschte Masse herausfiltert. Die Fragmentierung erfolgte mit oder ohne
dem Kollisionsgas Helium. Die verschiedenen Matrixpréparationen werden in den folgenden
Punkten besprochen. Das verwendete Ara wurde nach dem Protokoll von Peng Chen her-

gestellt (Chen et al. 1997).
7.2.18.1 N-Glykane mit Arabinosazon auf Ground Steel Target

Die Probe wird in Wasser geldst und von dieser werden 0,5 uL auf das Ground Steel Target
tibertragen. Dieser Tropfen wird mit 0,5 uL Ara (Bara) = 5 mg/mL; @Ethanoly = 80 %) versetzt

und vermischt. Als Standard zur Kalibrierung diente DH.
7.2.18.2 N-Glykane mit Arabinosazon auf 800er AnchorChip Target

Alle verwendeten Pipettenspitzen werden vor der Benutzung in Ethanol gespiilt. AnschlieBend
wird 1 pL Ara (Bar) = 0,5-1 mg/mL; @(&thanoly = 80 %) auf das 800er AnchorChip Target auf-
getragen und an der Luft getrocknet. Die Matrix wird mit 2 pL. Wasser gewaschen. Die Probe
wird in eiskaltem 80 % Ethanol gelost. 1 uL des Ethanol-Probengemisches wird auf die
Matrix gegeben und abermals an der Luft getrocknet. Eine zweite Mdoglichkeit ist, die Probe
in Wasser zu l6sen, von dieser wird 1 pL auf das 7arget mit der gewaschenen Matrix zu
geben, an der Luft getrocknen und anschlieend mit 1 uL 80 % Ethanol zu rekristallisieren.
Als Kalibrierungsstandard dient in beiden Féllen DH.
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7.2.18.3 Peptide mit super DHB auf Ground Steel Target

Die Probe wird in Wasser gelost. Es werden dann 0,5 pL auf das Ground Steel Target tiber-
tragen. Dieser Tropfen wird mit 0,5 pL super DHB (Bsuper puB) = 15 mg/mL; @acny= 50 %;
ocrra)= 0,1 %;) versetzt und vermischt. Als Standard zur Kalibrierung diente der Peptide

Calibration Standard von Bruker.
7.2.19 Eletrospray-lonisation Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die ESI-MS (Agilent 6210 ESI-TOF) wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Christian Hackenberger (FU Berlin) durchgefiihrt. Der Fluss wird auf 4 pul/min und die
Elektrosprayspannung auf 4.000 V eingestellt. Der Gasfluss liegt bei 15 psi (1 bar). Alle
anderen Parameter werden fiir eine maximale Signalstdrke fiir den positiven Modus [M+H]+

angepasst.
7.2.20 Peptide mapping

Fiir das peptide mapping werden die Peptide aus der Protein-In-Gel-Behandlung mit Trypsin
gewonnen und mit super DHB als Matrix im MALDI-TOF-MS vermessen. Das Spektrum
wird in das Programm BioTools iiberflihrt. BioTools verbindet sich iiber das Internet mit dem
Programm Mascot. Dieses vergleicht die Daten mit der gewéhlten ExPASy-Datenbank und
erstellt eine Wahrscheinlichkeitstabelle, um welche Proteine es sich handelt. Die Ergebnisse

dieser Suchlidufe werden in BioTools gespeichert.
7.2.21 Markierung der N-Glykane mit APTS

Die Probe wird mit 200-400 pmol Maltose als Mobilitidtsmarker versetzt und in der Vakuum-
zentrifuge getrocknet. Danach wird die Probe mit 3 pL Tetrahydrofuran + 15 % Essigsdure
(1+1); 0,5uL 1 mol/L Natriumcyanoborhydrid (in Tetrahydrofuran) und 0,5 uL. APTS
(Barrsy= 100 mg/mL, in 15 %iger Essigsdure) versetzt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

7.2.22 Reinigung der N-Glykane iiber Zellulose

Die Mini-Zellulosesdule wird genauso gefiillt wie die Grafitspitzen. Die fertig gepackte
Zellulosesdule wird sechsmal mit 50 uL. Wasser gewaschen und zweimal mit 50 pL AcN ent-
wissert. Die Zellulosesdule wird vor dem Gebrauch je dreimal mit 40 uLL Wasser und 40 uL
85 % AcN dquilibriert. Die getrockneten, mit APTS markierten N-Glykane werden in 40 pL

85 % AcN gelost und auf die Sdule gegeben. Die Zellulosesdule wird jeweils zweimal mit 30-
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40 uL 85 % AcN und 81 % AcN gewaschen. Eluiert wird die Probe mit Wasser. Am Ende
wird die Probe in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um mdgliche Verunreinigungen durch

die Zellulose auszuschlieBen, wird diese mit 20 pL Zellulase (25 ng/puL) in 12,5 mmol/L
Lithiumacetat (pH = 5,0) tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

7.2.23 Kapillarelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenz (CE-LIF)

Mittels CE konnen die APTS markierten N-Glykane nach Mobilitdt aufgetrennt werden. Die
Detektion erfolgt mittels laserinduzierter Fluoreszenz (LIF) bei einer Anregung von 488 nm
und einer Emission von 520 nm. Die Probe wird fiir die Messung in Wasser gelost. Als CE-
Puffer zur Auftrennung der N-Glykane wurde der Carbohydrate Separation Buffer von

Beckman Coulter verwendet. Der weitere Programmablauf ist in Tabelle 7-11 dargestellt.

Tabelle 7-11: Programmablauf zur Trennung von APTS markierten N-Glykanen

Programmschritt | Einstellungen Zeit
Spiilen 30,0 psi 2,0 min
Injektion 0,5 psi 4,0 sec
Pause / 0,2 min
Trennung 30,0 kV 20,0 min

7.2.24 Epimerisierung

Zur C2-Epimerisierung des GIcNAc am reduzierenden Ende werden zwei Methoden ein-
gesetzt. Zum einen werden die Glykane iiber Nacht in 50 mmol/L NaOH bei RT und zum
anderen in 25 % Ammoniak bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wird die Probe in der

Vakuumzentrifuge getrocknet, mit APTS markiert und tiber Zellulose gereinigt.

7.2.25 Synthese der Biotin-Thiol-Linker

Die Synthese der Biotin-Thiol-Linker wird mittels Festphasensynthese durchgefiihrt. Dazu
werden 250 mg eines Cysteamin-2-chlorotrityl-Harzes (Merck) in eine 8 mL Kunststoffsdule
aus Polypropylen mit einem Filter (Grace, #210208) iiberfiihrt. Diese Menge entspricht etwa
0,3 mmol Cysteamin-2-chlorotrityl. Bevor das Harz eingesetzt werden kann, wird es unter
Schiitteln 1 h in Dichlormethan gequollen und danach mit dreimal 4 mL Dimethylformamid
gewaschen. Fiir die Einfiihrung eines Spacers wurden 0,6 mmol Fmoc-Gly-OH (Merck) oder
0,6 mmol Fmoc-0O20c-OH ({2-[2-(Fmoc-amino)ethoxy]ethoxy}acetic acid) mit 0,6 mmol
HOBt und 0,6 mmol HBTU in 1,5 mL Dimethylformamid gelost. Das Gemisch wurde mit
204 pL Diisopropylethylamin versetzt und 2 min geschiittelt. Dabei bildet sich eine rotbraune
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klare Losung. Dieses Reaktionsgemisch wird auf das Harz gegeben und 1h bei RT ge-
schiittelt. Das Reaktionsgemisch wird mit dreimal 4 mL Dimethylformamid aus dem Harz
gewaschen. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde durch eine Behandlung von viermal 5 min mit
20 % Piperidin in Dimethylformamid entfernt. Das Harz wird danach nochmals mit dreimal
4 mL Dimethylformamid gewaschen. Im Falle des Biotin-GG-SH wird jetzt das zweite Glycin
angekniipft. Der letzte Abschnitt im Linker ist das Biotin. Fiir die Verkniipfungsreaktion
werden 0,6 mmol Biotin, 0,6 mmol HOBt und 0,6 mmol HBTU in 1 mL Dimethylsulfoxid
und 1 mL Dimethylformamid suspendiert. Nach der Zugabe von 204 uL
Diisopropylethylamin und 2 min schiitteln, wird das Reaktionsgemisch rotbraun und klar.
Diese Losung wird auf das Harz gegeben und 1 h bei RT geschiittelt. Nach der Inkubation
wird das Harz viermal mit 4 mL Dimethylformamid gewaschen und die Verkniipfungsreaktion
mit Biotin wiederholt. Zur Kontrolle der vollstindigen Reaktion werden einige Harzkiigel-
chen in ein Eppi tberfiihrt und mit jeweils einem Tropfen 10 % Diisopropylethylamin und
1 % 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure versetzt. Die zwei Reagenzien sind dafiir in Dimethyl-
formamid geldst. Nach 3 min blieb die Rotfirbung aus und zeigte somit, dass keine freien
Amine vorliegen. Das mit Dimethylformamid gespiilte Harz wird mit dreimal 4 mL Dichlor-
methan gewaschen. Der fertige Linker wird 1 h mit 1,5 mL 100 % TFA abgespalten. Da auf-
grund der Kiirze des Linkers eine Ausfillung mit eiskaltem Ether keinen Erfolg zeigte, wird
das TFA unter einem Stickstoffstrom entfernt. Der Riickstand wird mit 200 pL Wasser ver-
setzt und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Gelagert wird das Produkt unter Argon bei -

20 °C.

7.2.26 Herstellung des Fetuinstandards fiir die Biotin Markierung von O-Glykanstellen

Als Modelprotein wird FETUA aus FKS verwendet. Das FETUA wird mit dem ProteoPrep
Reduction and Alkylation Kit behandelt und iiber ein Amicon Ultra-0,5 mit einer Ausschluss-
grenze von 10 kDa gereinigt. Der Riickstand wird mit Wasser gewaschen und auf eine

Konzentration von 3 mg/mL eingestellt.

7.2.27 Biotinmarkierung von O-Glykanstellen

Fiir den Ansatz wird FETUA im intakten oder proteolytisch gespaltenen Zustand verwendet
und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zu der Probe werden entweder 50 uL konzentrierter
Ammoniak oder gesittigte Ba(OH),-Losung gegeben und 1h bei 45 °C bzw. 1 h bei RT
inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wird eine Spatelspitze des jeweiligen Biotin-Thiol-

Linkers zugegeben und eine weitere Stunde unter denselben Bedingungen inkubiert.
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7.2.28 Aufreinigung von Proteinen und Peptiden mit einem starken

Kationenaustauscher

Proben mit fliichtigen Reagenzien wie Ammoniak werden vor der Aufreinigung in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und wieder in 400 pL 0,1 % TFA gelost. Bei nicht fliichtigen
Reagenzien wird auf 400 uL mit Wasser verdiinnt und der pH-Wert mit TFA auf kleiner vier
eingestellt. Fiir die Aufreinigung wurden strong cation exchange (SCX) spin columns (Pierce)

gewdhlt und wie im Folgenden beschrieben verwendet.

Tabelle 7-12: Aufreinigung mit strong cation exchange spin columns (SCX)

1. 400 pL 0,1 % TFA; 2000 g; 5 min
Probe; 2000 g; 5 min (Durchfluss)
zweimal 400 pL 30 % Methanol + 0,1 % TFA (Waschen); 2000 g; 5 min
zweimal 400 uL 30% Methanol + 5 % NH; (Elution); 2000 g; 5 min
Fraktionen in Speedvac trocknen

Fraktionen in 50 uLL Wasser 16sen und wieder in Speedvac trocken

A e

Wiederholung von Schritt 6
7.2.29 Proteinspaltung mit Trypsin

Die Probe wird mit 50 bis 100 puL. 50 mmol/L. NH4HCO; gepuffert und im Verhéltnis 1:50
zum Proteingehalt mit sequencing grade Trypsin versetzt. Inkubiert wird bei 37 °C fiir

mindestens vier Stunden. AnschlieBend wird das Trypsin bei 95 °C fiir 5 min inhibiert.
7.2.30 Proteinspaltung mit peptidyl-Asp metalloendopeptidase (Asp-N)

Die Probe wird mit 50 bis 100 uL 50 mmol/L NH4HCO; gepuffert und im Verhiltnis 1:20
zum Proteingehalt mit sequencing grade Asp-N versetzt. Inkubiert wird bei 37 °C fiir
mindestens vier Stunden. AnschlieBend wird die Asp-N bei 95 °C fiir 5 min inhibiert.

7.2.31 Aufreinigung von biotinmarkierten Proteinen und Peptiden mit einer

Avidinséiule

Fiir die Aufreinigung wurde Monomeric Avidin-Agarose von Pierce verwendet. Von der Avidin
Agarose werden 2 mL (2,0-2,5 cm Sdulenhohe, Leersdule 2 mL Pierce) verwendet. Die Sdule
wird mit 5 mL PBS (¢phospantputtery = 0,1 mol/L; cnacry = 0,15 mol/L; pH = 7,0), 5 mL Elutions-
puffer (ciotiny = 2mmol/L in PBS), 5 mL Regenerationspuffer (c(iycin) = 0,1 mol/L; pH 2,8)
und 5 mL PBS vorbereitet. Die Probe wird in 1 mL PBS geldst und dann auf die Siule ge-
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geben. Nach 15 min Inkubation wird die Sdule mit 5 mL PBS gewaschen. Danach wird die
Probe mit 4 mL Elutionspuffer und/oder 4 mL Regenerationspuffer eluiert. Proteine werden
nach der Avidin-Aufreinigung iiber ein Amicon Ultra-0,5-Sdulchen mit einer Ausschluss-

grenze von 10 kDa und Peptide tiber eine C18-Sédule gereinigt.

Eine zweite Variante ist, die Avidinsdule mit 5 mL PBS vorzubereiten. Die Probe wird in
1 mL PBS geldst und dann auf die Sdule gegeben. Nach 15 min Inkubation wird die Siule mit
5mL PBS, 5 mL PBS+CHAPS (Bcuars)=10 g/L in PBS) und 5 mL Wasser gewaschen.
Eluiert wird die Probe mit 5 mL 50 % AcN+0,1 % TFA (Oda et al. 2001). Die Elutions-

fraktion wird in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

7.2.32 Aufreinigung von Peptiden mittels einer C18-Saule

Fiir die C18-Aufreinigung wurde 100 mg 1,5 mL reversed phase extract-clean Saule mit
Standard C18-Chromatographiematerial von Grace verwendet. Die Sdule wird mit 400 uL
AcN und dreimal 400 pL 80 % AcN + 0,1 % TFA &4quilibriert und mit dreimal 400 pL 0,1 %
TFA konditioniert. Die Probe wird mit TFA auf 0,1 % TFA angeséduert und auf die Siule ge-
geben. Eluiert wird mit 50 oder 80 % AcN + 0,1 % TFA. Anschlieend wird die Probe in der

Vakuumzentrifuge getrocknet.

7.2.33 Herstellung eines biotinylierten Fetuins iiber freie Amine

Fiir die Positivkontrolle wird FETUA aus FKS mit Sulfo-NHS-SS-Biotin nach Hersteller-
angaben der Firma Pierce markiert. Nach der Reaktion wird das FETUA iiber ein Amicon

Ultra-0,5-Séulchen mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa gereinigt.
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