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1 Einleitung

1

Einleitung

Kohlenhydrate nehmen unter den auf der Erde vorhandenen Naturstoffen — bezogen auf die

Masse mit schdtzungsweise 200 Milliarden Tonnen jahrlicher Synthese — den ersten Platz ein.

Allen Kohlenhydraten ist die im Vergleich zu ihrer Molekilgréfe auftretende Haufung funk-

tioneller Gruppen gemein, insbesondere der Hydroxylgruppen, wodurch sie sich von den drei

anderen Biomol ekl hauptklassen, den Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren unterscheiden.

Der Uberwiegende Antell der in der Natur vorkommenden Kohlenhydrate wird Uber den pho-

tosynthetischen Prozess aus Kohlenstoffdioxid und Wasser von grinen Pflanzen assimiliert.
Entsprechend der grofRen molekularen Variabilitét ist die Funktion dieser Substanzklasse sehr

breitgefachert. Drei Aspekte werden in biologischen Systemen durch Kohlenhydrate abgedeckt:

a)

b)

Der energetische Aspekt — Kohlenhydrate dienen neben Fetten als Hauptenergiespeicher
fUr Organismen. Schon zum Ende des 19. Jahrhunderts wurde mit Eduard Buchners Ent-
deckung der "zellfreien Garung” der Grundstein der Aufklérung des wohl mit am besten
untersuchten Abbauprozesses gelegt — der Glykolyse und dem sich weiter anschlief3en-
den anaeroben Abbau bei der Garung oder dem aeroben Abbau durch den Zitratzyklus
und die Atmungskette. Gleichzeitig fand die moderne Biochemie ihren Ursprung. Neben
der direkten Umwandlung von Glukose in Energie durch Garung und oxidative Phospho-
rylierung, kann Glukose als verzweigtes Homopolymer (ein Glucan) auch in Form von
Glykogen (in Tieren und Pilzen) oder Stéarke (in Pflanzen) gespeichert werden.

Das im Hinblick auf den strukturellen Aspekt bekannteste Kohlenhydrat ist das Glukan
Z€elulose, welches Stiitzfunktion und Formgebung in der Pflanzenzellwand leistet. Doch
auch in der Zellwand/Zellmembran von Mikroorganismen und Tieren erfiillen Kohlenhy-
drate strukturelle Aufgaben. Die Ausbildung des Ribose- bzw. 2”-Desoxyribosephosphat-
grundgerists in der RNA bzw. DNA gehdrt ebenfalls in die Kategorie Strukturbildung.
K ohlenhydrate geben auch durch kovalente Bindung an Lipide und Proteine ihren Trager-
molekllen eine charakteristische Struktur, die, insofern solche Glykokonjugate Bestand-
teil von Membranen sind, zu deren Beschaffenheit beitragen oder die Eigenschaft von
Makromolekilen grundlegend beeinflussen. Ein bekanntes Beispiel stellt das Chitin im
Panzer von Insekten und im Auf3enskelett von Arthropoden (Krustentieren) dar, in dem
ein Derivat der Glukose, das N-Azetylglukosamin, in kovalenter Bindung an ein Protein
die Charakteristik des Chitins gewéhrleistet. Proteoglykane (Glykoproteine mit Amino-
zucker- und Uronsaure-enthaltenden Glykanen) sind auch am Aufbau von z.B. Haut,
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Knorpel und Blutgeféen beteiligt. Auch die Struktur von Gelen und Muzinen (Schlei-
men) ist auf die Anwesenheit von Kohlenhydraten zurtickzufihren.
C) Der regulative (und jungste) Aspekt von Kohlenhydraten ist in allen biologischen Syste-
men von hdchster Bedeutung und bietet ein weites Forschungsfeld, dasin seiner Man-
nigfaltigkeit kaum zu tbertreffen ist. So hat man zum Beispiel erkannt, daf
= bestimmte K ohlenhydratstrukturen die Lebenszeit von Zellen und Proteinen
mitbestimmen,

= Zelladhasionsprozesse durch das Fehlen oder die Anwesenheit oder auch die
Modifikation bestimmter Zucker eingeleitet bzw. unterbunden werden,

= Befruchtungsvorgange erkannt werden,

= der Befall durch Bakterien und Viren verhindert, aber auch eingeleitet werden
kann.

Somit hat die Kohlenhydratforschung in vielerlei Hinsicht in Gebiete Einzug gehalten, die dieser

Substanzklasse uspriinglich vorenthalten waren und sie al's ein besonders wichtiges Gebiet in der

zukinftigen Biowissenschaft auswei sen.

1.1 Struktur und physikalische Eigenschaften von Sialinsauren

Auch die Salinsaureforschung als spezieller Teil der Kohlenhydratforschung befaldt sich mit
zumeist regulativen Aspekten. Salinsduren (Sia) gehdren zu der Gruppe multifunktioneller Ke-
tosen, die neben der Carbonyl- und den vier Hydroxygruppen noch eine Azetamido- und eine
Carboxylatfunktion im neun Kohlenstoffatome umfassenden Grundgerist enthalten. Die beiden
grundsétzlichen Vertreter dieser Saccharidfamilie, von denen sich fast samtliche der tber 40 na-
turlich vorkommenden Derivate ableiten lassen, sind die N-Azetylneuraminsdure (5-Azetamido-
3,5-dideoxy-D-glycero-D-gal akto-2-nonulosonsdure; NeuSAc) und das an der 5-N-Azetylgruppe
hydroxylierte Derivat, die N-Glykolylneuraminsaure (5-Hydroxyacetamido-3,5-dideoxy-D-gly-
cero-D-galakto-2-nonulosonsaure; NeuSGc). Alleine die Substitution der Hydroxylfunktionen
durch Laktyl-, Methyl-, Phosphat-, Sulfat-, vor alen Dingen aber durch Azetylgruppen a3t eine
enorme Variationsbreite entstehen, die durch das Vorkommen von Anhydro- und Dehydrover-
bindungen, sowie durch intermolekulare Laktonbildung noch weiter erganzt wird (TEKIEVA
und DIATLOVITSKAIA, 1993; NAKAMURA etal., 1998; TERABAYASHI und KAWA-
NISHI, 1998) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Haufig vorkommende natiirliche Derivate der Neuraminsdure.

@ Substitutionsmdglichkeiten durch Azetyl-, Glykolyl-, Laktyl-, Methyl, Phosphat-
und Sulfatgruppen (M 6gliche Substituenten sind farbig hervorgehoben).

(b Molekulstruktur von 4,8-Anhydro-Neu5Ac.
(c) Molekulstruktur von 2,7-Anhydro-Neu5Ac.

(d) Beispidl einer Laktonbildung anhand des intermolekularen 2,8 -L aktons einer termi-
nalen Disialoeinheit.
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Der in den frihen 1950er Jahren eingefihrte Name Salinsdure leitet sich vom griechischen
Wort "sialos" fur Speichel ab und verweist auf den hohen Gehalt von Sia im Muzin des Spei-
chels. Auch der Name Neuraminsaure (1941 erstmals durch Klenk eingefiihrt und erst 1957
durch Blix, Gottschalk und Klenk tbergreifend geprégt) legt den Ursprung der Namensgebung
im Nervengewebe, insbesondere im Gehirn nahe, aus dem Mitte der 1930er Jahre eine sialinsau-
rehaltige Glykolipidfraktion isoliert worden war, deren Bestandteile 1941 schliefdlich als Gan-
glioside bezeichnet wurden (FAILLARD, 1989).

Heute neigt man dazu, die 3-Desoxy-D-glycero-D-gal akto-non-2-ulosonséure (Kdn), die an-
stelle der Azetamidogruppe durch eine Hydroxylfunktion an C-5 substituiert ist, auch zu der Fa-
milie der Sia zu z&dhlen, da die Biochemie in beiden Fallen sehr dhnlich und die Konformation
die gleiche ist (NADANO et al., 1986; KANAMORI et al., 1990; KITAZUME etal., 1992;
SONG et al., 1991, SONG et al., 1993). Die allgemeinste Sia-Formel in verschiedenen Projek-
tionenist in Abbildung 3 zu sehen.

N-Azetylneuraminssure liegt natiirlicherweise in der Cs-Konformation vor und bildet dabei
in Losung zu mehr als 93 % das -Anomer, in kristallinem Zustand ist dies ausschliefdlich der
Fal. Glykosidische Neu5Ac-Bindungen werden mit der einzigen Ausnahme des Neu5Ac-Do-
nors CMP-Neu5Ac, welcher NeuSAc -glykosidisch gebunden enthdlt, nur a-glykosidisch aus-
gebildet. Durch die Carboxylfunktion mit einem pK, von etwa 2.6 sind Sia starke Sauren und
Uben damit einen starken Einfluld auf ihre molekulare Umgebung aus, was unter anderem zur
Autohydrolyse der eigenen glykosidischen Bindung fiihren kann. Die Glycerol seitenkette nimmt
in der ?Cs-Konformation eine quatoriale Position ein und ist aufgrund von Wasserstoffbriicken-
bindungen eher fixiert als frel beweglich, weshalb die Hydroxylgruppen an C-7 und C-8 trans-
sténdig vorliegen. Die Wasserstoffbriickenbindungen sind dabei einerseits zwischen dem Sauer-
stoffatom an C-7 und dem Wasserstoffatom der Azetamidbindung an C-5 und andererseits aus-
gehend vom Ringsauerstoffatom hin zum Wasserstoffatom der Hydroxylgruppe an C-8 ausge-
bildet (Abbildung 3).
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Abbildung 2: Projektionen der vier natiirlichen 5-substituierten (B)-D-Neuraminsauren.

(@) Fischer-Projektion.
(b) Haworth-Projektion.
(c) Reeves-Projektion (*Cs-Sessel-K onformation).

In der integrierten Tabelle sind die entsprechenden Derivate in ihrer abgekirzten Form be-
nannt.

Die Vielsaitigkeit der Sia setzt sich in ihrem glykosidischen Bindungsverhalten fort und er-
weitert somit nochmals das Spektrum des strukturellen Informationsgehalts betréchtlich. Wie
schon zuvor angegeben, bilden Sia (einzige Ausnahme in CMP-Sia) immer a2-glykosidische
Bindungen aus. Bei N-Glykanen handelt es sich dabei meistens um a2,3-/ a2,6-Bindungen zu
Galaktose oder N-Azetylgal aktosamin, um a2,6-Bindungen zu N-Azetylglukosamin oder a2,8-
Bindungen zu anderen Sia (VLIEGENTHART et al., 1983; SATO et al., 1998). In O-Glykanen
wird das jeweilige core-Oligosaccharid jeweills um eine Siainsaureeinheit erwei-
tert (SCHACHTER, 1992). Neben diesen allgemeinen, haufig auftretenden Bindungstypen gibt
es ene ganze Rehe anderer, wie NeubAc(02,4)Ga (TAKASAKI etal., 1979),
NeuSAC(02,4)GIcNAc ~ (SLOMIANY und SLOMIANY, 1978), NeuSAc(a2,9)NeuSAc
(FUKUDA et al., 1985), Neu5Gc(02,8)NeusGe (ROY und PON, 1990) oder NeusGc(a2,0-5)-
Neu5Gc (KITAZUME et al., 1994).

Meistens finden sich Sia a's Bestandteil komplexer Glykokonjugate terminal und damit am

nicht reduzierenden Ende der Glykane gebunden, doch das muf3 nicht immer so sein; in einigen
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bakteriellen Lipopolysaccharidstrukturen z.B. sind Sia in die Oligosaccharidkette integriert
(z.B. (WESSELSet al., 1991; KOGAN et al., 1995; GAMIAN et al., 1994).

Abbildung 3: Wasser stoffbr ticken im Neu5Ac-a-b-M ethylglykosid
(Nach Czarniezki und Thornton, 1976 in SCHAUER, 1982)

Die Wasserstoffbriicken sind durch rot gepunktete Linien dargestellt. Durch diese Bindungen
wird die Flexibilitdt der Glycerolseitenkette sehr stark eingeschrénkt. Die vicinaden Hy-
droxylgruppen an C-7 und C-8 sind somit transsténdig. Dies wirkt sich beispielsweise er-
schwerend bel der Periodsdureoxidation aus, falls die Hydroxylgruppe an C-9 azetyliert ist.

1.2 Vorkommen von Sialinsaur en

Das Vorkommen der Sia beschrankt sich auf das Tierreich und einige Mikroorganismen. Das
Pflanzenreich ist bisher als "sialinsaurefrei” zu bezeichnen. Innerhalb des Tierreichs ist eine
welitere Gliederung vorzunehmen, da evolutiondr im Zweig der Deuterostomiae (Zweiminder)
erst ab den Hemichordatae (Halb-Rlcksaitentieren) Sia nachzuweisen sind. So gilt es als gesi-
chert, dal3 der Tierstamm der Echinodermaten (Stachelhéuter) und der Vertebraten (Wirbeltiere)
durchgehend Sia exprimiert. Bisher wurde angenommen, Echinodermaten seien evolutionér die
ersten Tiere mit Sialinsaurestoffwechsel und galten daher als "Erfinder der Sialinsduren”. Neuere
Untersuchungen verweisen alerdings auf Sialinsdurevorkommen in Insekten (ROTH etal.,
1992; KARATALI etal., 1997; KARATALI etal., 1999), die dem Stammbaumzweig der
Protostomier (Urmundtiere) zugehdrig sind. Da die Expression von Sia in diesen Insekten
alerdings nur in bestimmten Entwicklungsabschnitten des Larvenstadiums anzutreffen ist, ist es
leicht mdglich, dald ihr Vorkommen bei den bisherigen Analysen tbersehen wurde.

Auch einige Mikroorganismen wie Viren, Bakterien und Protozoen, von denen viele pathogen
sind, haben glykosidisch gebundene Sia zu bieten. Neben einigen Bakterien, die Uber einfache
Stoffwechselprozesse NeuSAc selbstéandig synthetisieren konnen (VANN et al., 1997), ent-
wickelte die Mehrzahl der Mikroorganismen Wege, sich Wirtssialinsduren zunutze zu machen.
Ein aktuelles Beispiel ist der Protozoe Trypanosoma brucei, welcher durch eine fir einige Try-
panosomen einzigartige Transsialidasereaktion Wirtssialinsauren auf eigene Glykoproteine zu
Ubertragen vermag (ENGSTLER et al., 1997). Die Bedeutung der Sialylierung solcher oftmals
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pathogenen Mikroorganismen liegt im Entkommen der korpereigenen Abwehr des Wirts durch
"Tarnung" mittels wirtseigener Strukturen oder aber im Zugang zum Wirt durch siainsaure-

spezifische Erkennungsprozesse.

1.3 Biologische Bedeutung von Sialinsauren

131 Aufgrund physiko-chemischer Eigenschaften

Wie einleitend berichtet, zeichnen sich Sia durch eine hohe Strukturvielfalt sowohl des Mo-
nomers as auch der Oligomere aus. Dies und die Tatsache, dal3 Sia in Glykanen fast aus-
schliefdlich terminal lokalisiert und zelluldre Glykanstrukturen auf der extrazellularen Seite der
Zellmembran in der sogenannten Glykocalyx zu finden sind, gibt den Ausschlag fir die Rele-
vanz der Sia als Strukturbildner und Informationsspeicher.

Die saure Eigenschaft von Sia (pKa = 2.6) ist verknupft mit der Fahigkeit, Kationen aller Art
zu binden und damit auch zu transportieren. Dies bietet die Mdglichkeit, den Transport pharma-
kologisch wirksamer Substanzen in die Zelle zu erleichtern. Das kationische Bindungsvermoégen
ist aufderdem wichtig fur die rheologischen Eigenschaften der zumeist hochsialylierten Muzine.
Doch auch die unter physiologischen Bedingungen negative Ladung selbst ist der Grund fir den
antiadhasiven Effekt von beispielsweise Erythrozyten untereinander (die ansonsten aggregieren)
(SCHAUER, 1982) oder die raumliche Anordnung der Glykanketten von Glykokonjugaten auf
der Zelloberflache und glykosylierten Proteinen (VARKI, 1993). Tatséchlich kénnen Proteine
dadurch auch teillweise vor proteolytischem Verdau bewahrt werden (FAILLARD und
SCHAUER, 1972), und es kann sich die Thermostabilitét und Ldslichkeit von Glykokonjugaten
in Korperflissigkeiten erhdhen (VARKI, 1993). In diesem Zusammenhang sollte darauf hin-
gewiesen werden, dal3 auch anderen Kohlenhydraten diese Eigenschaft zufallen kann, sofern sie

sulfatiert oder carboxyliert sind.

132 Aufgrund der Strukturinformation

Erstrangig ist der aul3ergewdhnlich hohe Informationsgehalt sialinsduretragender Glykane und
Glykokonjugate. Hierbei erfillen Sia zwel allgemeinguiltige Eigenschaften: Sie dienen selbst as
Epitope bel der Ligandenerkennung durch Rezeptoren, und sie kénnen auch die Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkung durch Maskierung der subterminalen Strukturen stéren.

Die fur Menschen wichtigste Gruppe sialinsdureerkennender Rezeptoren stellen die Selektine
dar, eine Familie der Zelladhasionsmolekile. Sie spielen eine zentrale Rolle bel der Leukozyten-
rekrutierung in Entziindungsprozessen oder Immunreaktionen und bestehen aus drei Mitgliedern,
den L-, E- und P-Selektinen, jewells benannt nach ihrem Vorkommen auf Lympho-
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zyten/Leukozyten, Endothel- und Platelet (Blutpl&ttchen)-Zellen. Neben Gemeinsamkeiten in der
Struktur haben diese Transmembranproteine auch gemeinsame Funktionen. Es ist ihre Aufgabe,
vor der Infiltration der Leukozyten aus dem Blutgeféal in das umliegende Gewebe, diese aus dem
Blutstrom zum Abbremsen und zum ersten adh&siven Kontakt mit den Endothelzellen zu brin-
gen (Leukozyten-Rollen), bis hochaffine, irreversible Protein-Protein-Wechselwirkungen zwi-
schen Leukozyten-gebundenen Integrinen und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) eine
feste Bindung forcieren (LASKY, 1995). Wéhrend L-Selektin auf spezialisierten Leukozyten ex-
primiert ist, werden P- und E-Selektin auf der extrazelluléren, der Geféldinnenwand zugewandten
Seite der Endothel zellen freigesetzt, bzw. de novo exprimiert.

Auch beim "homing" der Lymphozyten zu den Lymphknoten spielen sich dhnliche Prozesse
ab. Die entscheidenden Epitope, welche durch die Selektine erkannt werden, leiten sich allesamt
vom Sialyl-Lewis"- oder dem dazu isomeren Sialyl-Lewis™Tetrasaccharid ab.

Das Sialyl-Lewis'-Tetrasaccharid spielt dartiber hinaus auch bei einigen malignen Ereignissen
und Metastasierungen eine Rolle, auf3erdem wird diesem bei der Abstof3ung transplantierten
Gewebes Bedeutung zugemessen (RUCK-BRAUN, 1998).

Es gibt aber auch andere sialinsaureabhéngige Adhasionsmolekiile, wie die der Immunoglo-
bulin-Superfamilie zugehtrigen Siglecs (Sialinsaure-bindende Immunoglobulin-ahnliche Lek-
tine), die im Gegensatz zu den Selektinen eine hohe strukturelle Spezifitéat und Affinitéat gegen-
Uber verschiedenen sialylierten Glykanepitopen besitzen (KELM et al., 1994a; KELM et al.,
1996; POWELL et al., 1993; SJIOBERG et al., 1994). Das zuerst entdeckte Siglec Sialoadh&-
sin (Sn) vermittelt die Wechselwirkung spezifischer Makrophagen mit myeloiden Zellen. Inter-
essanterweise ist das Protein selbst sialyliert, wobel der Sialylierungsgrad die Effektivitét der
Zelladhasion beeinfludt (BARNES et al., 1999). Andere Vertreter dieser Gruppe sind das sehr
gut untersuchte B-Zellen-Adhasionsmolekil CD22 und der kleinste Vertreter, das CD33, wel-
ches als wichtiger Marker in der Diagnose der akuten myeloiden Leukémie dient (KELM et al.,
1998), sowie das Myelin-assoziierte Glykoprotein MAG. Letzteres kommt ausnahmslos auf Oli-
godendrozyten und Schwann’schen Zellen vor und beeinfluldt héchstwahrscheinlich sowohl die
Myelinierung, die axonale Wachstumsregulation, als auch die Signaltbertragung (STRENGE
et al., 1998).

Zahlreiche pathogene und nicht-pathogene Mikroorganismen machen sich Kohlenhy-
dratstrukturen auf Zelloberflachen ihres Wirts zunutze, um daran zu binden und anschlief3end
einzudringen. Darunter sind viele Mikroorganismen fir ihre Sialinsaure-spezifische Erkennung
bekannt. Konkrete Beispiele sind Myxoviren, wobel hier kurz die Orthomyxoviren Influenza A,

B und C exemplarisch vorgestellt werden sollen. Die Entdeckung, dal3 diese Viren Erythrozyten
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binden und agglutinieren, wurde bereits 1941 erstmalig beschrieben (HIRST, 1941,
MCCLELLAND und HARE, 1941). Jedoch erst Anfang der 1980er Jahre wurde die Bindungs-
spezifitdt fir Sia erkannt (ROGERS und PAULSON, 1983; HIGA et al., 1985; ROGERS et al.,
1985). Alle Myxoviren exprimieren drei Enzyme auf ihrer Oberflache: Das Hamagglutinin, wel-
ches an die Wirtszellenoberflachenglykane bindet, das die Rezeptordeterminante abl6sende Re-
zeptor-zerstorende Enzym (RDE) und das Fusionsprotein, um die Virusmembran mit der der
Wirtszelle zu verschmelzen. Fur Influenza A und B-Viren stellen Fusionsprotein und Ham-
agglutinin ein Molekdl dar (HA-Protein), wahrend das RDE, eine Neuraminidase (N-Protein),
ein eigenes Protein bildet. Bel Influenza C-Viren findet man ale drei Enzymaktivitéten auf el-
nem Protein (HEF-Protein). Im Unterschied zu den erstgenannten Vertretern ist die Bindungs-
spezifitdt fur Influenza C-Viren nicht auf terminale NeuSAc, sondern auf terminale Neu5,9Ac;
beschrénkt, die auch in der menschlichen Nasenschleimhaut vorkommt und gerne als analyti-
sches Mittel zur Erkennung Sialat-9-O-azetylierter Sialoside eingesetzt wird (ZIMMER et al.,
1994; HARMS et al., 1996; HUBL et al., 2000). Ein Coronavirus mit der ersten viralen Sialat-4-
O-Azetylesteraseaktivitat wurde kirzlich beschrieben (REGL et al., 1999). Neben viraler Erken-
nung sind vor allen Dingen viele bakterielle, sialinsdurevermittelte Erkennungsprozesse bekannt
geworden, die notwendig sind, um den Wirtsorganismus erfolgreich zu infizieren und dort weiter
zu proliferieren. So geben einige siainsaurebindende Escherichia coli-Stdmme Anlal3 zu
Krankheiten wie Diarrhoe und Meningitis. Bestimmte Streptokokkenstémme sind die ersten
Bakterien, die sich siainsdurevermittelt auf frischgeputzten Zahnen niederlassen, und einige
Stdmme des mit Gastritis und Magenkrebs in Zusammenhang gebrachten Bakteriums Helico-
bacter pylori kolonialisieren das unter der Muzinschicht liegende Epithel des Magentraktes.
Dabel wird die Kolonialisierung dieser Stdmme durch a2,3-gebundene Sia vermittelt (HIRMO
et al., 1996).

Im Folgenden werden Beispiele fur die Maskierung der subterminalen Struktur angefihrt.
Viele der bekannten Glykokonjugatrezeptoren sind Galaktose-spezifisch und die in den Glyka-
nen terminal gebundene Galaktose ist oftmals durch Sia maskiert. Das in dieser Hinsicht be-
kannteste Beispiel und gleichzeitig erste durchcharakterisierte Tierlektin ist der gal aktosespezifi-
sche Asiaoglykoproteinrezeptor der Hepatozyten (ASHWELL und MORELL, 1974). Nur voll
siaylierte Proteine werden von diesem Rezeptor nicht gebunden und verbleiben im Blutkreis-
lauf. Je mehr Sialylgruppen durch Sialidasen entfernt werden, umso wahrscheinlicher ist die Er-
kennung der freigelegten Galaktoseeinheiten durch den Rezeptor und damit die Endozytose von
Proteinen oder Zellen. Auch die 120-tégige Lebenszeit von Erythrozyten wird auf diese Weise
mitkontrolliert (JANCIK und SCHAUER, 1974; JANCIK et al., 1975; JANCIK et al., 1978).
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Auf unangenehme Weise hat sich der Hepatitis B-Virus diesen Mechanismus zu Nutze gemacht,
um seinen Wirt zu infizieren (TREICHEL et al., 1994). Andererseits zeigte ein durch Mutation
siaylierter Sreptokokken-Stamm eine hohe Resistenz gegen Phagozytose und dadurch eine er-
héhte Virulenz (WIBAWAN und LAMMLER, 1991; WIBAWAN und LAMMLER, 1991).
Welitere Rezeptoren dieser Art sind Kupffer-Zellen (Leber-Makrophagen) (KOLB-BACHOFEN
etal., 1982, KOLB-BACHOFEN et al., 1983), und der Kontaktinhibin-Rezeptor, der das einla-
gige Wachstum von in Kultur gehaltenen Fibroblasten gewahrleistet (GRADL et al., 1995).

1.4 O-Azetylierte Sialinsauren

Innerhalb der Sialinsaureforschung wird dem Gebiet der Sialat-O-Azetylierung seit einiger
Zeit grof3e Bedeutung zugemessen, da erkannt worden ist, dal3 diese Art der Modifizierung in
vielen biologischen und pathophysiol ogischen Prozessen mitwirkt.

Ubersichtshalber wird eine Einteilung in Glycerolseitenketten-O-azetylierte Sia und Ring-O-
azetylierte oder 4-O-azetylierte Sia getroffen. Da die Glycerolseitenkette drel alkoholische
Funktionen tragt, ist das in der Natur vorkommende Muster dieser O-Azetylierung entsprechend
komplex. Dartiberhinaus kommen beide Arten der O-Azetylierung in einem Molekdl vor. Die fir
Kohlenhydrate oftmals beobachtete Regel der Migration von O-Azetylgruppen "down the chain”
trifft auch fur Sia zu, da sich Mono-7- oder 8-O-azetylierte Sia— insbesondere in saurem oder
schwach alkalischem Milieu— schnell in die 9-O-azetylierte Species verwandeln. An der
Existenz einer reinen Mono-8-O-azetylierten Sialinsaure werden Zweifel gehegt, da es dafir
bisher keine direkten analytischen Nachweis gibt. Eine O-Azetylgruppe an C-4 gibt aufgrund der
molekularen Umgebung keinen Anlald zur Migration (KAMERLING et al., 1987).

141 Vorkommen und Bedeutung der Sialat-Seitenketten-O-Azetylierung

Sialat-Seitenketten-O-Azetylierung ist sehr weit verbreitet und wird in den einzelnen Orga-
nismen gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert. So findet man im Muzin des menschli-
chen Colons einen hohen Gehalt aller Seitenkettenvarianten, der allerdings wahrend der Kanze-
rogenese zurtickgeht (MANN et al., 1997). Ebenfalls sind Méuse, Ratten, Hihner und Kanin-
chen bekannte Vertreter fir die Expression seitenketten-O-azetylierter Sia (SHI et al., 1996);
(BUTOR et al., 1993b; HERRLER et al., 1987; KLEIN und ROUSSEL, 1998). Selbst einige
E.coli-Stémme bauen Neu5,9Ac, oder Neu5,7,9Ac; in die Kapsel oder das O-Antigen des LPS
ein (DMITRIEV et al., 1977, GAMIAN et al., 1992). Die bisher in Bezug auf Quantitét, aber
auch Viefat reichhaltigste Quelle solcher Sia bietet das Unterkieferspeicheldriisenmuzin vom
Rind (REUTER et al., 1983).
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Die Bedeutung der Seitenketten-O-Azetylierung von Sia wird seit langerem erforscht. Dem-
entsprechend liegen auch viele Ergebnisse vor, die allgemein as Einflu® der Sialat-O-Azetylie-
rung beschrieben werden. Da diese Sialinsduremodifikation ebenfalls auf der extrazelluldren
Matrix bzw. sezernierten Glykokonjugaten exprimiert wird, war ein Einflufd auf Zell-Zell-Wech-
selwirkungen zu erwarten. So wurde Neu5,9Ac; as onto- und onkogenes Antigen mehrfach be-
schrieben (VARKI, 1992), Neu5,9Ac,-GD3 auf neuroektodermalen Zellen as Differenzie-
rungsantigen ein entwicklungsregulierender Einfluf3 zugeschrieben (MURRAY et al., 1986) und
die Neu5,9Ac,-GD3-Expression invitro mit Phasen der Zell-Migration, axonalem Wachstum
und Aushildung zentraler, retinaler Verknipfungen korreliert (ARAUJO etal., 1997,
CONSTANTINE-PATON et al., 1986). Wurde in transgenen Mausen die natrliche 9-O-Azety-
lierung durch eine kiinstlich exprimierte Sialat-9-O-Azetylesterase in vivo entfernt, so blieb die
Entwicklung befruchteter Eizellen im Zwei-Zell-Stadium stehen; entsprechende Induktion der
De-O-azetylierung fuhrte in Retina und Nebennierendrise zu Abnormalitéen (VARKI et al.,
1991). Die 9-O-Azetylierung auf Mauseerythrocyten verhinderte das Anbinden des Kontroll-
proteins Faktor H im Komplementsystem und leitete somit eine Lyse der Erythrozyten durch den
damit induzierten alternativen Weg ein (SHI et al., 1996). Neu5,7Ac,-GD3 dient as Zielepitop
auf T-Zellen und induziert in der Folge eine intensivere Proliferation (KNIEP et al., 1995). Nicht
zuletzt wird die Anbindung von Influenza A- und B-Viren durch das Hamagglutinin blockiert,
ein Beispiel fur die nicht-immunogene Abwehr durch das Muzin des Respirationstraktes
(SUZUKI, 1990). Andererseitsist gerade das Sial at-9-O-azetylierte Muzin der Nasenschleimhaut
Angriffspunkt und Bindungspartner des Hamagglutinins von Influenza C-Viren. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dal eine 9-O-Azetylierung der Sialinsduren auf den Erythrozyten der
Maus die Bindung von Plasmodium falciparum, dem Erreger der Malaria tropica, verhindert
(KLOTZ et al., 1992).

Auch die Aktivitét vieler Sialidasen und N-A zetylneuraminat-Pyruvat-Lyasen wird durch die
O-Azetylierung der Seitenkette besser unterbunden, je hoher der Azetylierungsgrad ist
(CORFIELD et al., 1986). Die Bindung von Lektinen wird im Falle der Selektine CD22 und Sn
durch Neu5,9A c-Strukturen ebenfalls unterbunden (KELM et al., 1994b).

142 Vorkommen und Bedeutung der Sialat-4-O-Azetylierung

4-O-Azetylierte Siasind von der Forschung bisher wenig beachtet worden. Ein Grund mag ihr
fehlendes Vorkommen bei uns Menschen sein. Entsprechend gering ist die Anzahl publizierter
Ergebnisse. Da aber die Sialinsduranalytik in den letzten Jahren einfacher und wesentlich sensi-
tiver geworden ist, stieg parallel die Anzahl der neuentdeckten 4-O-Ac-Sia-tragenden Species.
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Bis jetzt ist die Siaat-4-O-Azetylierung in einem japanischen Weil¥fisch (INOUE et al., 1989),
im Gift einer siidamerikanischen Viper (LOCHNIT und GEYER, 1995), dem australischem Mo-
notrem Echidna (KAMERLING et al., 1982), im Pferd und Esel (SCHAUER et al., 1997) und
neben dem Meerschweinchen (HANAOKA etal., 1989) noch in Kaninchen (KLEIN und
ROUSSEL, 1998) gefunden worden. Andere Annahmen, Neu4,5Ac, wdaren in Maus
(ACCILI etal., 1996; MENGHI etal., 1996; MENGHI etal., 1998) und Insektenlarven
(KARATALI etal., 1999) bzw. NeudAc5Gc in Colonkarzinoma des Menschen (HIGASHI
etal., 1985; MIYOSHI et al., 1986) enthalten, haben sich bisher nicht oder nicht eindeutig be-
stétigen lassen.

Im Vergleich zum seitenkettenmodifizierten Saccharid ist die Funktion 4-O-azetylierter Sia
wenig erforscht. Der wohl bekannteste Effekt solcher Modifikation ist ihre Schutzfunktion ge-
genuber katabolischen Enzymen, wie Sialidasen und N-Azetylneuraminat-Pyruvat-Lyasen
(CORFIELD et al., 1986; SMITH et al., 1999). Untersuchungen von a,-Makroglobulinen, die in
ihrem Sialinsduregehalt sowohl 4-O-azetyliert, as auch 4-OH-frei waren, zeigten keinerlei
Auswirkungen der 4-O-Azetylierung auf die untersuchte inhibitorische Wirkung gegentiber 1n-
fluenza-Viren. Stattdessen scheinen die terminal o2,6-gebundenen Neud,5Ac,—Molekile das
Protein eher gegen den enzymatischen Abbau selbst zu schitzen (PRITCHETT und PAULSON,
1989). Dartiberhinaus gibt es keine Beweise dafur, dal3 Neud,5Ac; as Ligand fur endogene Re-
zeptoren dienen konnte, wie dies fur die 9-O-azetylierte Verbindung berichtet wurde (VARKI,
1997). Allerdings konnte die Entdeckung der ersten virden Siaat-4-O-Azetylesterase in Maus-
Hepatitisviren (MHV), die ausschliefdlich junge Mause Uber ihr Gehirn infizieren, einen Hinwels
in diese Richtung geben (REGL et al., 1999). Obwohl in augewachsenen Mausen bisher nicht
eindeutig eine 4-O-Azetylierung nachgewiesen werden konnte, wére eine altersabhangige Ex-
pression moglich.

Eine Ubersicht tiber diein der Natur gefundenen O-Azetylderivate von Sia gibt Tabelle 1.

Zu Tabelle 1 auf der folgenden Seite:

 In einer von Schauer 1979 (SCHAUER, 1979) vorgeschlagenen und allgemein akzeptierten Nomenklatur werden
dem als Neu abgekirzten Neuraminsdurekern die Substituenten in (i) alphabetischer und (ii) numerisch aufstei-
gender Position angefligt. Die im Molekil von den Substituenten eingenommene Position wird der Substituen-
tenabkiirzung vorangestellt. Mehrfach auftretende Substituenten werden nur einmal genannt und der Mehrfach-
substitution durch eine entsprechende I ndexnotierung an der Substituentenabkiirzung Rechnung getragen.

Literaturreferenzen auf diesich in Tabelle 1 beispielhaft bezogen wird:

[1]  (KAMERLINGetal.,1982) [6] (REUTEREetal., 1983) [11]  (MANZI et al., 1990)
[2]  (HANAOKA etal., 1989) [71  (KOGAN etal., 1992) [12]  (IWASAKI etal., 1990)
[3]  (INOUE et al., 1989) [8]  (GAMIAN etal., 1992) [13]  (KLUGE et al., 1992)

[4  (LOCHNIT und GEYER, 1995) [9]  (BERGWERFFetal., 1992)
[5] (KAMERLINGetal., 1987)  [10]  (SHUKLA etal., 1987)
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Tabellel: Ubersicht Giber die natiirlich vorkommenden O-azetylierten Sialinsiuren. Literaturbeispiele sind in eckigen Klammern
angegeben und werden in der Legende erklart.

|O-AzetyI-Sialins%1ure | Abkiirzung* |Beispielspezies
5-N-Azetyl-4-O-azetyl neuraminsiure Neud,5Ac; Huftiere, Monotrem [1], Meerschweinchen [2], Weil¥fisch [3], Viper [4].
5-N-Azetyl-7-O-azetyl neuraminsiure Neu5,7Ac, weitverbreitet, auch in Bakterien. [5]
5-N-Azetyl-8-O-azetyl neuraminséure Neu5,8Ac, Rind, auch in Bakterien. [5, 6]
5-N-Azetyl-9-O-azetyl neuraminsiure Neu5,9Ac, Mensch, weitverbreitet, auch in Bakterien. [5]
5-N-Azetyl-4,9-di-O-azetylneuraminsdure Neud,9Ac, Pferd [1]

5-N-Azetyl-7,9-di-O-azetyl neuraminsdure Neu5,7,9Ac3 Rind [6], auch in Bakterien. [7, 8]
5-N-Azetyl-8,9-di-O-azetylneuraminsdure Neu5,8,9Ac3 Rind [6]
5-N-Azetyl-7,8,9-tri-O-azetylneuraminsdure Neu5,7,8,9A¢, Rind [6]
5-N-Azetyl-4-O-azetyl-9-O-lactyl neuraminsaure Neud,5Ac9Lt Pferd [1]
5-N-Azetyl-9-O-azetyl-8-O-methylneuraminsaure Neu5,9Ac,8Me | Seestern [9]
5-N-Azetyl-9-O-azetyl-2-deoxy-2,3-didehydroneuraminséure Neu2en5,9Ac, In Urin und Gewebe von Tieren. [10]
4-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsdure NeudAc5Gc Huftiere [1]
7-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsdure Neu7Ac5Gc weitverbreitet in htheren Tieren [6]
8-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsiure Neu8Ac5Gc Rind [6]
9-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsdure Neu9Ac5Gc weitverbreitet in htheren Tieren [6]
7,9-di-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsaure Neu7,9Ac,5Gc Rind [6]
8,9-di-O-Azetyl-5-N-glykolyl neuraminsaure Neu8,9Ac,5Gc Rind [6]
7,8,9-di-O-Azetyl-5-N-glykolylneuraminsdure Neu7,8,9Ac:5Ge | Rind [6]
9-O-Azetyl-5-N-glykolyl-8-O-methyl neuraminsaure Neu9Ac5Gc8Me | Seestern [9]
7,9-di-O-Azetyl-5-N-glykolyl-8-O-methylneuraminsdure Neu7,9Ac,5Gc8Me | Seestern [11]
9-0O-azetyl-2-deoxy-2,3-didehydro-5-N-glykolyl neuraminsaure Neu2en9Ac5Gc | In Urin von Tieren. [10]
9-O-Azetyl-2-keto-3-deoxynononsiure Kdn9Ac Fisch [12]
N-(O-Azetyl)-glykolyl-neuraminsaure Neu5GcAc Thrombocyten von Ratten [13]
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1.5 Sialinsaur emetabolismus

Das Ereignis der Sialat-O-Azetylierung schliefdt sich als einer der letzten Schritte in der Syn-
these von Sialosiden an, die im Zytosol mit der Synthese freier NeuSA ¢ aus Glukose-6-P in einer
neun Schritte umfassenden Enzymreaktion beginnt. Das Schllsselenzym der Regulation ist hier
die UDP-N-Azetylglukosamin-2"-epimerase (HORSTKORTE et al., 1999). In der entscheiden-
den achten der neun Enzymreaktionen wird NeuSAc-9-P aus Phosphoenol pyruvat (PEP) und N-
Azetylmannosamin-6-P gebildet, welches dann abschlieffend de-phosphoryliert wird. Kdn-9-P
entsteht in der gleichen Reaktion aus PEP und Mannosamin-6-P.

Die Aktivierung der frelen NeuSAc zum Zuckernukloetid CMP-NeuSAc geschieht abwei-
chend von anderen bekannten Nukleotidzuckerbiosynthesen im Nukleus. Uber das Zytosol, wo
CMP-Neu5Ac durch die Monooxygenase CMP-Neu5A c-Hydroxylase zu CMP-Neu5Gc modifi-
ziert werden kann, tritt das Zuckernukleotid tGber einen Antiporter in den Golgi-Apparat ein, wo
durch akzeptor- und bindungsspezifische Sialyltransferasen die Sialinséure auf die verschiedenen
Glykane der Glykokonjugate Ubertragen wird. Erst jetzt werden die a-glykosidisch gebundenen
Sia 8-O-methyliert oder O-azetyliert. Die Schritte anderer Modifikationen wie Laktylierung,
Sulfatierung oder Phosphorylierung konnten bisher nicht geklart werden.

9 - OAE 7(9) - OAT 4 - OAT 4 - OAE
Abbildung 4: Enzyme des Sialat-O-Azetylmetabolismus.
OAT = Sialat-O-azetyltransferasen (EC 2.3.1.44/45).
OAE = Sialat-O-azetylesterasen (EC 3.1.1.53).

Die Regioselektivitét der Reaktionen ist durch die jeweils vorangestellte Zahl gegeben. Diein
Klammern gesetzte 9 impliziert die Diskussion Uber eine chemische bzw. enzymatische Mi-
gration der O-Azetylgruppe von C-7 zu C-9.

Mogliche Substituenten fir Rest R sind unter Abbildung 2 zu finden. Rest R” ist meistens Gal,
GalNAc, GIcNAc oder Sia (vgl. dazu auch 1.1).

Grundsétzlich werden fur die O-Azetylierung von Siazwel Enzyme postuliert, die Sialat-9-O-
Azetyltransferase und die Siaat-4-O-Azetyltransferase (Abbildung 4 in Rot dargestellt). Von
beiden Enzymen konnte die membrangebundene Lokalisierung im Golgi-Apparat nachgewiesen
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werden (DIAZ etal., 1989; IWERSEN etal.,1998; VANDAMME-FELDHAUS und
SCHAUER, 1998). Ein cytosolisches Enzym in der Submandibulardriise des Rindes wird dis-
kutiert (SCHAUER et al., 1988b).

Wahrend die Sialat-4-O-Azetylierung kein Problem beziiglich der Regioselektivitét darstellt,
verhdlt es sich bei der Sialat7(9)-O-Azetyltransferasereaktion anders, denn es tritt die grundsétz-
liche Frage auf, wie die unterschiedlichen O-Azetylierungsmuster der Glycerolseitenkette zu-
stande kommen. Drei Moglichkeiten sind hier zu diskutieren:

1. Esgibt mehrere regioselektiv agierende Sialat-O-azetyltransferasen.
2. Esgibt nur ein Enzym, das die Glycerol seitenkette regiosel ektiv an 7-OH O-azetyliert und
der weitere O-Azetylierungsprozef3 durch
a) chemischinduzierte Migration der O-Azetylgruppe zum Kettenende mit anschlief3ender
Neo-O-Azetylierung der freigewordenen 7-OH-Position, oder
b) enzymatisch induzierte Migration der O-Azetylgruppe zu einer der zwei freien OH-
Gruppen mit folgender Neo-O-Azetylierung der freigewordenen 7-OH-Gruppe statt-
findet.

An dieser Stelle mul? vorweggenommen werden, dal3 noch keine eindeutigen Ergebnisse fir
die Beantwortung dieser Frage existieren. Dennoch gibt es beziglich der Migration Hinweise in
beide Richtungen, die die chemische Migration unter geeigneten Bedingungen (KAMERLING
et al., 1987, SCHAUER et al., 2000), im Falle der mikrosomalen Siaat-7(9)-O-Azetyltransferase
aber auch die enzymatische Migration (VANDAMME-FELDHAUS und SCHAUER, 1998) un-
termauern. Ob indessen mehrere regiospezifische Enzyme nebeneinander existieren, ist noch
ganzlich ungeklart. Keine eindeutigen Erkenntnisse gibt es fur die Organisation der OAT, die
zwar der weitlaufigen Meinung Golgi-Membran-standig, aber darlberhinaus offenbar abhangig
von weiteren Proteinen (ein moglicher AcCoA-Transporter wird bezlglich der 9-OAT propa-
giert) Diaz, 1989; (KANAMORI et al., 1997; BORA et al., 2000) bzw. Co-Faktoren ist, wie sich
diesim Falle der 4-OAT im Meerschweinchen verhélt.

Der Sialinsdurekatabolismus wird in Gang gesetzt durch die enzymatische Hydrolyse der Sia
durch Sialidasen. Wie bereits erlautert, beeinflussen bzw. verhindern O-azetylierte Vertreter den
Abbau durch diese Enzyme betréchtlich. Aus diesem Grund mul3 in solchen Féllen der Abbau
durch entsprechende Sialat-4-O-, bzw. Sialat-9-O-Esterasen, die schon in vielen Geweben nach-
gewiesen worden sind (SCHAUER et al., 1988a; SCHAUER et al., 1989; BUTOR et al., 1993a),
eingeleitet werden (Abbildung 4 in Blau dargestellt). Erst nach De-O-azetylierung und hydro-

lytischer Spaltung durch lysosomale Sialidasen kénnen die freien Sia entweder wieder in den
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anabolischen Prozeld eingefuihrt werden oder aber weiter durch N-Azetylneuraminat-Pyruvat-

Lyasen zu Pyruvat und N-Azylmannosaminen gespalten werden (Abbildung 5).

Zu Abbildung 5 auf der folgenden Seite:

Kurzschema der metabolischen Wege von Siain einer eukaryontischen Zelle. Die angegebenen

Nummern entlang des M etaboli smuspfads representieren enzymatische Reaktionen. Der

jewellige Enzymname und die zugehdrige Klassifizierung in der EC-Nomenklatur sind in unten-
stehender Tabelle 2 nachzulesen.

Tabelle2: Es sind die wichtigsten am Sialinsduremetabolismus beteiligten Enzyme aufgefihrt.
Die Legendenzahl bezieht sich auf die auf der folgenden Seite prasentierte Abbildung.

L egendenzahl [|[Enzym EC-Nomenklatur
1 Glukosephosphatisomerase 53.1.9
2 Glukosamin-6-phosphat-Synthase 5.3.1.19
3 Azetyl Coenzym A:Glukosamin-6-phosphat-N-Azetyl- 2314

transferase
4 N-A zetyl gl ukosamin-6-phosphat-M utase 2.75.2
5 UDP-N-Azetyl glukosaminpyrophosphorylase 2.7.7.23
6 UDP-N-Azetylglukosamin-2"-Epimerase 5.1.3.8
7 N-Azetylmannosaminkinase 2.7.1.60
8 N-Azylneuraminat-9-phosphat-Synthase 4.1.3.19
9 N-A zyl neuraminat-9-phosphatase 3.1.3.29
10 CMP-Neu5A c-Synthase (NeuSA c-Cytidyltransferase) 2.7.7.43
11 CMP-Neu5Ac-Hydroxylase 1.14.99.18
12 Sialyltransferasen 2.4.99.1.xx
13 Azetyl Coenzym A:Sialat-4-O-Azetyltransferase bzw. 2.3.1.44

Azetyl Coenzym A:Sidat-7(9)-O-Azetyltransferase 2.3.1.45
14 Sialat-4-O-Azetylesterase 3.1.1.53

bzw. Sialat-9-O-Azetylesterase
15 Neuraminidasen (Sialidasen) 3.2.1.18
16 N-Azylneuraminat-Pyruvat-Lyase 4133

Enzymreaktionen 1-9 und 11 sind im Zytosol lokalisiert. Die CMP-Neu5A c-Synthasereak-
tion (10) ist im Nukleus, die der Sialyltransferasen (12) und der Siaat-O-azetyltransferasen (13)

sind im Golgi-Apparat lokalisiert. Vor der Sialidasereaktion (15) wird im Falle vorhandener
Sialat-O-azetylierter Glykokonjugate der katabolische Weg durch Sialat-O-Azetylesterasereak-
tionen (14) eingeleitet. Werden Sia nicht auf dem Anabolismusweg recycled, findet im Zytosol

der Abbau der Sia durch die N-Azylneuraminat-Pyruvat-Lyase (16) statt.
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Schema der Hauptwege des Sialinsduremetabolismusin einer eukaryotischen Zelle.

Fur weitere Informationen vgl. S. 21.

Abbildung 5:
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In Bezug auf 8-O-methylierte Sia-Vertreter, die bisher lediglich in Seesternen gefunden wurden
und nicht durch Sialidasen gespalten werden konnen, liegen keine Erkenntnisse Uber kataboli-

sche Wege vor.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Viele Versuche wurden seit der Entdeckung der OAT Anfang der 1970er Jahre (SCHAUER,
1970a) unternommen, eines dieser Enzyme durch klassische Reinigung oder molekularbiolo-
gisch sauber zu erhalten. Trotzdem ist eine Reinigung bis heute noch nicht gegliickt. In Anbe-
tracht der immer weiter wachsenden Erkenntnisse Uber die Funktion und Bedeutung der O-Aze-
tylierung in regulatorischen und pathogenen Prozessen, wirde eine gereinigte OAT ein grol3es
Spektrum neuer Moglichkeiten 6ffnen. Dies kann von der Beantwortung des Reaktionsmecha-
nismus Uber die Expression und Lokalisation in den unterschiedlichen Geweben bis hin zur Ent-

wicklung neuer Pharmazeutika reichen.

1989 wurde erstmals lber das Vorkommen von Sialat-4-O-Azetylierung im Meerschwein-
chen ax-Makroglobulin berichtet (HANAOKA etal., 1989; PRITCHETT und PAULSON,
1989), einem Serumglykoprotein, das aller Voraussicht nach in der Leber synthetisiert wird.
Nach Bestatigung des Vorkommens von Neu4,5Ac, in Meerschweinchenserum, -leber und
-Golgi-Membranen, sowie dem Nachweis einer in Meerschweinchenleber membrangebundenen
hochaktiven 4-OAT (IWERSEN et al., 1998), sollte der Versuch unternommen werden, dieses
Enzym aus den Meerschweinchenleber-Golgi-Membranen zu l6sen, zu reinigen und schliefdlich

zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Material (mit Abklrzungen)
211 Chemikalien und Enzyme

[*H]AcCoA ([*H]Azetyl-Coenzym A)
AcCoA (Azetyl-Coenzym A), Trilithiumsalz
Adenin

Adenosin

3", 5ADP (Adenosin-3,5 -diphosphat),
Dinatriumsalz

Ameisensaure, 100 %
AmmoniaklGsung, 25 %

AMP (Adenosinmonophosphat),
Mononatriumsalz

c-AMP (zyklisches AMP), Mononatriumsal z
Arabinose

Aradit M

Argon/Methan-Gemisch (10 % Methan)
ATP (Adenosintriphosphat), Trinatriumsalz
02,3-N-Azetylsialyllaktosamin
02,6-N-Azetylsialyllaktosamin

BCA (2,2"-Bischinolin-4,4"-Dikarbonsaure)-
Protei nbestimmungsReagenz

Blei(I)nitrat
BSA (Rinderserumal bumin)
Butan-1-ol

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-
ammoni o] -1-propansul fonsaure)

Chloroform

CMP (Zytidinmonophosphat)
CMP[4,5,6,7,8,9-"*C]NeusAc
CMP-Neu5Ac

CoA (Coenzym A), Trilithiumsalz
Colominsaure

DePeX

3 -Dephospho CoA

Desulfo CoA

DFP (Diisopropylfluorophosphat)

Moraveck Biochemicals, Brea(Ca.), U.SA.
ICN, Aurora (Ohio), U.S.A.

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Ciba Geigy, Wehr

Messer-Griesheim, L Ubeck

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

Pierce, Rockfort, Illinois, U.S.A.

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Riedel de Ha®n

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Amersham, Braunschweig
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
ICN, Aurora (Ohio), U.S.A

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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DIDS (4,4 -Diisothiocyanato-2,2"-stil ben-
disulfonsaure)

Dikaliumhydrogenphosphat

Disialogangliosid GD2

Disialogangliosid GD3

DMB (1,2-Diamino-5,6-methylendioxybenzol)

Dodenylbernsteinsdureanhydrid
DTT (Dithiothreitol)
EDTA, Tetranatriumsalz
Eisen(I11)chlorid
Essigsdure, 100 %
Essigsdureethylester
Ethanol

Fetuin

Formvar

Fruktose

Galaktose

Glukose

Glutardialdehyd

Glycerin

HY 960-Harter

IDP (Inosindiphosphat)
IMP (Inosinmonophosphat)
ITP (Inosintriphosphat)
Kakodylséure, Natriumsalz
Kalium-, Natriumtartrat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchloriddihydrat
Laktose

Laktosylceramid

Magnesiumchloridheptahydrat
ox-Makroglobulin, human
Mangan(l1)chloridtetrahydrat
Mannose

2-Mercaptoethanol

Methanol
Monosialogangliosid GM 1b

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
Snowbrand, Tokyo, Japan

Dojindo Laboratories, Tokyo, Japan
oder Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

ICN, Aurora (Ohio), U.SA
Sigma, Deisenhofen

ICN, Aurora (Ohio), U.SA
ICN, Aurora (Ohio), U.SA
ICN, Aurora (Ohio), U.SA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Ciba Geigy, Wehr

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

ICN, Aurora (Ohio), U.SA

Gabe von Dr.Bernhard Kniep, Institut fur
Immunologie der Technischen Universitét
Dresden.

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

ICN, Aurora (Ohio), U.SA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Matreya I ncorporation, Japan
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Monosialogangliosid GM2
Monosialogangliosid GM3
Disidlogangliosid GD1a
Disialogangliosid GD1b
Trisialoganagliosid GT1b
Tetrasialogangliosid GT1b

MOPS ((3-(N-Morpholino)-propansul fonsaure)
NADH (Nikotinamidadenindinukleotid),

Dinatriumsalz

NADPH (Nikotinamidadenindinukleotid-

phosphat), Dinatriumsalz
Natriumhydrogensulfit (37 %)
Natriumhydroxid
Natriumzitrat Trihydrat

Neu2en5Ac (2-Desoxy-2,3-Didehydro-N-

AzetylD-neuraminsaure)

Neu5Ac (N-Azetyl-D-neuraminsaure)
NeuSAc-Dimer (02,8-gebunden)
NeuSAc-Tetramer (02,8-gebunden)
Orcinol (3,5-Dihydroxytoluol)
Osmiumtetroxid

Pantothensdure

p-CMB (para-Chlormercuribenzoat)
Pefabloc™ (4-(2-Aminoethyl)-
benzol sulfonyl chlorid-hydrochlorid
Perchlorsaure (37 %)

Phthal sduredi-n-butylester

PLP (Pyridoxal phosphat)

PM SF (Phenylmethylsulfonylchlorid)
Primulin

Propan-1-ol

Propionsaure, 99 %

Propylenoxid

Pyridin

Saccharose

Salzsaure, 37 %

Sialidase aus Arthrobacter ureafaciens

Sialidase aus Newcastle Disease Virus
Sialidase aus Vibrio cholerae

Sialyl Lewis'-Tetrasaccharid
Stickstoff, fllssig

Szintillationsfl Ussigkeit

Matreya Incorporation, Japan
Matreya Incorporation, Japan
Matreya I ncorporation, Japan
Matreya Incorporation, Japan
Matreya Incorporation, Japan
Matreya Incorporation, Japan

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim

Snowbrand, Tokio, Japan
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

ICN, Aurora (Ohio), U.S.A
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

ICN, Aurora (Ohio), U.S.A

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

BASF, Ludwigshafen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Behring Diagnostics GmbH, Marburg
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
Messer-Griesheim, L Ubeck

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Transferrin, bovin

Tris (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan), ultra

pure

Triton X-100 (Nonaethylengl ykol-oktyl phenol -

ether)

TWEEN 20 (Poyoxyethylen-Sorbitan-
Monolaurat)

Uranylazetat
Zink(I)chlorid

Zwittergent 3-14 (3-(N,N-
Dimethyldodekylammonia)-propansul fonat)

21.2 Chromatographische Materialien

Anionenaustauscherharz Dowex 2 x 8, 200-
400 mesh, Chloridform

Azetonitril for dieHPLC
BioGel P2

Cibacron Blue F3G-A-Agarose
CoA-Agarose

DC-Fertigplatten, Zellulose auf Glas,
20 x 20 cm, Schichtdicke 0.2 mm

DEAE (Diethylaminoethyl)-Sepharose,
Chloridform

Fractogel” EMD TMAE (2-Trimethylethyl-
ammonium)-650 (S)

HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel 60 auf Glas,
10 x 10 cm, Schichtdicke 0.1 mm

| atrobeads 6RS-8060

K ationenaustauscherharz, Dowex 50 W x 8,
20-50 mesh, Natriumform

Methanol fir die HPLC

RP-18 HPLC-Saule, Lichrospher 100,
4 x 250 mm, Partikelgrofie 5 um

RP-18 HPLC-Vorsaule, Lichrospher 100,
4 x 10 mm, Partikelgrof3e 5 pm

Sepak™, C18-Chromatographiemedium
S-Sepharose
Zellulose 2100 ff

Z€llul osetrizetat-Ultrafil trationsmembran,
MWCO 10 kD

Sigma, Deisenhofen
ICN, Aurora, Ohio, U.S.A

Biomol, Hamburg
Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

Promochem, Wesel

Pharmacia, Uppsala, Schweden
ICN, Aurora (Ohio), U.S.A.
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

latron Laboratories, Inc., Tokio, Japan
Fluka, Buchs, Schweiz

Promochem, Wesel
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Waters, Milford (massachusetts), U.S.A.
Pharmacia, Upsalla, Schweden
Macherey & Nagel, Duren

Sartorius AG, Gottingen
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2.1.3 Biologisches M aterial

Biologische Materialien ausgewachsener, meist weiblicher Meerschweinchen wurden vom
Pharmakologischen Institut der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel erhalten.

Rindersubmandibul ardriisen waren eine Gabe des Schlachthofes Wellseein Kidl.

Pferdesubmandibulardriisen und Pferdeblut waren eine Gabe der Fleischzentrale Nord in

L Ubeck.

214 Sonstige Materialien

Centrex Zentrifugaleinheiten UF-0.5 und -2
(10 und 30 kDa)

Grids, Kupfernetze, Hex 460 DB, 3.05 mm,
Mikrotiterplatten, flachbddig, aus PVC

Mikrotiterplatten, flachbddig, schwarz, aus
PVC

Quarzklvetten, 1 ml (10 x 4 x 45 mm)

Ultrafiltrationsmembran, Zellulosenitrat,
0.2 uM

Ultrafiltrationsmembran, Zellul osetrizetat,
MWCO 10 kD

Visking Dialyseschlauch, Porengrofie
8-15 kDa, Durchmesser 16 mm

Schleicher & Schuell, Dassdl

Polaron Eqippment Ltd., Watford, England
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht

Hellma, Millheim
Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Serva, Heidelberg

2.15 Gerate und Datenver ar beitungsprogramme

Agfa-Snapscan mit Bildbearbeitungsprogramm  Agfa, Leverkusen

Fotolook, Version 2.09
Digital-pH-Meter
Eppendorf Schiittler

Eppendorf Thermostat 5320
Eppendorf Thermostat 5436

HPL C-System bestehend aus:

Programmierbarer Pumpe L-6220,
Fluoreszens-Durchfluf3spektral photometer
F1050,

Interface D-6000 und
Datenverarbeitungssoftware HPLC Manager
Version 2.0

oder

| sochratische Pumpe, Spectroflow 400
Fluoreszens-Durchfluf3spektral photometer
F1100 und

Datenverarbeitubgssoftware Chromstar,
Version 3.10

Kuhlzentrifuge J2-HS mit Rotor JA17

Knick, Berlin
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Merck-Hitachi, Darmstadt

Kratos Anal. Systems, Ramsey (NJ), U.S.A.
Merck-Hitachi

Bruker,

Beckman, Minchen
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Labor-Tischzentrifuge 5414 C

Mikrotiterplattenphotometer, Titertek
Multiscan-MC

Mikrotiterplattenschittler Titramax 100
Mikrotom Om U2
Mikrotom Ultracut E

Niederdruckchromatographie-System:
Peristaltische Schlauchpumpe P-1,
UV-Durchflul3detektor LKB Monitor UV-1,
Fraktionssammler SuperFrac,
Flachbettschreiber LKB REC 102

Potter-Elvehjem-Homogenisatoren

Potter-Homogenistor fir Eppendorf
Reaktionsgeféfde

Programm Enzfitter, Version 1.05 (H)

Radi odiinnschichtscanner Tracemaster 40 mit
Datenverarbeitungssoftware Chroma,
Version 7.29

Rotationsverdampfer

Tischultrazentrifuge, Optima™ TLX mit Rotor
TLAA45

Ultrafiltrationsrihrzelle, 10 ml
Ultraturrax IKA T25

Ultrazentrifuge L7-65 mit Rotoren 45 Ti und
Sw28

UV/Vis-Spektral photometer U 2000
V acuum Concentrator
Vortex Genie 2

Eppendorf, Hamburg
Flow Laboratories, Uxbridge, U.K.

Heidolph, Kelheim

Reichert, New York, U.S.A
Reichert, New York, U.S.A
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Braun, Melsungen
Walter Ebel, Hamburg

Elsevier Biosoft, Cambridge, U.K.
Berthold, Wildbad

Bichi, Schweiz
Beckman, Miinchen

Amicon, Witten
Jahnke & Kunkel, Staufen
Beckman, Minchen

M erck-Hitachi, Darmstadt
Bachofer, Reutlingen
Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

2.1.6 Nomenklatur der in dieser Arbeit vorkommenden Enzyme

Ausgeschriebener Enzymname Enzymnamenabkirzung EC-Nomenklatur
N-Azylneuraminat-Hydrolase Sialidase EC3.2.1.18
Azetyl-CoA:Siaat-4-O-Azetyltransferase 4-OAT EC23.1.44
Azetyl-CoA:Sidlat-7(9)-O-Azetyltransferase  9-OAT EC 2.3.1.45
N-Azylneuraminat-4-O-Azetylesterase 4-OAE EC 3.1.1.53
N-Azylneuraminat-9(4)-O-Azetylesterase 9-OAE EC 3.1.1.53
Sialyltransferase Sialyltransferase EC 2.4.99.xx
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2.2 Methoden

221 Allgemeine M ethoden

2211 Préparation freier Sialinsauren

Die Praparation freier Sia beinhaltet drei generelle Schritte, die Saurehydrolyse, die Diayse
oder Ultrafiltration und den lonenaustausch. Jeder dieser Schritte war in verschiedenen Artikeln
Gegenstand reger Diskussion, um insbesondere den Verlust O-azetylierter Sia zu minimieren
(REUTER und SCHAUER, 1994; VARKI und DIAZ, 1984; MAWHINNEY und CHANCE,
1994). Eine eindeutige Antwort, wie der geringste Verlust an Sia in Kauf genommen werden
kann, sollte der eigenen Entscheidung nach Studium der Literatur zufallen. Die in dieser Arbeit
verbrauchten freien Sia wurden wie folgt prépariert:

Alle Arbeiten wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefuihrt. Neud,5Ac, wurde aus Pferdeunter-
kieferspeichelmuzin, Neu5Gc und Neu5,9Ac, aus Rinderunterkieferspeichelmuzin erhalten. Da-
riberhinaus bot letztgenanntes Muzin einen grof3en Pool anderer mono-, di-, oder oligoseiten-
ketten-O-azetylierter Sia. Drisen, die frisch bei der Schlachtung anfielen wurden, um einer en-
zymatischen De-O-azetylierung durch Sialat-O-azetylesterasen vorzubeugen, sofort weiterverar-
beitet. Die Driisen muften moglichst klein zerteilt und anschlief3end mit einem Fleischwolf und
einem Ultraturrax oder einem ahnlichen Gerdt homogenisiert werden. Das Muzin wurde mit viel
niederkonzentriertem Phosphatpuffer (pH 6) in einem Sieb aus dem Homogenat ausgewaschen,
wobei mehrere Liter muzinhaltigen Puffers anfielen. Nachfolgend wurde das Muzin durch Sen-
ken des pH-Wertes auf pH 3 durch Zugabe dreimolarer Ameisensaure unter stetem Rihren aus-
gefdllt und mehrere Stunden im Kihlraum belassen. Das geféllte und geklumpte Muzin wurde
durch 2000 x g-Zentrifugation mehrfach pelletiert und so gut es geht resuspendiert und gewa
schen. Die sich anschlief3ende zweimolare Propionsaurehydrolyse (pH 2.3) erstreckte sich bei
80 °C uber 4 h. Nach 1 h wurde die Hydrolyse unterbrochen, die Mischung auf Raumtemperatur
abgekihlt und der pH wenn nétig nachkorrigiert. Nach beendeter Hydrolyse wurde die Hydroly-
semischung auf Eis abgekihlt und Uber Nacht erschdpfend gegen das 10-20-fache Volumen bi-
destilliertes Wasser dialysiert, wobel das Wasser nach 2, 6 und 10 h komplett gewechselt und ge-
sammelt wurde. Bei Bedarf, wie bei der quantitativen Sialinsdurebestimmung einer Substanz,
konnte mit dem Dialyseschlauchinhalt eine zweite stérkere Saurehydrolyse mit 0.1 M Salzsdure
(pH 1) far 1 h mit einer sich anschlief3enden zweiten erschopfenden Dialyse durchgefihrt wer-
den. Fur die Bestimmung O-azetylierter Siaist die zweite Hydrolyse alerdings nicht zu empfeh-
len, da die Ausbeute O-azetylierter Sia infolge hoher De-O-azetylierung nur noch gering sein

wird (1 3.7.1). Die vereinten Dialysate wurden am Rotationsverdampfer Uber mehrere Stunden
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bei 30 °C auf ein Volumen von 200 ml eingeengt und lyophilisiert. In 10 ml Wasser resuspen-
diert wurde die Probe nach Abtrennen unlgslicher Bestandteile durch 100 000 x g-Zentrifugation
auf eine Dowex 50W x 8-K ationenaustauschsaule (20-50 mesh, protonierte Form) aufgetragen
und mit dem 10-20-fachen Saulenvolumen bidestilliertem Wasser eluiert. Eventuelle kationische
Bestandteile wurden so von den Sia abgetrennt. Fir 0.5 mg erwartete Sia wurde 1 ml lonenaus-
tauscherharz verwandt. Das Kationenaustauschereluat war nun je nach Konzentration der zuvor
vorhandenen Kationen angesduert und mufdte mit 2 M Ammoniakl6sung auf pH 5 bis 6 angeho-
ben werden, um einer Seitenketten-O-Azetylmigration vorzubeugen (1 1.4.1). Die Lésung wurde
sofort danach auf eine Dowex 2 x 8 Anionenaustauschersaule (200-400 mesh, Formiatform) auf-
getragen und die Saule mit dem 10-20-fachen Volumen bidestillierten Wassers gewaschen. Auf
je 0.5 mg erwarteter Sia kam 1 ml Anionenaustauscherharz zum Einsatz. Die Waschphase wurde
aufgefangen, lyophilisiert und auf Sia Uberprift (1 2.2.2.3.1). Bel positivem Ergebnis mufde die
Waschphase nochmals Uber den Anionenaustauscher geschickt werden. Die Anionenaustausch-
sdule wurde schliefdlich entweder mit dem 10-20-fachen Volumen 0.8 M Ameisensiure oder
Uber einen linearen Ameisensduregradienten (0-0.8 M Ameisensaure) eluiert und fraktioniert.
Bei Fraktionierung wurde ein kleiner Teil des Fraktionsvolumens abgenommen, lyophilisiert, auf
Sia Uberpruft (1 2.2.1.2) und die positiven Fraktionen gepoolt. Nach Lyophilisation des Eluats
wurde der SiaGehalt quantifiziert und analysiert (1 2.2.1.2, 2.2.2.3.1). Andere Gewebe oder
Korperflissigkeiten verlangten andere Vorbereitungen. Wahrend Seren direkt oder nach einer
ersten Diayse hydrolysiert werden konnten, gestaltete sich die Analyse von Leber schwieriger
und wurde manchmal durch eine Etherextraktion des Gewebes eingeleitet, um stérende Lipide zu

entfernen.
2212 Quantifizierung von Sialinsduren

2.2.1.21 Orcinol/Eisen(l11)/Salzsaure-Assay
Fur die quantitative colorimetrische Bestimmung von zwischen 2 und 8 ug freier oder glykosi-
disch gebundener Sia enthaltenden Proben wurde die in 100 pl Probenvolumen vorliegende
Probe mit 100 pug des Orcinol/Fe(111)/HCI-Reagenzes versetzt, kréftig geschittelt und fir 15 min
bei 95 °C erhitzt. Nach funfminttigem Abkuhlen der Mischung auf Eis wurde das Reaktionsge-
fal3 fur wenige Sekunden anzentrifugiert, um die am Gefél3deckel kondensierten Tropfen wieder
mit der Mischung zu vereinen, bevor das violette Chromophor mit 700 pl Isoamylakohol fir
15 s unter kraftigem Schitteln extrahiert wurde. Die Reaktionsgeféf3e wurden daraufhin fir
5min bei 14 000 x g zentrifugiert und 500 ul der oberen organischen Phase bei 572 nm photo-
metriert. Die Quantifizierung konnte anhand einer im oben genannten Konzentrationsbereich an-
gefertigten Eichgerade durchgefiihrt werden. Die Werte der Eichgerade und der Proben wurden
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stets dreifach bestimmt.

Das Reagenz setzt wie folgt zusammen:

Zweihundert Milligram Orcinol werden in 1 ml einer einprozentigen Eisen-(111)-chloridlo-
sung (w/v) und 81.4 ml konzentrierter Salzsaure gel6st, mit aguabidest auf ein Volumen von

100 ml aufgefillt und gut durchmischt.

Fur die Analyse von auf Kieselgel 60-Dinschichtchromatographieglasplatten entwickelten freien
oder glykosidisch gebundenen Sia wurde die Platte mit Hilfe eines Zerstaubers mit verdiinntem
Reagenz bespruht und in einer flachen Glaskammer bei 120 °C fur 20 min entwickelt. Die Pro-
ben wurden as violette Banden sichtbar. Die Nachweisgrenze auf Kieselgel 60-Dunnschicht-
platten betrug etwa 2 pug. Fur auf Zellulose-Dunnschichtplatten entwickelte Proben betrug die
Entwicklungszeit bei 120 °C nur 15 min, und die Nachweisgrenze betrug aufgrund der leichten
Hintergrundfarbung lediglich etwa 3 ug.

Das verdiunnte Reagenz setzte sich aus drei Teilen unverdinntem Reagenz und einem Teil

agua bidest zusammen.

22.1.2.2 Quantifizierung Uber HPLC

Sia konnten auch Uber die Methode nach Haraet al. (1 2.2.2.3.1) quantifiziert werden. Dazu
wurde nach Derivatisierung von 1 ug Neu5Ac eine Verdinnungsreihe angefertigt, so dal3 3 Kon-
zentrationen mit jeweils 55, 11, 2.7, uM derivatisierter NeuSAc vorlagen. Von jeder Konzentra-
tion wurden mindestens in Doppelbestimmungen 10, bzw. 20 pl injiziert und analysiert. Die
Peakintegrationswerte wurden daraufhin gegen die Neu5A c-Konzentration aufgetragen und eine
lineare Regression durchgefihrt, anhand der sich der Sialinsduregehalt anderer Proben errechnen
lief3. Voraussetzung fur diese Auswertungsart war das identische Fluoreszensverhalten gleicher

K onzentrationen verschiedener Sia

2213  Primulin-Farbung (SKIPSKI, 1975)

Die unspezifische Farbung von auf Kieselgel 60-Dinnschichtplatten entwickelten Lipiden
durch den Fluoreszensfarbstoff Primulin wurde durch Bespriihen der Platte mit Primulinreagenz
und anschlielendem kalten Trockenfonen durchgefthrt. Unter UV-Licht der Wellenldnge
380 nm konnten Lipide als blau- bis grinfluorezierende Banden erkannt werden. Ganglioside
erschienen stets als grinfluoreszierende Banden. Das Primulinreagenz setzte sich zusammen aus
0.01 Prozent Primulin (w/v) in einem Ldsungsmittelgemisch aus Azeton und aquabidest im
Verhdltnis4:1 (v/v).

Eine Farbung durch Primulin storte eine anschlief3end durchgefihrte Bial-Féarbung nicht.

32



2 Material und Methoden

2214 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Meerschwel nchenleberhomogenaten, -solubilisaten
und den Fraktionen der einzelnen Chromatographien erfolgte mit dem BCA-Proteintest. Hierflr
wurden in flachbddigen Mikrotiterplatten 100 pl der Proteinldsung mit 100 pl des BCA-Reagen-
zes, das zuvor frisch nach Angaben des Herstellers angesetzt worden war, versetzt, einige Se-
kunden auf einem Mikrotiterplattenschittler durchmischt und fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die
Auswertung erfolgte nach Abkihlen der Mikrotiterplatte auf Raumtemperatur durch ein Mikro-
titerplattenphotometer bel 562 nm. Der Proteingehalt wurde schliefdlich anhand einer mit BSA
im Bereich zwischen 0 und 20 pg/ml erstellten Eichgerade ermittelt.

2215 Elektronenmikroskopie von Leberschnitten und Golgi-Membranpréparationen

Fur die Elektronenmikroskopie von Meerschweinchenleberschnitten wurde ein etwa 10 mg
schweres Stiick frischer Leber in Sorensen Puffer fur 48 h bei 4 °C fixiert. Im Falle der aus der
gleichen Leber préparierten Golgi-Membranen wurde eines der erhaltenen Pellets (1 2.2.1.11)
auf die gleiche Weise fixiert und im Anschlufd nach Sérensen in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.2),
der 3% (w/v) Glutardialdehyd enthielt nachfixiert. Die so fixierten Préparate wurden
anschlief3end in 2 %igem Osmiumtetroxid 4 h lang kontrastiert und tber 18 h mit aufsteigenden
Ethanolkonzentrationen entwassert. Einer vierstiindigen Behandlung in Propylenoxid folgte eine
20-stiindige Behandlung in einem Gemisch, das zu gleichen Teilen aus Araldit:Propylenoxid
bestand. Abschlieffend erfuhren die Prdparate eine achtstindige Behandlung in 7%
Phthal sduredi-n-butylester enthaltendem Araldit und ene 16-stindige in dem gleichen
frischangesetzten Araldit. Nach Anpolymerisation der Praparate im Vakuumschrank bei 50 °C
far 2 h erfolgte die Auspolymerisation dann fr 48 h bei 65 °C.

Auf einem Mikrotom Om U2 wurden aus den auf entsprechenden Trégern aufgeklebten, vorge-
ségten Aralditpraparaten mit einem Glasmesser 1-3 um dicke Semidinnschnitte angefertigt. Auf
einem Mikrotom Ultracut E wurden hiervon 0.5 um dicke Schnitte fir eine orientierende Licht-
mikroskopie angefertigt, mit Toluidinblau/Pyronin (pH 8.15) (ROMEIS, 1989) gefarbt und mit
DePeX eingedeckt. Etwa 70 nm dicke Schnitte wurden daraufhin mit einem Diamantmes-
ser (Diatome MT 2683) auf obigem Mikrotom in Serie angefertigt und auf benetzte Grids posi-
tioniert, die staubfrel getrocknet und 12 min lang mit Uranylazetat und 7 min lang mit Bleizitrat
kontrastiert wurden. Die abschlief3ende el ektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte an den
Elektronenmikroskopen ZeisseEM 9 und ZeissTEM 902 ESI am Anatomischen Institut der
Universitat Kiel durch Dr. med. Friedrich Paulsen.
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2216 Gangliosidextraktion

2.2.1.6.1 InAnlehnung an die Methode nach Folch (FOLCH et al., 1957) modifiziert nach
Ledeen und Yu (LEDEEN und YU, 1982)

Alle Arbeiten wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefuhrt. Je 100 g kleingeschnittenes Feucht-
gewebe wurden in 250 ml eiskaltem bidestilliertem Wasser mit Hilfe eines Ultraturrax homoge-
nisiert und das Homogenat jeweils dreimal 10 min mit dem 1.5fachen Volumen Chloro-
form/Methanol (1:2; v/v) und Chloroform/Methanol (2:1; v/v) extrahiert. Nach jeder Extraktion
wurde mittels zehnminitiger 2000 x g-Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand gesam-
melt. Die Extrakte wurden gesammelt, am Rotationsverdampfer bel 30 °C auf 50 ml eingeengt,
nach Zugabe von 200 ml bidestilliertem Wasser nochmals auf 50 ml eingeengt und schliefdich
lyophilisiert. Der Lyophilisationsriickstand wurde in 200 ml Chloroform/Methanol (2:1; v/v)
aufgenommen und mit je 40 ml 0.1 M Natriumchloridlésung dreimal ausgeschittelt. Die wal3ri-
gen Phasen wurden gesammelt, am Rotationsverdampfer bei 30 °C auf ein Volumen von 50 ml
eingeengt und anschlief3end wie unter 2.2.1.8 erschdpfend gegen bidestilliertes Wasser diaysiert.
Der Dialyseschlauchinhalt wurde schliefdlich lyophilisiert. Das so erhaltene Glykolipidrohextrakt
wurde Uber DEAE-Anionenaustausch (1 2.2.2.2.2), Sepak™-Chromatographie (1 2.2.2.2.3) und
latrobeadschromatographie (1 2.2.2.2.4) weiter aufgearbeitet.

2.2.1.6.2 Nach der Methode von Ladisch et al. modifiziert nach Senn et al.

Eine andere Methode der Gangliosidextraktion wurde durch Ladisch et al. 1985 beschrieben
(LADISCH und GILLARD, 1985). Diese Methode zeichnet sich durch einen sehr geringen
Phospholipidanteil bel der Extraktion aus und wird als fir die Extraktion von Serumgangliosiden
besonders geeignet beschrieben. Eine verbesserte Variante wurde durch Sennetal. 1989 be-
schrieben (SENN et al., 1989). Alle Arbeiten wurden bel 4°C oder auf Eis durchgefihrt.
Zehnml lyophilisiertes Meerschweinchenserum wurden in 12 ml Diisopropylether/Butan-1-
ol (60:40; v/v) im Ultraschallbad und durch Schitteln fur mehrere min extrahiert, 6 ml 50 mM
Natriumchloridlésung hinzugegeben und das Gemisch mit Unterbrechungen fir 15 min stetig
geschiittelt. Die obere organische Phase wurde vorsichtig entfernt und die wéaldrige Phase noch-
mals mit dem gleichen Volumen des organischen Lésungsmittelgemisches extrahiert. Die wéal3-
rige Phase wurde lyophilisiert und das Lyophilisat mit Hilfe von Ultraschall in 14 ml bidestil-
liertem Wasser resuspendiert. Die Suspension wurde nun Uber Sepak™-Chromatogra-
phie (1 2.2.2.2.3), danach Uber DEAE-Anionenaustausch (1 2.2.2.2.2) und schliefdlich Uber
latrobeadschromatographie (1 2.2.2.2.4) weiter aufgearbeitet.
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2217 Saurehydrolyse freier und gebundener Neud,5A ¢, sowie freier Neu5,9Ac;

22171 Freie Neud4,5Ac, und Neu5,9Ac;

Je 0.5 pg Neud,5Ac; bzw. Neu5,9A ¢, wurden in je 200 pl 0.1 und 0.01 M Salz-, 0.5 M Amei-
sen-, 2 M Essig- oder 2 M Propionsaure gel6st und Uber verschiedene Zeiten bei 80 °C (im Falle
von 0.01 M Salz- und 0.5 M Ameisensaure bei 70 °C) hydrolysiert und wie im vorigen Abschnitt
beschrieben analysiert.

2.2.1.7.2 NeudAc5Gc-GM3

Je 1 g des Monosialogangliosids Neu4Ac5Gc-GM 3 wurde in jeweils 400 pl 0.1 M Salz-,
0.5M Ameisen-, 2M Essig- oder 2 M Propionsdure Uber verschiedene Zeiten bei 80 °C (im
Falle von Ameisenséure bei 70 °C) hydrolysiert. Die Analyse erfolgte wie im vorigen Abschnitt

beschrieben.

2.2.1.7.3 Meerschweinchenserum
2.2.1.7.3.1 Ohne Detergenz

Zwei pl Serum wurden hierbel in 150 pl 2 M Propionséure gel6st und bel 80 °C fir 4 h hy-
drolysiert. Nach Lyophilisation wurde der Rickstand nach direkter Derivatisierung mit DMB
per RP-HPLC analysiert (1 2.2.2.3.1). Fiir eine Uberpriifung der Zeitabhangigkeit der Hydrolyse
in verschiedenen Sauren wurden je 2 il Serum mit 150 ul der jeweiligen Séure (0.1 und 0.01 M
Salz-, 0.5M Ameisen-, 2 M Essig- oder 2 M Propionsaure) versetzt und flr verschiedene Zeiten
bei 80 °C (im Falle von 0.01 M Salz- und 0.5 M Ameisensaure bei 70 °C) hydrolysiert und wie
oben beschrieben analysiert.

2.2.1.7.3.2 Mit Detergenz

Die Propionsaurehydrolyse von Meerschweinchenserum wurde auch Uber verschiedene Zei-
ten in Gegenwart des Detergenzes CHAPS untersucht. Dazu wurde wie im vorigen Abschnitt
verfahren, der Propionsdure jedoch noch 20 mM CHAPS zugesetzt.

2.2.1.8 Préparation von Asialofetuin

Zehn mg Fetuin wurden in 5ml 0.1 M Salzséure in einem 10 ml Spitzkolben geldst und eine
Stunde bei 80 °C erhitzt. Die Losung wurde auf Eis abgekihlt, in einen Dialyseschlauch umge-
fallt und Uber Nacht gegen 100 ml aqua bidest bei 4 °C erschopfend dialysiert, wobei das Wasser
nach 2, 6 und 10 h gewechselt wurde. Der Dialysenschlauchinhalt wurde lyophilisiert, wobei das
Asiaofetuin als farblose Substanz gewonnen wurde. Die Ausbeute betrug 95 %.
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2219 Préparation des GD3-Tetrasaccharids

22191 Ozonolyse

Eswurden 130 mg GD3 in 21 ml trockenem Trichlormethan/Methanol (2:1, v/v) geldst und in
einem Azeton/Trockeneisbad auf —70 °C abgekihlt. Anschlief3end wurde so lange ein trockener
Ozongasstrom eingeleitet, bis sich die Lésung durch tberschiissiges Ozon dunkelblau verfarbte
und der Gasstrom fir weitere 10 min aufrecht erhalten. Die Losung wurde tber 30 min durch
einblasen von Stickstoffgas vom Uberschiissigen Ozon befreit, wobel sich die Ldsung langsam
wieder entfarbte. Wahrend dieser 30 min wurde die Reaktionsmischung geméchlich auf Raum-
temperatur erwarmt. Um eventuell gebildete Peroxide zu zerstoren, wurden der Losung 100 pl
einer 72 mgin 1 ml Methanol geldstem Thioharnstoff zugesetzt, wobei allerdings kein Thioharn-

stoffdioxid ausfiel, weswegen auf eine weitere Zugabe verzichtet wurde.

2.2.1.9.2 [-Eliminierung

Am Rotationsverdampfer wurde obige Lésung bis fast zur Trockene eingeengt und der Riick-
stand in 30 ml 1 M Natriumkarbonatl 6sung aufgenommen. Nach einer 15-sekiindigen Behand-
lung der triben Ldsung im Ultraschallbad ergab sich eine klare, leicht gelbliche Losung, die
folgend fur 3 h bel 45 °C temperiert wurde. Die Reaktionsmischung vertiefte hierbel ihre Farbe
und wurde wieder tribe. Nach Abkthlen auf Eis und Neutralisation durch Eisessig wurde das
Reaktionsgemisch bei 4°C in einer 10 ml Amicon-Zelle Uber einen Zellulosetriazetatfilter
10 kD-ultrafiltriert. Das farblose, das Tetrasaccharid enthaltende Filtrat wurde lyophilisiert.

2.2.1.9.3 Grolenausschlulichromatographie

Um das Tetrasaccharid von Salz und anderen Saccharidnebenprodukten zu reinigen, wurde
eine GrolRenausschlulRchromatographie mit waldrigem Pyridiniumazetat (pH 5) durchgefihrt.
Dazu wurde das Chromatographiematerial tber Nacht in Wasser bel 4 °C gequollen und in einer
1.6 x 50 cm Glassaule mit dem zehnfachen Volumen der Pyridiniumazetatlsung bei einer Fluf3-
rate von 0.6 ml/min equilibriert. Fir die Chromatographie wurde das Lyophilisat des Ultrafiltrats
in 10 ml bidestilliertem Wasser aufgenommen, durch 2000 x g-Zentrifugation von unldslichen
Bestandteilen getrennt und der klare, farblose Uberstand in fiinf Saulenlaufen zu je 2 ml Auf-
tragsvolumen bei einer Fluf3rate von 0.6 ml/min chromatographiert. Finfzig pl einer jeden 4.5 ml
enthaltenden Fraktion wurde wurde unter Vakuum getrocknet und mit dem Bial-
Test (1 2.2.1.2.1) auf Anwesenheit von Sia Uberprift. Die positiven Fraktionen eines Peaks wur-
den gepoolt, lyophilisiert und auf Kieselgel-60-DC analysiert (1 2.2.2.1.2.3). Nach Refraktionie-
rung der Probe (dem obigen Muster folgend in einem einzigen Lauf) wurde die Substanz nach

Lyophilisation Uber Kationenaustausch an Dowex 50W x 8 (20-50 mesh, protonierte Form) in
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die frele Saure Uberflhrt, lyophilisert und der Neu5Ac-Gehat der Probe quantifi-
ziert (1 2.2.1.2.1).

22110  Prgparation intakter Meerschweinchenl eber-Gol gi-Membranen

Alle Arbeiten wurden bel 4°C oder auf Eis durchgefthrt. Die Leber wurde den
M eerschweinchen sofort nach der T6tung entnommen und in eiskaltem 0.01 M Tris-HCI Puffer
(pH 7.4), der 0.25 M Saccharose enthielt, transportiert. Im Folgenden wird nur noch von Tris-
Saccharose-Puffer gesprochen werden. pH und Tris-Konzentration liegen dabel stets in der
schon oben gegebenen Weise vor. Wird eine Molaritét genannt, so bezieht sich diese auf die
Saccharosekonzentration.

Die Leber, die zwischen 20 und 40 g wog, wurde dem Meerschweinchen nach der Tétung
durch Genickbruch sofort entnommen und in eiskaltem, 0.25 M Tris-Saccharose-Puffer des pH-
Wertes 7.4 transportiert. Die Leber wurde von Uberschiissigem Fett- und Bindegewebe befreit,
kurz mit eiskaltem Tris-Saccharose-Puffer (0.25 M Saccharose) gewaschen und in wenig dieser
Losung in einer Petrischale mit Hilfe eines Skalpells kleinst zerschnitten. Die kleingeschnittene
L eber wurde danach in einen 60 ml-Potter-Elvehjem-Homogenisator Uberfihrt und das Volumen
auf 50 ml mit Tris-Saccharose-Puffer (0.25 M Saccharose) erganzt. Nach der Homogenisierung
bel Lestungsstufe acht und mit 3 Hiiben wurden 47.5 ml des Homogenats mit Tris-Saccharose-
Puffer (2.3 M Saccharose) auf ein Endvolumen von 108 ml aufgefullt. Nach intensivem
Durchmischen erhielt man so das endglltige  Tris-Saccharose-Puffer-Homoge-
nat (1.4 M Saccharose). Fur die sich anschlief3ende Ultrazentrifugation wurden noch Tris-
Saccharose-Puffer der Saccharose-Molaritéten 2.3, 1.8, 1.2 und 0.8 vorbereitet.

Mit einer 10 ml-Pipette wurden nun in 30 ml-Ultrazentrifugationsrohrchen ein aus funf
Konzentrationen bestehender Saccharosegradient aufgebaut. Zu unterst befanden sich 3 ml der
2.3 M Saccharosel6sung, auf die mit Vorsicht 3 ml der 1.6 M Saccharosel 6sung pipettiert wur-
den. In der Mitte des Gradienten folgten 9 ml des Homogenats und abschlief3end je 9 ml des 1.2
und 0.8 M Gradientenmediums (Abbildung 6).
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P Abbildung 6:

Schichtungsschema des diskontinuierlichen Saccharose-
0.8 M Saccharose  dichtegradienten zur Praparation intakter Golgi-
Membranen aus der M eerschweinchenleber.

1.2 M Saccharose

Leberhomogenat in
1.4 M Saccharose

1.6 M Saccharose

2.3 M Saccharose

Sofort nach dem Aufbau des Gradienten erfolgte eine 90.000 x g-Ultrazentrifugation in einem
Ausschwing-Rotor (SW28-Ti) fur 90 min Es wurden 2 Laufe mit je 6 Gradienten durchgefhrt.
Die Golgi-Membranen waren nach der Zentrifugation neben 3 weiteren Bereichen as etwa zwei
Millimeter dicke, milchig triibe Bande zwischen 0.8 und 1.2 M Saccharosel 6sung zu erkennen.
Nach jedem Lauf wurden diese Schichten vorsichtig mit einer Pasteurpipette abpipettiert und in
einem 250 ml-Standzylinder, in dem 100 ml 0.01 M Tris-Puffer des pHs 7.4 vorgelegt waren,
vereint. Das Volumen wurde mit weiterem Puffer auf 200 ml aufgeftllt und davon je 50 ml in
vier Beckman-45Ti-Ultrazentrifugationsgléaser verteilt, die anschlief3end bel 100.000 x g fur eine
halbe Stunde ultrazentrifugiert wurden. Der Zentrifugationsiiberstand wurde verworfen und der
Zentrifugationsriickstand mit 1ml 0.01 M Tris-Puffer (pH 7.4) abgelést, in Beckman-
Microfuge Tubes Uberfihrt und erneut bei 100.000 x g in einer Tischultrazentrifuge in einem
Festwinkel-Rotor fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Zentrifuga-
tionsrickstand bis zum Gebrauch bei -80 °C eingefroren.

22111  Prgparation von Meerschweinchenserum

Den Meerschweinchen wurde sofort nach ihrem Tod (s.0.) die Kehle durchgeschnitten, das
Blut in einem 30 ml-Zentrifugengefald aus Glas aufgefangen und auf Eis gelagert. Vor der
20 minttigen Zentrifugation in einem JA-17 Rotor bei 5000 x g wurde das geronnene Blut im
Glasréhrchen mit einem Skalpell zerschnitten. Der nach der Zentrifugation erhaltene, klare,
rotlich gefarbte Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, ohne diesen durch Teile des Pellets oder
des auf dem Uberstand schwimmenden Lipidanteils zu verunreinigen. Das so erhaltene Serum
wurde bel -25 °C eingefroren.

Fur Untersuchungen, bei denen das unbehandelte Serum in enzymatischen Testansétzen ver-
wendet werden sollte, wurden zuvor im Serum vorhandene Esterasen durch DFP irreversibel in-

hibiert. Dazu wurde im Serum eine 1 mM DFP-Konzentration eingestellt und 30 min bei 4 °C
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stehen gelassen. Anschlief3end wurde das Serum erschopfend gegen Wasser dialysiert (ver-
gleiche hierzu 2.2.1.1) und der Dialyseschlauchinhalt weiter verwendet.

2.2.1.12  Erythrozytenpraparation

2.2.1.12.1 Native Erythrozyten

Alle Arbeiten wurden bel 4 °C oder auf Eis durchgefihrt.

Frisches Blut wurde durch sofortige Durchmischung mit 130 mM Zitratpuffer (pH 6.1) im
Volumenverhdltnis 4:1 an der Koagulation gehindert. Nach einer zehnminatigen 1500 x g-Zen-
trifugation wurden das Plasma und vor allen Dingen die Leukozyten-/Thrombozytenschicht (das
Buffy-Coat) sehr vorsichtig abgesaugt. Die verbliebenen Erythrozyten wurden nun dreimal mit
dem zehnfachen Volumen PBS (140 mM Natriumchlorid, 2.7 mM Kaliumchlorid, 8 mM Dina-
triumhydrogenphosphat, 1.5 mM Kaliumdihydrogenphosphat) gewaschen, bis der Uberstand fast
farblos erschien, jeweils wie oben beschrieben zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abge-
saugt. Durch Lagerung in AMAB (Alsevier’'s Medium mit Antibiotika, hier ohne Antibiotika,
30 mM Natriumzitrat (pH 6.1), 77 mM Natriumchlorid, 114 mM Glukose) und taglichem Wech-
sel des Puffers konnten die Erythrozyten mehrere Tage intakt gehalten werden.

2.2.1.12.2 Erythrozytenmembranen (Ghosts)

Nach (1 2.2.1.12.1) préparierte Erythrozyten, wurden im zehnfachen Volumen PBS resus-
pendiert und unter Rihren langsam in das 40-fache Volumen Natriumphosphatpuffer (5 mM,
pH 7.2) getropft, wobel die Erythrozyten hypotonisch lysierten.

Die Erythrozyten-Ghosts wurden folgend bei 25 000 x g zentrifugiert, das lose aufliegende
Pellet vorsichtig aufgenommen und das feste Sediment verworfen. Nach finfmaligem Waschen
und Zentrifugieren der Erythrozyten-Ghosts auf diese Weise, wurden die Ghosts auf den Gehalt
und das Muster von Sia gepriift (1 2.2.1.2.1, 2.2.2.3.1), teils de-O-azetyliert (1 2.2.1.13) und als
Pellets bei -20 °C eingefroren.

2.2.1.12.3 Fixierte Erythrozytenmembranen

Die Fixierung nativer Erythrozytenmembranen geschah durch Quervernetzung mit Glutar-
dialdehyd. Dazu wurden in PBS gewaschene Erytrozytenmembranen in 100 ml PBS je 0.5¢g
Erythrozytenmembranenfeuchtgewicht mit dem gleichen Volumen 0.5 %iger Glutardial dehydl6-
sung in PBS 10 min lang bel Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden bei 18 000 x g
zentrifugiert, das Pellet in 100 ml 1 % Ethanolamin entaltendem PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Auf diese Weise wurde noch zwei weitere Male verfahren. Schliefdlich wurde das

in dem gleichen Puffer resuspendierte Pellet fir 1 h bei 4 °C belassen und die Membranen im
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gewlnschten Puffer durch Zentrifugations-Resuspensionsschritte aquilibriert. Die so erhatenen
Membranen wurden als Pellet bei —28 °C gelagert (KELM et al., 1998).

2.2.1.13  Alkalische Verseifung

Tritium-markierte Substanzen, die auf Dinnschichtplatten analysiert worden waren, wurden
in entsprechend dimensionierten Diinnschichtchromatographi eentwicklungskammern aus Glasin
einer gesédttigten Ammoniakatmosphére tUber Nacht bel Raumtemperatur de-O-azetyliert. Die
DC-Platten wurden anschlief3end intensiv unter einem Kaltluftstrom ammoniakfrei geblasen und
erneut mit einem TLC-linear-anayzer auf verbliebene Radioaktivitét Gberprift.

In Lésung befindliche Substanzen wurden entweder fir 30 min mit 0.1 M Natronlauge bei
37 °C de-O-azetyliert, die akalische Lésung mit 0.2 M Salzsdure neutralisiert oder nach Ly-
ophilisation mit 25 prozentiger AmmoniaklGsung fir 8 h bel 37 °C behandelt und hiernach zum
Entfernen des Ammoniaks zweimal lyophilisiert.

2.2.1.14  Siaat-O-Azetylesterasetests

2.2.1.14.1 Unspezifisch mit 4-Methylumbelliferylazetat

Um algemein eine O-Azetylesteraseaktivitét zu bestimmen, wurde das wenig fluoreszente
Substrat 4-Methylumbelliferylazetat (MUAC) eingesetzt, das nach De-O-azetylierung in das
fluoreszente Methylumbelliferon Uberfuhrt wird. Das Reagenz wurde als 2 mM Ldsung in Aze-
ton/bidestilliertem Wasser (1:1; v/v) angesetzt und konnte so bei —28 °C gelagert werden.

Die Reaktion wurde in einem Inkubationsvolumen von 100 ul in schwarzen, flachbodigen 96-
Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches richtete
sich nach der untersuchten Probe. Jeder Ansatz enthielt 40 uM MUACc. Die Inkubationszeit be-
trug bei 37 °C zwischen 30 und 60 min Gestoppt wurde durch Zugabe von 100 ul Ethanol. Nach
10 min wurde die Losung durch Zugabe von 100 pl 100 mM Phosphatpuffer (pH 8.0) alkalisch
gemacht. In einem Mikrotiterplattenphotometer wurde die Fluoreszens bel einer Anregungswel-
lenlange von 365 nm und einer Emissionswellenlange von 450 nm bestimmit.

Sollte eine Esteraseaktivitat quantitativ bestimmt werden, mufite paralel eine Eichung mit
MU unter gleichen Zusammensetzungsbedingungen erfolgen. Dazu wurde die Fluoreszens von

MU-Konzentrationen im Bereich von 0 bis 40 uM ermittelt.

2.2.1.14.2 Spezifisch mit Neu4,5Ac;

Eine spezifische Sialat-4-O-Azetylesteraseaktivitét wurde mit der RP-HPLC-Analyse DM B-
derivatisierter Sianach Hara et al. bestimmt (1 2.2.2.3.1). Dazu wurde das Material, das auf eine
4-O-Azetylesteraseaktivitét gepruft werden sollte, in Gegenwart von 0.2 pg freier Neud,5Ac; bel
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37 °C unter gegebenen Inkubationsbedingungen fur 1 h inkubiert und durch 5 minitiges Erhitzen
bei 95 °C gestoppt. Die Analyse erfolgte daraufhin durch RP-HPLC (1 2.2.2.3.1).

2.2.2 Chromatographien
2221 Dunnschichtchromatographie

22211 Auf Zelulose (REUTER und SCHAUER, 1994)

Freie und gereinigte Sia wurden in 1 cm breiten Bahnen auf 20 x 20 cm grof3en Zellulose-DC-
Glasplatten aufgetragen. Die Auftragsorte befanden sich von der unteren Plattenkante in einem
Abstand von 1 cm. Da die Proben in wéal¥riger Losung vorlagen, wurde das Trocknen der Proben
auf der DC-Platte durch kaltes Fénen beschleunigt. In Bezug auf das Detektionslimit des Bial-
Tests wurden je zu analysierende Sialinsdure mindestens 3 pg aufgetragen. Fir radioaktive Pro-
ben betrug die Nachweisgrenze weit weniger. Entwickelt wurden die Proben in einer mit dem
L 6sungsmittelgemisch aus Butan-1-ol, Propan-2-ol und 0.1 M Salzsdure im Volumenverhdltnis
1:2:1 equilibrierten Glasentwicklungskammer. Die DC-Plattenentwicklung war beendet, sobald
die Laufmittelfront einen halben Zentimeter unter der DC-Plattenoberkante stand, was je nach
Raumtemperatur nach etwa 8 bis 12 h der Fall war. Die DC-Platte wurde daraufhin unter kalter
Fonluft absolut trocken geblasen und die Sia durch entsprechende M ethoden detektiert.

22212 Auf Kieselgel 60
2.2.21.2.1 Ganglioside (KNIEP et al., 1993)

Ganglioside und gelegentlich auch die freien Sia NeuSAc und Neud,5Ac, wurden auf dem
gleichen Kieselgelplattentyp mit einem anderen Laufmittel analysiert. Es handelte sich dabel um
Chloroform; Methanol; 20 mM wal¥riges Kalziumchlorid im Volumenverhdltnis 50:40:10. Die
Entwicklungszeit betrug (je nach Raumtemperatur differierend) etwa 45 min.

2.2.2.1.2.2 Sialosaccharide (VEH et al., 1981)

Sialosaccharide und freie Sia wurden auf Kieselgel 60-HPTLC-Glasplatten analysiert. Dazu
wurden die Proben in 0.5 cm breiten Bahnen unter einem kalten Luftstrom auf 10 x 10 cm grof3e
Platten aufgetragen, wobel der Sialinsduregehalt einer jeden mit dem Bial-Test zu detektierenden
Spezies 6.5 nmol nicht unterschreiten sollte. Die Auftragsorte befanden sich von der unteren
Plattenkante in einem Abstand von einem Zentimer. Entwickelt wurden die Platten in einem LO-
sungsmittelgemisch aus Ethanol; Butan-1-ol; Pyridin; aquabidest; Essigsaure im Volumenver-
haltnis 100:10:10:3:3. Die DC-Plattenentwicklung war beendet, sobald die Laufmittelfront einen
halben cm unter der DC-Plattenoberkante stand, was nach etwa 2 h der Fall war. Vor der
Visualisierung der chromatographierten Proben wurde die DC-Platte unter einem kalten Luft-

strom sorgféltig getrocknet.
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2.2.2.1.2.3 Oligosaccharide (MICHALSKI, 1995)

Fur die Analyse des GD3-Tetrasaccharids (1 2.2.1.9) wurden Substanzen auf Kieselgel 60-
HPTLC-Platten mit Ethanol; agua bidest; Butan-1-ol; Pyridin; Essigsaure im Volumenverhaltnis
100:30:10:10:3 entwickelt. Alle weiteren Bedingungen sind im vorigen Unterkapitel 2.2.2.1.2.2

nachzulesen.
2222 Normal druck-Saulenchromatographie

22221 Fir die Préparation freier Sialinsauren (SCHAUER, 1970b)

Freie Sia wurden aus seiner Mischung durch Zellulose-Chromatographie fraktioniert. Das
Zellulosepulver wurde in Butan-1-ol/Propan-1-ol/bidestilliertes Wasser (1:2:1; v/v/v) dispergiert
und Uber 24 h in diesem Losungsmittelgemisch belassen. Nach dreimaligem Waschen mit dem
gleichen Losungsmittel wurde das Chromatographiematerial unter leichtem Druck in eine
3 x 125 cm grofée Saule gegossen und bei 4 °C 48 h mit dem Losungsmittelgemisch bel einer
FluRrate von 9 mi/h equilibriert. Maximal 100 mg des in 3.5 ml des Laufmittels gelosten Sia-
Gemisches wurden auf die Saule aufgetragen und Uber mehrere Tage entwickelt. Aus den jewells
9 ml umfassenden Fraktionen wurden 100 pl unter Vakuum getrocknet und mit dem Bial-Rea-
genz auf Sia getestet. Anhand einer Extinktionskurve Uber die Fraktionen wurden Pools gebildet,
diese am Rotationsverdampfer bei 30 °C auf ein Volumen von 10 ml eingeengt und nach Zugabe
von 50 ml bidestilliertem Wasser zweimal lyophilisiert. Der Lyophilisationsriickstand wird nach

der Methode von Hara et al. (1 2.2.2.3.1) analysiert.

2.2.2.2.2 DEAE-lonenaustauschchromatographie (LEDEEN und Y U, 1982)

Der Anionenaustauscher DEAE-Sepharose wird vor der Benutzung durch 5-malige Behand-
lung mit Chloroform/Methanol/5.5 M Ammoniumazetat (30:60:8; v/v/v) in die Azetatform Uber-
fuhrt, mit Chloroform/Methanol/bidestilliertemm Wasser (30:60:8; v/v/v) azetatfrel gewaschen
und in einer 1.3 x 3 cm grof3en mit einer Sinterglasfritte versehenen Glassaule mit dem 5-fachen
Volumen des Lésungsmittels equilibriert. Die in 10 ml des gleichen Lésungsmittels aufgenom-
mene Probe wird anschlief3end bei einer Flurate von 0.5 ml/min aufgetragen, die Saule mit dem
10-fachen Saulenvolumen des Losungsmittel gewaschen und schliefdlich mit dem 10-fachen
Saulenvolumen Chloroform/Methanol/5.5 M Ammoniumazetat (30:60:8; v/v/v) eluiert. Das
Eluat wird am Rotationsverdampfer (bei 30 °C) auf ein Volumen von 5 ml eingeengt, mit 50 ml
bidestilliertem Wasser verdinnt und lyophilisiert. Zum weiteren Entfernen des Ammoniumaze-
tats wird der Lyophilisationsriickstand noch zweima in 50 ml bidestilliertem Wasser aufge-

nommen und zweimal lyophilisiert.
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22223 Sepak™-RP-18-Chromatographie (MUTHING et al., 1991)

Fabrikneues oder gebrauchtes Sepak™ Material wurde mehrfach im 5-10-fachen Volumen
Chloroform gewaschen und in einer 1 x 1.5 cm dimensionierten Glassdule mit Glassinterfritte
mit 10 ml Chloroform/Methanol (2:1), 10 ml Methanol, 10 ml entgastem bidestilliertem Wasser
und 0.1 M entgaster Kaliumchloridlésung equilibriert. Die Probe wird in 2 x5ml entgaster
0.1 M Kaliumchlorididsung aufgetragen und die Saule nachfolgend erst mit 5ml der Kalium-
chloridlésung dann mit 10 ml entgastem bidestilliertem Wasser gespult. Die Fluf3rate betrug mit
organischem Losungsmittel 0.2 und mit waldrigem Losungsmittel etwa 0.1 ml/min. Eluiert wurde
sukzessiv mit 10 ml Methanol und 10 ml Chloroform/Methanol (2:1; v/v). Das Eluat wurde am
Rotationsverdampfer (30 °C) auf ein Volumen von etwa 5ml eingeengt, der Riuckstand mit
50 ml bidestilliertem Wasser verdinnt und anschlief3end lyophilisiert. Analyse erfolgte nach L6-
sen des Ruckstandes in Chloroform/Methanol (2:1; v/v) auf Kieselgel 60-HPTLC-Platten wie
unter 2.2.2.1 beschrieben.

2.2.2.24 latrobeads-Kieselgelchromatographie in Anlehnung an (UENO et al., 1978)

Vor der Chromatographie wurden Verunreinigungen aus dem fabrikneuen Material durch 5-
10-maliges Waschen in Chloroform/Methanol/2.5 M Ammoniak (30:60:10; v/v) entfernt und an-
schliefend mit Chloroform/Methanol/Wasser (30:60:10; v/v) ammoniakfrei gewaschen. Eine
1.3 x 2cm grofde Glassaule mit Glassinterfritte wurde dann mit Chloroform/Methanol (85:15;
v/v) equilibriert. Die getrocknete Probe wird in 10 ml Chloroform/Methanol (85:15; v/v) im Ul-
traschallbad resuspendiert und auf die Saule aufgetragen. Um Phospholipide und Sulfatide zu
eluieren wurde mit dem 20-fachen Volumen des Laufmittels gewaschen und mit dem 20-fachen
Volumen Chloroform/Methanaol (1:2; v/v) eluiert (UENO et al., 1978). Die Flul¥ate betrug je-
weils etwa 0.5 ml/min. Nach Trocknung der Eluate durch Verdampfen des Grofdteils der L6-
sungsmittel am Rotationsverdampfer (30 °C) und Lyophilisation erfolgte die Analyse nach L6-
sen des Ruckstandes in Chloroform/Methanol (2:1; v/v) auf Kieselgel 60-HPTLC-Platten wie
unter 2.2.2.1 beschrieben.

War die Trennung nicht wunschgemal3, wurde nach einer modifizierten Vorschrift gearbeitet
(LEDEEN und YU, 1982). Hierzu wurde die Saule in Chloroform/Methanol (80:20; v/v) equi-
libriert, die Probe in 10 ml des gleichen Ldsungsmittels aufgetragen und weiter mit 15 ml des
L dsungsmittels gewaschen. Eluiert wurde sukzessive mit jeweils 10 ml Chloroform/Methanol in

den Volumenverhaltnissen 3:1, 2:1 und 1:1.
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2223 HPLC

2.2.2.3.1 Sidinsdureanaytik (HARA et al., 1989)

Freie Sia mussen vor der HPLC-Analyse mit dem DMB-Reagenz in fluoreszierende 3-Sialo-
substituierte 6,7-Methylendioxy-2(1H)-chinoxalinone tberfihrt werden. Dazu wurde die lyophi-
liserte Probe in 10 pl 2M Essigsaure und 49 pul des DMB Reagenzes gel 0st, gut durchmischt und
bei 56 °C fur 1 h unter Lichtausschlufd derivatisiert. Die Losung wurde hiernach 5min bel
14 000 x g zentrifugiert, 5-20 ul der Probe auf einer RP18-Saule mit einem Ldsungsmittelge-
misch aus Azetonitril, Methanol und aqua bidest (9:7:84; v/v/v) bel einer FluRrate von 1 ml/min
isochratisch chromatographiert und die Derivate mit einem Fluorezensdetektor bel einer Extink-
tionswellenlange von 373 nm und einer Emissionswellenlénge von 448 nm detektiert.

Das Reagenz setzte sich zusammen aus 15.6 mg DM B-Dihydrochlorid, das in 523.2 pul Mer-
captoethanol, 48 ul 39-prozentiger Natriumhydrogensulfiloésung (w/v) und 9.4 ml aquabidest
gel6st wurde. Diese Losung wurde bis zum Gebrauch in Aliquots zu je 100 pl bei -26 °C gela
gert. Das Detektionslimit lag im hohen Femtomolbereich. Die Menge an Sia, die untersucht

wurde, Uberschritt nicht 3.5 nmol pro aufgetrennter Sialinsaure.

2.2.2.3.2  Gruppentrennung von Gangliosiden (MUTHING und UNLAND, 1994)

Gereinigte Gangliosidmischungen wurden Uber diese Anionenaustauschchromatographie in
einzelne Gruppen getrennt, die durch die Anzahl von Sia pro Gangliosidmolekll charakterisiert
waren. Eine 15x1cm gro3e EMD TMAE 650 (S)-HPLC-Saule wurde durch Waschen mit
40 ml 1 M methanolischem Ammoniumazetat in die Azetatform Uberfihrt und anschlief3end in
40 ml Chloroform/Methanol/bidestilliertem Wasser (30:60:8; v/v/v) equilibriert. Die Flul¥rate
betrug dabel 0.5 ml/min. Die in 500 yl des Equilibrierungslaufmittels gel 6ste Gangliosidprobe

wurde in eine 500 ul Injektionsschleife injeziert und nach folgendem Gradientenschema eluiert:
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Zeit FluRrate A B C
(min) | (ml/min) C/M/W (30:60:8) Methanol 1M NH4OAc in Methanol
0 0.5 100 0 0

60 0.5 100 0 0

U LiNEAR 0.5 U LiNEAR U LiNEAR 0

70 0.5 0 100 0

90 0.5 0 100 0

U LiNeAr 0.5 0 U LiNear U LiNearR
110 0.5 0 85 15

U LiNEAR 0.5 0 U LiNEAR U LiNEAR
330 0.5 0 0 100
330 1 0 0 100
370 0 0 100

Wéhrend der Ammoniumazetatgradientenelution erfolgte die Fraktionierung mit Ausnahme
der ersten drei Fraktionen, die je 2.5 ml enthielten, zu je 1.5 ml. Von jeder Fraktion wurden
500 ul in der SpeedVac zweimal getrocknet (der erste Ruckstand wurde in 500 pl Chloro-
form/Methanol aufgenommen) und der so erhaltene Riickstand nochmals in bidestilliertem Was-
ser aufgenommen und lyophilisiert. Der Lyophilisationsrickstand wurde in 20 ul Chloro-
form/Methanol (2:1; v/v) gelost und Uber Kieselgel 60-HPTLC analysiert (1 2.2.2.1.2.1). Nach
der Analyse wurden die Fraktionen entsprechend gepoolt.

2.2.3 Sialat-4-O-azetyltransfer asetestsysteme
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Enzymtests entwickelt, die dem anal ytischen
Anspruch der Produkte und zugleich dem zeitlichen Aufwand gleichermal3en entgegenkamen.
Ein erwunschenswerter Festphasentest mit prézipitierten Sialoproteinen oder immobilisierten
Substraten ist nicht zustande gekommen, weil einerseits keines der getesteten Sialoproteine als
annehmbares Substrat zu verwenden gewesen ware und andererseits Ganglioside als potenteste

Substrate wegen des detergenzhaltigen Puffers in immobiliserter Form ausschieden.

2231 Erster Enzymtest

Dieser Enzymtest basierte auf der Féllungsreaktion von im Ansatz endogen enthaltenen Ak-
zeptoren. Hierfir wurde ein Homogenat von Golgi-Membranen in aquabidest, das ungefahr
100 ug Protein in 10pul enthielt in 190 ul Puffer solubilisiert. Der Puffer enthielt
70 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.7), 90 mM KCI, 2 mM Pefabloc, 2 mM PMSF und 20 mM
CHAPS. Wurde nicht CHAPS as Detergenz verwendet, so enthielt der Puffer ein entsprechend
anderes Detergenz mit dem Zweli- bis Dreifachen seiner kritischen Mizellarkonzentration. Nach
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funfminitigem Schitteln bei Raumtemperatur wurde die Probe fur 10 min bel 100 000 x g und
4 °C ultrazentrifugiert und der partikelfreie, klare Uberstand mit 10 uM [*H]AcCoA (4.6 kBq)
far 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 pl eiskalter PCA ge-
stoppt. Die PCA-Endkonzentration in der gestoppten Lésung betrug dabei 400 Millimol pro Li-
ter. Nach zehnminitigem Kihlen auf Eis wurde die Probe fir 10 min bel 14 000 x g und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, und der Riickstand in 100 pl aqua bidest mit Hilfe eines
Ultraschallstabes bei moglichst niedriger Leistung (25 W, 10 % Leistung, 5 s lang) resuspendiert
und mit 1 ml eiskaltem aqua bidest vermischt. Nach erneuter Ultrazentrifugation wie schon oben
beschrieben, wurde wie nach der ersten Ultrazentrifugation verfahren und der Rickstand ein
zweites Ma unter den gleichen Bedingungen resuspendiert und ultrazentrifugiert. Nach Verwer-
fen des dritten Uberstandes, in dem Radioktivitdt nur noch in Hohe des natiirlichen Hintergrun-
des festgestellt werden konnte, wurde der Rickstand ein letztes Mal in 200 ul aquabidest re-
suspendiert, 50 pl der Suspension alkalisch hydrolysiert und der Rest bel Bedarf auf Sia analy-
sert. Die akalische Hydrolyse wurde in 400 ul 1 M Natronlauge fur 10 min bei 80°C
durchgefihrt, die Lésung fur 5 min auf Eis abgekihlt und das Reaktionsgefal’ zwecks Entfernen
der an der Deckelwandung haftenden Kondensl6sung kurz anzentrifugiert. Die Lésung wurde
durch Zugabe von 200 ul 2 M Salzsaure neutralisiert und 150 pl dieser Losung nach Mischen
mit 1 ml Szintillationscocktail im Flussigszintillationszahler auf Radioaktivitét tberprdift.

2232 Zweiter Enzymtest

Dieser Enzymtest wurde vor allem bel als exogenen Akzeptoren fungierenden Sial osacchari-
den und freien Sia eingesetzt.

100 pl Solubilisat, das in etwa 50 ug Protein enthielt, wurden in Gegenwart von 300 uM Ak-
zeptor und 10 pM [*H]AcCoA (4.6 kBq) fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Gestoppt wurde die Re-
aktion durch Schockfrieren in flissigem Stickstoff. Anschlief3end wurde mit 1 ml eiskaltem
agua bidest verdinnt. Diese Lésung wurde daraufhin direkt auf 1 ml Anionenaustauscherharz
Dowex 2 x 8, 200-400 mesh, Formiatform in einer 1 cm x 1.3 cm dimensionierten Saule aufge-
tragen. Die Saule wurde mit 10 ml aqua bidest gewaschen, mit 10 ml 0.8 M Ameisensaure el uiert
und schliefdlich ein zweites Ma mit 10 ml aqua bidest gewaschen. Das Elutionsvolumen und das
zweite Waschvolumen wurden gemeinsam lyophilisiert und mit dreimal 400 pl agua bidest in
ein Eppendorf-Reaktionsgefald gesptilt. Nach Trocknung der Lésung in einer Speed Vac-Appa
ratur wurde der Rickstand in 20 ul aquabidest gel6st, 5 ul hiervon mit einem ml Szintilla-
tionscocktail in einem Fllssigszintillationszahler auf Radioaktivitét Uberpruft und die restlichen
15 pl auf Zelluloseglasdiinnschichtplatten aufgetragen und auf Siaanalysiert (vergl. 2.2.2.1.1).
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2.2.3.3 Dritter Enzymtest — Erste Variante

100yl Solubilisat wurden in Gegenwart von 300uM Akzeptor und 6 bis10uM
[*H]AcCoA (4.6 kBq) fiir 30min bei 30 °C inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch
Schockfrieren in flissigem Stickstoff. Anschlief3end wurde mit 1 ml eiskatem aquabidest ver-
dinnt. Die verdinnte Losung wurde Gber 2 ml Volumen fassende Ultrafiltrationseinheiten mit
einer molekularen Ausschluf3grenze von 30 kDa solange unter 5000 x g-Zentrifugation filtriert,
bis der Riickstand 100 pl betrug. Nach Mischen des Riickstandes mit 1 ml eiskaltem Wasser und
erneuter Ultrafiltration wurde der 100 pl umfassende Rickstand und die beiden vereinten Filtrate
jeweils lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden daraufhin in je dreimal 400 ul eiskaltem Wasser
gel6st und elner Sialinsdureanalyse (1 2.2.2.1.1) zugefthrt (Abbildung 7, linke Seite).
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Abbildung 7:

2234

mit . ohne
Solubilisierung Golgi-Membranen Solubilisierung

>12 mM CHAPS [*H]ACCoA (6 pM, 4.6 kBa)
exogenes Substrat (300 uM Neu5Ac)
l pH 6.8; 70 mM Kaliumphosphat;
100 QOOX_Q' 90 mM KCI; 30 °C
Zentrifugation l
lv/l -190°C
Pellet Uberstand 100 000 x g-
l Zentrifugation
[BH]ACCOA (6 UM, 4.6 kBq)
exogenes Substrat (300 pM Neu5Ac)
pH 6.8; 70 mM Kaliumphosphat; v

90 mM KCI: 30 °C Uberstand Pellet

!

-190°C

-

Ultrafiltration
MWCO =10 kD

S

Filtrat Retentat

Sialinsaureanalvse

Schema von Enzymtest 3

Dieser Enzymtest wurde vorwiegend fir exogene Saccharide benutzt, aber auch exogene Pro-
teine, die dann im Ultrafiltrationsriickstand verblieben, konnten nach Abzug der durch endogene
Akzeptoren gebildeten Hintergrundaktivitét eingesetzt werden. Die linke Seite des Schemas
prasentiert den Enzymtest fir das solubilisierte Enzym (Variante 1), die rechte Seite die des
membrangebundenen Systems (Variante 2).

Dritter Enzymtest — Zweite Variante

Diese Variante des dritten Enzymtests unterscheidet sich lediglich durch die Verwendung von

Golgi-Membranenhomogenat als Enzymaquelle anstelle von Gol gi-M embranensol ubil sat.

Das Homogenat wurde hergestellt, indem das Membranpellet mit 100 pl optimalem deter-

genzfreiem Puffer Uberschichtet und mit Hilfe eines Mini-Potter-Homogenisators 5 bis 10 s lang

bei Leistungsstufe sieben unter stetiger, sanfter Auf- und Abbewegung resuspendiert wurde. Bis

zum Gebrauch verblieb das Homogenat auf Eis.

48



2 Material und Methoden

20 uI Homogenat wurden in 70 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.7), 90 mM KCl, 2 mM
Pefabloc und 2mM PMSF in Gegenwart von 300uM Akzeptor und minpuM
[*H]AcCoA (4.6 kBq) in einem Inkubationsvolumen von 100 pl firr 30 min bei 30 °C inkubiert.
Gestoppt wurde die Reaktion durch Schockfrieren in flissigem Stickstoff. Anschlief3end wurde
mit 1 ml eiskaltem aqua bidest verdinnt und zum Abtrennen der Membranen bei 100 000 x g
und 4 °C fir 20 min ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt, der Riickstand in 100 pl
aguabidest mit Hilfe eines Ultraschallstabes bei méglichst niedriger Leistung (25 Waitt,
10 Prozent Leistung, 5 s lang) resuspendiert und mit 1 ml eiskaltem aqua bidest vermischt. Nach
erneuter Ultrazentrifugation wie oben beschrieben, wurde wie nach der ersten Ul-
trazentrifugation verfahren und der Ruckstand ein zweites Ma unter den gleichen Bedingungen
resuspendiert und ultrazentrifugiert. Die 3 vereinten Uberstande wurden wie unter Variante 1 be-
schrieben weiter durch Ultrafiltration aufgearbeitet. Der Rickstand konnte wie im ersten En-

zymtest beschrieben weiter analysiert werden (Abbildung 7, rechte Seite).

2.2.35 Vierter Enzymtest

Einhundert pl, spéter auch 50 pl Solubilisat wurden in Gegenwart von 150 uM Gangliosid as
Akzeptor und 30 pM [*H]AcCoA (4.6 kBq) fiir 15 bis 20 min bei 30 °C inkubiert.

Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 ul eiskaltem Chloroform/Methanol im
Volumenverhdltnis 1:2. Die gestoppte L6sung verblieb fur 30 min auf Eis, bevor das ausgefallte
Protein bei 14 000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert wurde. Der Rickstand wurde verworfen
und der Uberstand unter Vakuum 1 h lang getrocknet. Der trockene Riickstand wurde in 50
Chloroform/Methanol im Volumenverhdltnis 1:2 unter starkem Schitteln resuspendiert, bei
14000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert und 20 pl des Uberstandes mit Kieselgeldiinn-
schichtchromatographie fir Ganglioside (1 2.2.2.1.2.1) anaysiert. 5 pl des Uberstandes wurden
mit 1 ml Szintillationscocktail gemischt und im Flissigszintillationszéhler auf Radioaktivitat

Uberprift.
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2.2.3.6 Flnfter Enzymtest

Golgi-Membranen

l

Solubilisierung:

> 14 mM CHAPS

50 mM KCI

50 mM Kaliumphosphat
pH5.6

Protease- und

Esteraseinhibitoren

l

100 000 x g-
Zentrifugation

Uberstand Pellet

Inkubation:

[eH]AcCoA (30 uM, 4.6 kBq)
150 uM GD3

30 °C; 15-20 min

HPTLC Analyse

Abbildung 8:
Schema von Enzymtest 5

Dieser Enzymtest wurde as Standard
entwickelt. Der Test ist sehr empfindlich,
gut reproduzierbar und schnell durchzu-
fihren. Dadurch eignete sich der Test auch
ideal zum Uberwachen von Enzymreinigun-
gen.

Finfzig pl, spéter auch 25 pl Solubilisat wurden in Gegenwart von 150 uM Gangliosid als
Akzeptor und 30 uM [*H]AcCoA (4.6 kBq) firr 15 bis 20 min bei 30 °C inkubiert. Gestoppt

wurde die Reaktion durch Schockfrieren in flissigem Stickstoff. Nach Auftauen auf Eis wurden

10 pl der Losung mit der Kieselgeldiinnschichtchromatographie fur Ganglioside (1 2.2.2.1.2.1)

analysiert. 5l der Losung wurden mit 1 ml Szintillationscocktail gemischt und im FlUssigs-
zintillationszéhler auf Radioaktivitét Uberpruft (Abbildung 8).

50



2 Material und Methoden

2.2.4 Methoden zur Produktcharakterisierung

2241 Alkalische De-O-azetylierung (REUTER und SCHAUER, 1994)

In Standardassays durch die solubilisierte 4-OAT azetyliertes Substrat wurde nach Anayse
auf Kieselgel-Diinnschichtchromatographieplatten in einer Ammoniakatmosphére Uber Nacht al-
kalisch verseift, die DC-Platte ammoniakfrei gefont und erneut analysiert.

Im Falle einer O-Azetylierung wirde das radioaktive Label nach der Behandlung nahezu
guantitativ verschwunden sein, bel einer N-Azetylierung oder einem anderweitigen Einbau in das
Kohlenstoffgerust jedoch erhalten bleiben.

2.24.2 L aktosylceramid als exogener Akzeptor

Um festzusstellen, ob die im Disialogangliosid gebundenen Sia und nicht der tbrige Teil des
Moleklls als Azetylgruppenakzeptor fungiert, wurde auch das vollsténdig desialylierte Produkt,
das sogenannte Laktosylceramid auf seine Akzeptorwirkung tberprift.

Enzymtest 4 folgend wurden 150 mM Laktosylceramid mit 15 pl Solubilisat in einem Inku-
bationsvolumen von 100 pl inkubiert (6.2 uM, [®H]AcCoA, 5.7 kBq). Als Kontrolle diente die
Inkubation von 150 mM GD3 unter den exakt gleichen Bedingungen.

2243 Inaktivierung des Enzyms durch Hitzedenaturierung

Als Hinweis auf eine enzymatische Reaktion gilt unter anderem auch die irreversible Inakti-
vierung eines Enzyms. Hierfur wurden 50 pl Solubilisat fir 15 min bel 95 °C erhitzt, ausgefalle-
nes Protein nach Abkuhlen der Lésung auf Eis durch 10 mindtige Zentrifugation bei 14 000 x g
entfernt und der Uberstand wie unter Enzymtest 4 beschrieben in Gegenwart von 150 uM GD3,
sowie 10 pM [*H]AcCoA (5.7 kBq) in einem Volumen von 100 pl inkubiert und analysiert. Als
Kontrolle diente die Inkubation von intaktem Solubilisat unter den gleichen Bedingungen.

2244 Propionsaurehydrolyse des enzymatisch O-azetylierten GD3

Das unter 2.2.4.12 gewonnene Produkt wurde in 500 pl 2 M Propionsdure bei 80 °C fur 4 h
hydrolysiert, lyophilisiert und der Riickstand nach Derivatisierung mit DMB Uber HPLC analy-
siert (1 2.2.2.3.1).

2.2.4.5 Behandlung des O-azetylierten GD3 durch verschiedene Sialidasen

Drel Sialidasen wurden hierfir verwendet, Sialidase von Arthrobacter ureafaciens, von Vi-
brio cholerae und vom Newcastle disease virus. Die Inkubation wurde stets in 100 ul Reakti-
onspuffer durchgefiihrt, der 50 mM Natriumazetat (pH 5.5), 65 uM GD3, 5puM 4-O-[*H]Ac-
GD3 und im Fallevon AUS und VCS 20 mU Sialidase, im Fall von NDVS 10 mU Sialidase ent-
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hielt. Fir eine optimale Enzymaktivitét bendtigte VCS zusétzlich 5 mM Kalziumchlorid. Nach
einer einstundigen Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Schockfrieren in fliissigem
Stickstoff gestoppt und Iyophilisiert. Der Lyophilisationsriickstand wurde dann in 20 pl eiskal-
tem Wasser gelést, bei 14 000 x g und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert und 15 pl des Uberstandes
wie unter 2.2.2.1.2.1 beschrieben Uber Kieselgel 60 Dunnschichtchromatographie analysiert. Die
Auswertung geschah tUber einen TLC-linear analyzer, Primulinférbung (1 2.2.1.3) und Bia-Far-
bung (1 2.2.1.2.1).

2.2.4.6 Co-Chromatographie von durch NDVS behandeltes enzymatisch O-azetyliertes
GD3 mit Neud,5Ac;

Ein weiterer Produktbeweis wurde nach co-chromatographischer Analyse des durch NDVS
behandelten Neu4,5Ac,-GD3 erhalten. Dazu wurden 15 pl des Uberstandes aus der Sialidasebe-
handlung mit 5 pg Neud,5Ac, auf der gleichen Spur aufgetragen und entwickelt. Die Analyse er-
folgte anschliel3end, sukzessive durch TLC-linear analyzer-Auswertung und Bial-Fér-
bung (1 2.2.1.2.1).

2247 Neud,5Ac; als exogener Akzeptor der solubilisierten 4-OAT

Neud,5Ac,, das nicht als Akzeptor dienen darf, wurde as weiteres Substrat des Enzyms
ausgtestet, um die Regiosel ektivitét der O-Azetylierungsreaktion zu bestétigen.

Hierzu wurden 15 pl Solubilisat mit 300 pM Neud,5Ac, und 4 pM [*H]AcCoA (8.2 kBq) in
einem Inkubationsvolumen von 200 pl inkubiert. Die Durchfiihrung erfolgte, wie unter Enzym-
test 2 beschrieben. Zur Kontrolle wurden 300 uM Neu5Ac unter den gleichen Voraussetzungen

inkubiert und analysiert.

2248 Neu5,9Ac; als exogener Akzeptor der solubilisierten 4-OAT

Im Gegensatz zu Neu4,5Ac; sollte Neu5,9Ac, a's exogenes Substrat der 4-OAT dienen.
Die Inkubation und Analyse erfolgte unter den gleichen, in Abschnitt 2.2.4.7 beschriebenen
Bedingungen.

2249 Neu5Gc-GM 3 a's exogener Akzeptor der solubilisierten 4-OAT

Von dem durch Prof. Dr. Shinsel Gasa zur Verfigung gestellten Gangliosid Neu4Ac5Gc-
GM3 wurden 200 pg de-O-azetyliert (1 2.2.1.14) und ein Teil des entstandenen Neu5Gc-GM3
als exogenes Substrat fur die solubilisierte 4-OAT genutzt. Enzymtest 4 folgend wurden 45 pl
Solubilisat in einem Volumen von 60 pl inkubiert (10 uM [*H]AcCoA, 9.25kBq, 115 puM

Neu5Gc-GM3). Als Kontrolle diente eine Inkubation ohne exogenen Akzeptor.
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Die Analyse erfolgte standardméaldig wie unter Enzymtest 4 beschrieben mit der Modifikation,
dal auf der gleichen Spur der Dunnschichtplatte 5 ug Neu4dAc5Gc co-chromatographiert und

analysiert wurden.

22410 NeudAc5Gc-GM3 als exogener Akzeptor der solubilisierten 4-OAT

Der gleiche Versuch wie unter 2.2.4.9 beschrieben wurde mit der gleichen Konzentration
NeudAcGc al's Substrat durchgefiihrt.

22411  Co-Chromatographie von enzymatisch O-azetyliertem GD3 mit Neu5,9Ac,-GD3

Hierfir wurde Enzymtest4 folgend (50 ul  Solubilisat, 150uM GD3, 15uM
[*H]AcCoA (5.7 kBq)) tritiummarkiertes 4-O-Ac-GD3 biosynthetisiert und analysiert, wobei zu-
sétzlich zur radioaktiven Substanz 5 pg 9-O-Ac-GD3 auf die gleiche Spur aufgetragen wurden.
Nach Entwicklung und Analyse der Platte durch einen TLC-linear-analyzer und Farbung der si-

alinsaurehaltigen Substanzen durch das Bial-Reagenz wurden beide Auswertungen korreliert.

22412  Prgparation von enzymatisch O-azetyliertem GD3

Es wurden 1100 ul Solubililsat (70 mM Kaliumphosphat (pH 6.7), 90 mM Kaliumchlorid,
2 mM Pefabloc, 150 pl Complete (1 2.2.3)) hergestellt, hiervon 100 pl fur Kontrollexperimente
abgenommen und 1000 pl Solubilisat fur 1 h bei 30 °C in 150 uM GD3 und 13 uM AcCoA in-
kubiert. Die Reaktion wurde durch Abkthlen auf Eis gestoppt und jewells 200 pl der Lésung mit
800 ul Chloroform/Methanol (1:2) kraftig durchmischt und fir 1 h bei —20 °C gelagert. Nach
14 000 x g Zentrifugation wurden die Uberstande unter Vakuum in einem SpeedV ac-concentra-
tor getrocknet. Als Kontrolle werden 100 ul Solubilisat wie unter Enzymtest 4 beschrieben inku-
biert und analysiert.

Die nicht radioaktiven, getrockneten Proben wurden in je 50 pl Chloroform/Methanol (1:2)
aufgenommen, fur 10 min bei 14 000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand auf eine
10 x 10 cm grofl3e Kieselgel 60 HPTLC-Platte aufgetragen. Dabel wurden zwel 3.5 cm breite
Bahnen aufgetragen. Unterbrochen waren die beiden Bahnen von einer 1 cm breiten Licke, in
deren Mitte eine 0.5cm breite Bahn mit 10 pl der radioaktiven Kontrollprobe aufgetragen
wurde. Auf3erdem wurden die nicht radioaktiven Auftragbahnen von ebenfalls 0.5 cm breiten ra-
dioaktiven Kontrollbahnen flankiert. Die DC-Platte wurde im Gangliosidlaufmittel entwickelt,
getrocknet und die radioaktiven Spuren mit Hilfe eines TLC-linear-analyzers analysiert. Die Be-
reiche, in denen der radioaktive Produktpeak auftrat, wurden mit einem Bleistift miteinander ver-
bunden und der so markierte nichtradioaktive Bereich mit einem Spatel sehr vorsichtig von der

Platte gekratzt. Das so erhaltene Kieselgel wurde in einer mit einer Glasfritte versehenen Glas-
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saule mit 20 ml Chloroform/Methanol/Wasser (30/60/8) eluiert (MUTHING und HEITMANN,
1993), das Eluat an einem Rotationsverdampfer auf ein Volumen von 5 ml eingeengt und der
Rickstand nach Zugabe von 50 ml Wasser lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde anschlief3end in
2 ml Chloroform/Methanol/Wasser (30:60:8, v/v/v) aufgenommen und auf 2 ml DEAE-Sepha
rose wie unter 2.2.2.2.2 beschrieben chromatographiert. Das lyophilisierte Produkt wurde an-
schlief3end noch tber Sepak ™-Reversed Phase-Chromatographie gereinigt (1 2.2.2.2.3).

2.24.13  Inkubation und anschlief3ende Analyse von Golgi-Membranen mit nicht radioakti-
vem AcCoA in An- oder Abwesenheit von GD3

Golgi-Membranen einer Golgi-Fraktion wurden in 100 pul Kaliumphosphatpuffer (70 mM,
pH 6.7, 90 mM Kaliumchlorid) homogenisiert und davon 50 pl in Gegenwart von 2 mM Pefab-
loc und 24 uM nicht radioaktivem AcCoA in einem Volumen von 100 pl fir 30 min bei 30 °C
inkubiert. Als Kontrolle wurden die restlichen 50 ul des Homogenats unter den gleichen Bedin-
gungen, aber ohne AcCoA inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkuhlen auf Eis gestoppt, die
Suspension bei 100 000 x g und 4 °C fir 10 min ultrazentrifugiert und der Uberstand Iyophili-
siert. Das Pellet wurde durch sanfte Ultraschallbehandlung (5s, 25 W, 10 %) in 200 pl bidestil-
liertem Wasser resuspendiert und nach Zugabe von 200 pl 4 M Propionsaure bei 80 °C fur 4 h
hydrolysiert. Nach Lyophilisation wurden beide Lyophilisationsrickstande in 20 ul 2 M Essig-
sdure gelost und nach DMB-Derivatiserung nach der Methode von Haraetal. analy-
siert (1 2.2.2.3.1).

2.24.14  Inkubation und anschliefRende Analyse von Solubilisat mit GD3 und nicht radioakti-

vem AcCoA

Fur diese Untersuchung wurden 450 pl Solubilisat in Gegenwart von 50 uM AcCoA und
150 uM GD3 fir 2 h bel 30 °C inkubiert. Die auf Eis abgekuhlte Lésung wurde Uber Nacht er-
schopfend gegen dreimal 70 ml bidestilliertes Wasser dialysiert und das Retentat nach Lyophili-
sation in 500 pl 2 M Propionsdure fur 4 h bei 80 °C hydrolysiert. Nach Abkuhlen der Reak-
tionsmischung auf Eis wurde wie schon oben beschrieben diaysiert und das Dialysat
lyophilisiert. Der Lyophilisationsriickstand wurde daraufhin in 100 pl bidestilliertem Wasser
aufgenommen und 10ul dieser Loésung nach Lyophilisation per RP-HPLC
analysiert (1 2.2.2.3.1).

Als Kontrolle wurden 450 ul Solubilisat in Gegenwart 50 uM AcCoA jedoch ohne GD3 unter
den gleichen Bedingungen inkubiert, aufgearbeitet und anaysiert.
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2.2.4.15 Unterschiedliche Puffer fur die 4-OAT-Reaktion

Da Phosphatpuffer in Hinblick auf eine Anionenaustauschchromatographie des Enzyms
schlecht geeignet ist, wurden Enzymtests stattdessen in einem der Sulfonséurepuffer (Good-Buf-
fer) BES, HEPES, MES und MOPS ausprobiert.

Fur diese Untersuchung wurden finf verschiedene Solubilisate nach bewdahrter Art berei-
tet (1 2.2.3), mit dem einen Unterschied, dal3 anstelle des 50 mM Kaliumphosphats als Puffer-
substanz 50 mM der oben genannten Puffersubstanzen bei gleichem pH-Wert zum Einsatz ka-
men. Ein Solubilisat enthielt als Kontrolle herkdmmlichen Kaliumphosphatpuffer. Die Inkuba-

tionen und Analysen wurden wie unter Enzymtest 4 beschrieben durchgefuhrt.

225 Methoden zur Enzymchar akterisierung

2251 Solubilisierung von M eerschwei nchenl eber-Gol gi-M embranen

Die aus der Praparation der Meerschweinchenleber mittels diskontinuierlichem Saccharose-
gradienten gewonnenen Golgi-Membran-Aliguots wurden gewdhnlicherweise wie folgt solubili-
siert: Das Membranpellet wurde mit 100 pl aqua bidest Uberschichtet und mit Hilfe eines Mini-
Potter-Homogenisators 5 bis 10 s lang bei Leistungsstufe sieben unter stetiger, sanfter Auf- und
Abbewegung resuspendiert und bis zur Solubilisierung auf Eis gelagert. In 1000 ul Solubilisie-
rungspuffer, der aus 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 5.7), 50 mM KCI, 16 mM CHAPS,
2mM Pefabloc und 150 pl einer Stammldsung aus einer Tablette Complete-Mini in 1500 pl
agua bidest bestand, wurden 105 pl der Golgi-Membransuspension fur 5 min unter kréftigem
Schitteln auf einem Eppendorf-Schittler bei Raumtemperatur solubilisiert. Das Reaktionsgefal3
wurde anschlief3end fur 20 min bei 100 000 x g und 4 °C ultrazentrifugiert und der partikellose,
klare Uberstand entweder direkt verwendet oder bis zum Gebrauch bei -80 °C eingefroren.
Verbliebenes Homogenat und der Rickstand der Ultrazentrifugation wurden fir eine Protein-
konzentrationsbestimmung aufgehoben.

Die Herstellung von Solubilisaten fir spezielle Untersuchungen sind in den entsprechenden
Abschnitten beschrieben.

2252 Sialyltransferasetest

Maximal 100 ug Protein aus Golgi-Membranhomogenat oder anderen Quellen wurden fiir 4 h
bei 37°C mit 25pyM CMP-[**C]Neu5Ac (214 Bequerel) in 250 pl 100 mM  Kakodylatpuf-
fer (pH 6.5), 0.1 prozentigem BSA, 200 mM Galaktose, 1 mM Neu2en5Ac und 1 mM PMSF
inkubiert. Abhangig von dem Experiment waren dartberhinaus 200 pug Asialofetuin und/oder
26 mM Triton X-100 in der Inkubationsdsung vorhanden. Die Reaktion wurde durch
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15 mindtiges Abkthlen auf Eis gestoppt und fur 15 min bel 14 000 x g und 4 °C zentrifugiert. In
10 pul des Uberstandes wurde die Radioaktivitat quantitativ bestimmt, 15 pl des Uberstandes
wurden auf 1cm breiten Spuren auf 20 oder 10 cm langen Zellulosediinnschichtchromato-
graphieplatten aus Glas aufgetragen und in 95 prozentigem Ethanol/0.1 M Ammoniumazetat im
Volumenverhdltnis 7:3 entwickelt. Im Falle der 10 cm langen Platten wurde die Entwicklung
auch mehrmals durchgeftihrt. Nach dem Trocknen der Platte, wurde die Radioaktivitéat auf der
Dunnschichtplatte mit einem TLC-linear analyzer bestimmt. Die am Bandenstart verbliebenen
Komponenten galten als Mali3 fur das siaylierten Asiaofetuin. Alle anderen Komponenten, wie
uberschiissige CMP-Neu5Ac oder daraus entstandene NeuSAc migrierten vom Bandenstart fort.
Korrelation der so gefundenen Radioaktivitdt mit der inkubierten Proteinmenge ergaben die
spezifische Sialyltransferaseaktivitét.

2253 Bestimmung der optimalen CHAPS-K onzentration

Die Bestimmung der optimalen CHAPS-K onzentration wurde fir verschiedene Substrate (en-

dogen, exogenes Neu5A ¢ und exogenes GD3) durchgefihrt.

2.25.3.1  FUr endogenes Substrat

Eine Golgi-Membranenfraktion wurde in 100 ul 70 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.7,
90 mM Kaliumchlorid) homogenisiert und 10 pl des Homogenats in 190 ul des gleichen Puffers
mit steigenden CHAPS-Konzentrationen (0, 5.6, 11.2, 22.4, 33.5 und 44.7 mM) solubilisiert, in-
kubiert und analysiert, wie es unter Enzymtest 1 beschrieben steht.

2.25.3.2  Fur exogenes NeubAc

Von enem Golgi-Membranenhomogenat, das in 110ul 70 mM Kaliumphosphatpuf-
fer (pH 6.7, 90 mM Kaliumchlorid) bereitet worden war, wurden 15 pl in 190 pl des gleichen
Puffers mit steigenden CHAPS-Konzentrationen (0, 7, 14, 21 und 28 mM) solubilisiert und der
100 000 x g Ultrazentrifugationstiberstand anschlief?end inkubiert und analysiert, wie es unter
Enzymtest 2 beschrieben steht.

2.2.5.3.3 FUr exogenes GD3

In entsprechender Weise wurde fur das exogene Substrat GD3 verfahren, wobei zwolfmal
10 pl Homogenat (50 mM Kaliumphosphat (pH 5.7), 50 mM Kaliumchlorid) in 50 ul des glei-
chen Puffers bel 0, 4, 5, 8, 10, 14, 16, 18, 20, 22, 25 und 30 mM CHAPS-Konzentration En-

zymtest 4 folgend inkubiert und analysiert wurden.
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2254 Zeitabhangigkeit der 4-OAT-Reaktion

22541 Mit endogenem Substrat

22542 Mit NeuSAc als Substrat
Enzymtest 2 folgend wurde die Neu4,5Ac,-Bildung nach 5, 10, 15, 20, 30, 40 und 60 min ver-
folgt.

22543 Mit GD3as Substrat
Diese Untersuchung wurde mit Enzymtest 4 durchgefihrt. Hierzu wurden 14 ug solubi-

lisiertes Protein in Finf- bis Zehnminutenintervallen Gber maximal 50 min lang inkubiert.

2255 Temperaturabhangigkeit der solubilisierten 4-OAT

Diese Untersuchung wurde mit Enzymtest 5 durchgefihrt. Dabei wurden 30 pg solubilisiertes
Protein bei jeweils 0, 10, 20, 25, 27, 30, 33, 35, 37, 41 und 55 °C inkubiert.

2.25.6 pH-Optimum der solubilisierten 4-OAT

Fur dieses Experiment wurden 15 150 mM Kaliumphosphatpuffer mit folgenden pH-Werten
angesetzt: 4.9,5.2,5.4,5.6,5.8, 6.1, 6.3,6.5,6.7,6.9, 7.2, 7.4, 7.6, 7.9 und 8.2.

Zehn ug Protein aus Golgi-Membranhomogenat wurden in 70 mM KCl, 16 mM CHAPS,
2 mM Pefabloc, 15 pl Complete-Stammlésung und 70 mM Kaliumphosphatpuffer des jeweiligen
pH-Wertes solubilisiert. Das Solubilisierungsvolumen betrug 50 ul. Die Mischungen wurden fur
5 min kraftig bei Raumtemperatur geschittelt, ohne Schaum zu erzeugen und fir 15 min bel
100 000 x g und 4 °C ultrazentrifugiert. Funfundvierzig pul des Uberstandes wurden daraufhin
mit [*H]JAcCoA und GD3 fir 15min bei 30°C inkubiert, wobei die Konzentration von
[*H]AcCoA 20 pmol pro Liter mit einer Zerfallsrate von 4.6 kBq betrug. Die Konzentration von
GD3 betrug 70 pumol pro Liter. Abstoppen und Anayse erfolgte wie unter Enzymtest 5 beschrie-

ben.

2.25.7 Abhangigkeit der solubilisierten 4-OAT von der Pufferkonzentration

Funf pl eines Solubilisats, das mit 10 mM Kaliumphosphatpuffer und ohne Kaliumchlorid
angesetzt worden war, wurden mit so viel einer 100 MM Kaliumphosphatpufferstamml6-
sung (pH 5.7) versetzt, dal? die Endkonzentration an Kaliumphosphat in 30 pl 10, 20, 30, 40, 50,
60, 65, 85, 95, 105, 115, 125 und 135 uM betrug. Die Ubrigen Konzentrationen entsprachen de-
nen im Solubilisierungspuffer. Es wurde mit 20 pM [*H]AcCoA (4.6 kBq) und 70 uM GD3 fiir
15 min bei 30 °C inkubiert und wie unter Enzymtest 5 beschrieben analysiert.
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2258 Kaliumchloridoptimum der solubilisierten 4-OAT

Fur dieses Experiment wurden entsprechende KCI-Mengen lyophilisiert, so dai3 die KCI-End-
konzentration nach Auflésen des Lyophilisats in 30 ul KCl-freiem Solubilisat O, 10, 20, 30, 40,
50, 70 oder 90 Millimoal pro Liter betrug. Inkubiert wurde fur 15 min bel 30 °C mit 20 uM
[*H]AcCoA (4.6 kBq) und 70 pM GD3. Abstoppen und Analyse erfolgte wie unter Enzymtest 5

beschrieben.

2.259 Reversible Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch hohe Kaliumchloridkonzen-
tration

Um festzustellen, ob die Enzymaktivitdt nach Lagerung des Enzyms bel hohen
K CI-Konzentrationen durch Verdinnen auf die optimale Salzkonzentration wieder herzustellen
war, wurde wie folgt verfahren:

In Eppendorf-Reaktionsgefal3e wurde soviel KCI lyophilisert, daf3 eine 200 mM K Cl-Endkon-
zentration im Inkubationsvolumen von 30 pl erzielt wurde. Der Lyophilisationsriickstand wurde
anschlieffend mit 25 pl KCl-freilem Solubilisat gel6st. Die Proben wurden mit je 80 ul optima
lem Puffer, der 200, 150, 100 und 50 mM KCI enthielt, verdiinnt, und mit 5 ul [*H]AcCoA-
Losung (4.6 kBg, Endkonzentration 30 uM) in Gegenwart von GD3 (Endkonzentration 150 uM)
inkubiert. Als Kontrollexperiment wurde entsprechend weniger KCl vorgelegt und mit 80 pl op-
timalem Puffer verdinnt, so dal3 die Endkonzentration wahrend der Inkubation optimale
50 mmol/l betrug.

Die Inkubation erfolgte Uber 30 min bei 30 °C und wurde durch Schockfrieren in flissigem
Stickstoff gestoppt. Je 20 pl der Probel6sungen wurden auf 1 cm breiten Bahnen mit Kiesel-
gel 60-Dunnschichtchromatographie wie unter Enzymtest 5 beschrieben analysiert.

2.25.10  Proteinabhangigkeit der solubilisierten 4-OAT

Die Abhangigkeit der Enzymreaktion vom Proteingehalt wurde einerseits fur das membran-
gebundene System als auch fir das solubilisierte Enzym untersucht.

2.25.10.1 Das membrangebundene System

Ein Golgi-Membranenpellet  wurde in 180l 70 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.7,
90 mM Kaliumchlorid) homogenisiert und mit 190 pl desselben Puffer verdinnt. Je 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35 und 40 ul des Homogenats (1 ug Protein/ul) wurden in 200 pl des Puffer mit
6 UM [*H]AcCoA (1.5 kBq) bei 30 °C fir 5 min inkubiert und wie unter Enzymtest 1 beschrie-
ben mit PCA gestoppt und weiter aufgearbeitet.
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2.25.10.2 Diesolubilisierte 4-OAT
Enzymtest 2 folgend wurden 5, 10, 15, 20 und 25 ul Solubilisat (15 pg Protein/pl) mit
300 uM Neu5Ac und 4 uM AcCoA (8.4 kBq) in einem Volumen von 200 pl inkubiert und ent-

sprechend analysiert.

2.25.11  Nachinkubation mit AcCoA
Wahrend der Zeit einer Inkubation mit AcCoA nimmt die AcCoA-Konzentration ab, gleich-

zeitig nimmt die des Inhibitors CoA zu. Zwei Tatsachen, die gegenseitig eine Abnahme der 4-
OAT-Aktivitat wahrend der Inkubation beschleunigen kdnnen. Wenn das der Fall sein sollte, so
konnte mit einer AcCoA-Nachinkubation dieser Effekt aufgehoben werden.

Eine Nachinkubation wurde fur die Inkubation der 4-OAT mit den exogenen Substraten
Neu5Ac und GD3 durchgefihrt. Im Falle des NeuSAc, welches Enzymtest 3 folgend inkubiert
wurde (1 2.2.3.3), erfolgte nach 15 min die Zugabe von 5 pl optimalem Puffer, der 126 uM
[*H]AcCoA (4.6 kBq) enthielt, so dai sich die AcCoA-Endkonzentration im nun 105 pl umfas-
senden Inkubationsvolumen mit 12 uM verdoppelt hatte. Das Verhédtnis von radioaktivem zu
nichtradioaktivem AcCoA wurde hierbel konstant gehalten. Die Inkubation wurde Enzymtest 3
folgend zuende gefiihrt. Fir GD3 als exogenem Akzeptor wurde dhnlich verfahren. Nach 5 min
Inkubation wurden dem Reaktionsansatz 2 pl 480 pM [*H]AcCoA-L6sung (4.6 kBq) in optima-
lem Puffer zugefigt und Uber die verbliebene Restinkubationszeit weiter inkubiert. Auch hierbel
blieb das Verhdltnis von radioaktivem zu nichtradioaktivem AcCoA konstant. Das weitere Pro-
zedereist Enzymtest 5 zu entnehmen (1 2.2.3.6).

22512  Kinetische Aspekte

2.2.5.12.1 Michadis-Menten-Kinetik fir die Substrate AcCoA, GM3, GD3, GDlaund GD1b
Eine Michaglis-Menten Kinetik bezliglich AcCoA wurde durchgefiihrt, indem steigende
Mengen AcCoA (18 —-708 pmol) in Gegenwart von jewells 5.5 ug GD3 in Reaktionsgefalen
lyophilisert und anschlieBend in je 5pl [H]JAcCoA (4.9 pmol, 4.6 kBq) geldst wurden. Die
Reaktionsgeféaile wurden daraufhin mit 25 pl, auf 30 °C vortemperiertem Solubilisat fir 15 min
bei 30 °C inkubiert. Gestoppt und weiter aufgearbeitet wurde wie in Enzymtest 5 beschrieben.
Zwe graphische Darstellungen wurden gewahlt: Der direkte Auftrag von Umsatz gegen die
AcCoA-Molaritdt und der entsprechend reziproke Auftrag nach Lineweaver und Burk. Bel einer
der MichadlisMenten-Kinetik gehorchenden Enzymreaktion ergibt sich in der Lineweaver-
Burk-Darstellung eine Gerade, die den ersten Quadranten absteigend in Richtung des vierten
Quadranten verl a3, wobei der Schnittpunkt der Gerade mit der Abszisse im vierten Quadranten

den Kehrwert der apparenten Michaelis-Menten-Konstante ergibt, der Schnittpunkt der Geraden
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mit der Ordinate den Kehrwert der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit.

Fir die Bestimmung derselben Parameter in Bezug auf die Ganglioside GM3, GD3, GD1l1a
und GD1b wurden steigende Mengen des jeweiligen Gangliosids in Reaktionsgefalien lyophi-
lisiert und mit je 5 pl [*H]JAcCoA (900 pmol, 4.6 kBq, in optimalem Puffer (1 2.2.3.6)) geldst,
bevor mit 25 pul, auf 30 °C vortemperiertem Solubilisat fur 15 min bei 30 °C inkubiert wurde.
Gestoppt und weiter aufgearbeitet wurde wiederum wie in Enzymtest 5 beschrieben. Die
Auswertung erfolgte analog der zuvor beschriebenen.

Die Konzentration der Ganglioside im Reaktionsansatz lag zwischen 0 und 150 pmol pro Li-

ter.

2.25.12.2 Bestimmung der Inhibitionskonstante fir CoA

Um ene Inhibitionskonstante zu bestimmen, wird die Enzymreaktion bei steigenden Sub-
stratkonzentrationen in Gegenwart konstantgehaltener Inhibitorkonzentrationen betrachtet. Das
Substrat war in diesem Fall AcCoA, der Inhibitor CoA. Bei dieser Untersuchung wurde Enzym-
test 5 gefolgt. In einer Reaktionsfolge wurden dabei gleiche Mengen Solubilisat mit
fUnf verschiedenen AcCoA-Konzentrationen inkubiert, denen jewells die gleiche Menge CoA
zugesetzt worden war. Die AcCoA-Konzentrationen betrugen hierbei 10, 20, 30 und 40 pmol pro
Liter, die vier dabei untersuchten CoA-Konzentrationen betrugen 0, 10, 20 und 30 pumol pro Li-
ter. Die Auswertung erfolgte analog der von Lineweaver und Burk in nur einer Darstellung, wo-
bei je nach Art der Hemmung unterschiedliche Ergebnisse erhalten werden kénnen, weshalb hier

auf den Ergebnisteil verwiesen sein soll (1 2.2.5.12.2).

2.25.13 Weitere Inhibitionsversuche

2.2.5.13.1 Inhibitionsversuch mit 3"-Dephospho-CoA

Der Inhibitor 3"-Dephospho-CoA wurde in vorgegebenen Konzentrationen lyophilisiert, und
mit 15 pl einer [*H]AcCoA-L6sung (4.6 kBq) aufgenommen. Durch Zugabe von 15 pl 30 °C
warmen Solubilisats wurde die Reaktion gestartet. Die AcCoA-Konzentration betrug im Reak-
tionsansatz stets 30 umol pro Liter, die des 3"-Dephospho-CoA 0, 1, 5, 10, 20, 30, 40 oder
100 pmol/Liter. Die Durchfiihrung des Enzymtestsist unter Enzymtest 5 nachzulesen.

2.2.5.13.2 Inhibitionsversuch mit Desulfo-CoA

Desulfo-CoA wurde ebenfalls in vorgegebenen Konzentrationen Iyophilisiert, in der Weise,
daid die Konzentration des Inhibitors im Reaktionsansatz 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 oder
200 pmol/Liter betrug. Das Lyophilisat wurde vor der Inkubation mit 30 °C warmen Solubilisat
in 5 pl einer [*H]AcCoA-Lésung (4.6 kBg) aufgenommen. Die AcCoA-Konzentration im Reak-
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tionsansatz betrug jeweils 30 umol/Liter. Die Durchfihrung des Enzymtests ist unter Enzym-
test 5 nachzulesen.

2.2.5.13.3 Inhibitionsversuch mit DIDS (4,4 -Diisothiocyanato-2,2"-stilbendi sulfonsaure)

Der Inhibitionsversuch mit DIDS wurde analog der zuvor beschriebenen Inhibition mit
Desulfo-CoA durchgefiihrt. Die DIDS-Konzentration betrug wahrend der Inkubation 0, 10, 20,
30, 40, 50, 100, 200 oder 300 pumol/Liter. Alle anderen Angaben sind dem zuvor beschriebenen
Inhibitionsprotokoll zu entnehmen.

2.2.5.13.4 Inhibitionsversuche mit verschiedenen Nukleotiden und anderen Verbindungen

Unter Anwendung von Enzymtest 5 wurden folgende Verbindungen in 1 millimolarer Kon-
zentration auf ihre inhibitorische Wirkung bezlglich der solubilisierten 4-OAT Uberpriift:

AMP; ATP; 3,5-ADP; c-AMP; CMP; IMP; IDP; ITP; NAD; NADP; Adenosin; Adenin;
Panthothensaure, PLP und p-CMB.

Die in Wasser gel6sten Substanzen wurden in der entsprechenden Konzentration lyophilisert,
in 15pl Solubilisat und 10 pl optimalem Puffer aufgenommen und wie beschrieben mit
[*H]AcCoA und GD3 inkubiert und analysiert.

2.2.5.13.5 Inhibitionsversuch mit Laktosylceramid

Um den inhibitorischen Einflu von Laktosylceramid (Asiao-GD3) zu Uberprifen, wurden
vier verschiedene Mengen Laktosylceramid zusammen mit gleichen Mengen GD3 lyophilisiert,
so da die Konzentration an Laktosylceramid im Reaktionsansatz 40, 80, 120 oder
140 pmol/Liter, die des GD3 80 umol/Liter betrug. Das Lyophilisat wurde mit je 20 pl Solubili-
sat aufgenommen und mit 5 ul [*H]JAcCoA (4.6 kBq) inkubiert. Die AcCoA-Konzentration be-
trug dabei 30 umol/Liter. Weitere Einzelheiten sind Enzymtest 5 zu entnehmen.

2.2.5.13.6 Inhibitionsversuch mit Cibacron-Blue F3G-A

In Hinblick auf den Reinigungsversuch der solubilisierten 4-OAT durch sogenannte Farb-
stoffsdulen wurde der fur nukleotidabhéngige, insbesondere CoA-abhangige Enzyme geeignete
blaue Farbstoff Cibacron Blue F3G-A in seiner ungebundenen Form als Inhibitor getestet.

Dazu wurden Enzymtest 5 folgend steigende Konzentrationen von lyophilisiertem Farbstoff
in je 20 pl Solubilisat mit 5 pl [°H]AcCoA in Gegenwart von GD3 inkubiert und analysiert. Die
Farbstoffkonzentration betrug dabei 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 150, 200 und 400 pumol/Liter.

22514  Stabilitatstests

2.25.14.1 Stabilitatstest des membrangebundenen Enzyms bel drel Temperaturen
Ein Meerschweinchenleber-Golgi-Membranpellet wird in 200 ul optimalem Puffer (ohne
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CHAPS) homogenisiert und mit weiteren 190 pl desselben Puffers verdinnt.

Dreimal 120 pl dieses Homogenats wurden bei drel verschiedenen Temperaturen (0 °C, 4 °C,
25 °C) gelagert. Nach 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 h wurden jeweils 15 pl des Homogenats fur den
Enzymtest mit 175l des Puffers verdunnt und mit 15pl [*H]AcCoA-Losung (1.3 kBq,
1.2 nmol) 5 min lang inkubiert. Als Akzeptoren dienten endogen vorhandene Substrate.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 ul eiskalter PCA gestoppt. Die PCA-Endkonzen-
tration in der gestoppten Losung betrug dabei 400 Millimol pro Liter. Nach zehnminitigem
Kiihlen auf Eis wurde die Probe fur 10 min bei 14 000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, und der Rickstand in 100 pl aquabidest mit Hilfe eines Ultraschallstabes bel
maoglichst niedriger Leistung (25 Watt, 10 Prozent Leistung, 5 s lang) resuspendiert und mit 1 ml
eiskaltem aqua bidest vermischt. Nach erneuter Ultrazentrifugation wie schon oben beschrieben,
wurde wie nach der ersten Ultrazentrifugation verfahren und der Rickstand ein zweites Mal
unter den gleichen Bedingungen resuspendiert und ultrazentrifugiert. Nach Verwerfen des dritten
Uberstandes, in dem Radioktivitdt nur noch in Hohe des natiirlichen Hintergrundes festgestelIt
werden konnte, wurde der Riickstand ein letztes Mal in 200 ul aquabidest resuspendiert und
50 pul der Suspension akalisch hydrolysiert. Die alkalische Hydrolyse wurde in 400 pl 1 M
Natronlauge fur 10 min bei 80 °C durchgefihrt, die Lésung fur 5 min auf Eis abgekthlt und das
Reaktionsgefald zwecks Entfernen der an der Deckelwandung haftenden Kondensldsung kurz
anzentrifugiert. Die Losung wurde durch Zugabe von 200 pl 2 M Salzsdure neutralisiert und
150 pl dieser Losung nach Mischen mit 1 ml Szintillationscocktail im FlUssigszintillationszahl er
auf Radioaktivitét Uberprdift.

2.25.14.2 Stabilitétstest des solubilisierten Enzyms bel 4 °C

Es wurden 700 pl Solubilisat hergestellt, hiervon (Enzymtest 4 folgend) 90 pl sofort auf
4-OAT-Aktivitét Uberpriift und das Ubrige Solubilisat bei 4 °C gelagert. Nach 24, 48, 72, 96 und
168 h wurden dem Solubilisat jewells 90 pl entnommen, die entsprechend der ersten Probe inku-

biert wurden. Alle Proben wurden am letzten Entnahmetag gemeinsam analysiert.

2.25.14.3 Stabilitatstest des solubilisierten Enzyms gegenuber Frier-Tau-Zyklen

HierfUr wurden 600 pl Solubilisat in sechs 100 pl-Aliquots aufgeteilt, von denen finf so-
gleich bei -80 °C eingefroren wurden. Neunzig pl des verbliebenen Aliquots wurden wie unter
Enzymtest 4 beschrieben inkubiert und analysiert. Nach 30 min wurden die eingefrorenen Ali-
quots bei 30 °C aufgetaut und eines dieser Aligquots wie soeben beschrieben inkubiert, wahrend
die verbliebenen vier Proben wieder fir 30 min eingefroren wurden. Dieser Vorgang wiederholte

sich, bis auch die sechste Probe inkubiert worden war.
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2.25.14.4 Stabilitatstest des solubilisierten Enzyms gegentber Lyophilisation
Hierfir wurden 20 pl Solubilisat lyophilisert und der Ruckstand mit 20 pl  bidestil-
liertem Wasser aufgenommen. Enzymtest 5 folgend wurde diese Probe und 20 pl des Original-

solubilisats inkubiert und analysiert.

2.2.5.14.5 Einflul3 anderer Substanzen auf die 4-OAT-Aktivitét

Weiterhin wurden Substanzen ausgetestet, die Enzympraparationen oftmals als Stabilisatoren
zugesetzt werden (VON JAGOW et al., 1994). Es handelte sich dabei um Glycerin, Saccharose,
DTT, 2-Mercaptoethanol und 2-Mercaptoethanolamin Auf3erdem wurde EDTA eingesetzt, um
die Abhéangigkeit der Enzymaktivitét von zwei- und dreiwertigen Metallkationen zu Gberprifen.
Dem Experiment lag Enzymtest 3 oder Enzymtest 5 zugrunde. DTT, 2-Mercaptoethanol und 2-
Mercaptoethanolamin wurden in einer 2 mM, EDTA in 1 mM und Saccharose in 200 mM Kon-
zentration eingesetzt. Glycerin lag im Inkubationsansatz 14 %-ig (w/v) vor. Die Inkubationsbe-

dingungen und Analyseverfahren sind den entsprechenden Enzymtestprotokollen zu entnehmen.

2.25.15  Ultrefiltrierfahigkeit der solubilisierten 4-OAT

Fur diese Experimente wurden 500 ul Solubilisat in Centrex UF-0.5-Einheiten mit einer
molekularen Ausschluf3grenze von 30 kDa so lange bei 9000 x g und 4 °C zentrifugiert, bis etwa
50 pl Rickstand verblieben. Das Filtrat wurde gesammelt, der Rickstand mit 450 pl optimalem
Puffer durchmischt und erneut unter den oben beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. In
Wiederholungsexperimenten wurde auch 1 ml Solubilisat Gber Centrex UF-2.5-Einheiten bel
3500 x g zentrifugiert, bis das Rickstandvolumen etwa 100 pl betrug. Das Filtrat wurde gesam-
melt und der Rickstand mit 2 ml optimalem Puffer durchmischt. Nach einer zweiten Ultrafiltra-
tion wurden die 100 ul Ultrafiltrationsrickstand al's Enzymquelle verwandt.

Zur Uberprifung noch vorhandener Enzymaktivitat wurden entweder 20 pl Filtrat, 2 pl des
mit 18 pl optimalen Puffer vermischten Filtrationsriickstandes oder 2 pl des mit 18 ul Ultrafiltrat
vermischten  Filtrationsrickstandes in Gegenwart von  150pM  GD3  und
30 uM [*H]AcCoA (4.6 kBg) wie unter Enzymtest 5 beschrieben inkubiert und weiter aus-
gewertet. Als Kontrolle diente die Inkubation von 20 ul des Solubilisats unter den gleichen
Bedingungen.

Fur weitere Kombinationsexperimente wurden die eben beschriebenen Versuche jeweils mit
hitzeinaktiviertem Ultrafiltrat oder Ultrafiltrationsriickstand oder Solubilisat durchgefthrt. Die
Hitzeinaktivierung geschah durch 15 minitiges Erhitzen auf 95 °C.

22516  Co-Faktor-Abhangigkeit der 4-OAT-Reaktion
Fur dieses Experiment wurden 300 pl 30 kDa-Ultrafiltrat aus 500 pul Solubilisat gewon-
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nen (1 2.2.5.15) und Uber Seppak™-Chromatographie in hydrophile und hydrophobe Bestand-
teile getrennt. Dazu wurde das Chromatographiematerials in einer 0.6 x 1 cm grof3en Séule mit
3 ml Chloroform/Methanol (2:1; v/v), 2 ml Chloroform/Methanol (1:1; v/v), 3 ml Methanol und
schliefdlich mit 10 ml entgastem bidestilliertem Wasser equilibriert.

Die 300 pl Ultrafiltrat wurden mit 1200 pl entgastem, bidestilliertem Wasser verdinnt und
auf die Saule aufgetragen, die anschlief?end mit 10 ml entgastem bidestilliertem Wasser ge-
waschen wurde. Das hierbei erhaltene Eluat enthielt die hydrophilen Bestandteile und wurde lyo-
philisiert. Die hydrophoben Bestandteile wurden eluiert, indem die Saule in Bezug auf die Equi-
librierung umgekehrten Rehenfolge behandelt, aso erst mit 3ml  Methanol,
2 ml Chloroform/Methanol (1:1; v/v) und 3 ml Chloroform/Methanol (2:1; v/v) eluiert wurde.
Um sicher zu gehen, alle hydrophoben Bestandteile zu eluieren, wurde noch zusétzlich mit 2 ml
Chloroform €luiert. Die vereinten Phasen der hydrophoben Elution wurden am Rotationsver-
dampfer auf 2 ml eingeengt und der Rickstand nach Zugabe von 50 ml bidestilliertem Wasser
lyophilisiert. Der Lyophilisationsriickstand des waldrigen Eluats wurde in 3 x 500 ul bidestil-
liertem Wasser gel6st und in einem 1.5 ml Reaktionsgefal3 nochmals lyophilisert. Der Lyophili-
sationsrickstand des hydrophoben Eluats wurde in 500 pl Methanol und 2 x 500 pl Chloro-
form/Methanol (8:2; v/v) gelost und in einem 1.5 ml Reaktionsgefald mit einem Speed Vac-con-
centrator getrocknet. Beide Rickstande wurden in je 150 ul optimalem Solubilisationspuffer
aufgenommen.

Um festzustellen, in welchem der Eluate sich der Co-Faktor befand, wurden je 2 pl des aus
dem Ursprungssolubilisat erhaltenen 30 kDa-Riickstands mit entweder 18 pl des hydrophilen
oder aber 18 pl des hydrophoben Eluats und zusétzlich 5 pl [*H]AcCoA-Ldsung (4.6 kBq) in
Gegenwart von GD3 inkubiert. Die AcCoA-Konzentration im Reaktionsansatz betrug dabei
30 pumol/Liter, die des GD3 150 pmol/Liter. Als Kontrolle diente die Inkubation von 20 pl des
Ursprungssolubilisats unter gleichen Bedingungen. Weitere Inkubationsparameter sind En-
zymtest 5 zu entnehmen.

Fir die Untersuchung der Abhangigkeit der solubiliserten 4-OAT von der Co-Faktorkonzen-
tration wurden jeweils 3 ml des urspriinglichen Ultrafiltrationsriickstandes mit steigenden Volu-
mina der Lésung des walkrigen Eluats und 5 pl einer [*H]AcCoA-Losung (4.6 kBq) in Gegen-
wart von GD3 inkubiert. Um stets in dem gleichen Inkubationsvolumen von 25 pl zu arbeiten,
wurde die fehlende Differenz durch Zugabe von optimalem Puffer ausgeglichen. Dieses
Inkubationsexperiment wurde nach der Vorschrift Enzymtests 5 durchgefuhrt.
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22517 Test auf Anwesenheit des Co-Faktors in Meerschweinchenleberhomogenatsiiber-

stand und —serum

Als eine einfache Quelle fur den Co-Faktor wirden sich Meerschweinchenleber und —serum
anbieten. Um festzustellen, ob sich Leber und Serum as Co-Faktorquelle eignen, wurde wie
folgt verfahren:

Wie unter 2.2.5.15 beschrieben, wurden aus solubilisertem Enzym Ultrafiltrationsriickstand
und Ultrafiltrat hergestellt. Einhundert pl Leberhomogenat und 100 pl Serum wurden zudem mit
300 pul Wasser verdunnt, fur 15 min bel 95 °C erhitzt und das ausgefallene Protein durch 15-
miniitige Zentrifugation bei 14 000 x g abgetrennt. Der Uberstand wird abpipettiert, |yophilisiert
und der Lyophilisationsriickstand mit 30 pl optimalem Puffer gelost. Je 18 pl dieser Lésung
wurden als Co-Faktorl6sung getestet.

Dazu wurden, Enzymtest 5 folgend, 7 pl des 30 kDa-Ultrafiltrationsriickstandes entweder mit
18 pl der aus Meerschweinchenleber oder —serum gewonnenen Losung oder mit 18 pl 30 kDa-
Ultrafiltrat oder mit 18 pl optimalem Puffer inkubiert. Als Kontrollen wurde einerseits das Ultra-

filtrat allein andererseits 25 pl des Ursprungssolubilisat unter analogen Bedingungen getestet.

2.25.18 Lipide, Neutralsaccharide, Metallionen und andere Substanzen as potentielle Co-
Faktoren

Folgende Substanzen wurden in 1 mM Konzentration al's potentielle Co-Faktoren getestet:

Lipide . Laktosylceramid, Phosphatidylcholin (Lecithin), neo-Glykolipid
(Abbildung 16), M eerschweinchenleberrohextrakt (1 2.2.1.7),

Neutralsaccharide : Arabinose, N-Azetylglukosamin, Fruktose, Glukose, Galaktose, Laktose,
Laktulose, Mannose, Saccharose,

Metallkationen aus : CaCl,, MgCl,, MNnCly, ZNnCl,, Alx(SO4)3, Ce(SO4)2, (NH4)6M 07024,

Nukleotide . AMP, ATP, c-AMP, CMP, IMP, IDP, ITP, NAD, NADP,

sowie das Nukleosid Adenosin, die Nukleotidbase Adenin und das in biochemischen Prozessen

haufig auftretende Co-Substrat PLP.

Die in Wasser gelosten Substanzen wurden in entsprechender Menge lyophilisiert, mit je
10 pl 30 kDa-Ultrafiltrationsriickstand, sowie 10 pl optimalem Puffer aufgenommen und En-
zymtest 5 folgend mit 5 pl [*H]AcCoA-Lésung und GD3 inkubiert und analysiert. Als Kontrolle
diente die Inkubation von 10 pl 30 kDa-Ultrafiltrationsriickstand mit 10 pl des entsprechenden
30 kDa-Ultrafiltrats.
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2.25.19  Versuche der Enzymreinigung

Alle Chromatographien wurden bei 4 °C durchgefihrt.

Es wurden drei Chromatographien zur Reinigung der 4-OAT ausprobiert. Die Triazinfarb-
stoffmatrix Cibacron Blue-F3G-A-Agarose, der starke Kationenaustauscher S-Sepharose und die
Affinitdtsmatrix CoA-Agarose.

2.25.19.1 Cibacron Blue F3G-A-Chromatographie

Diese Chromatographie wurde stellvertretend fur die in Enzymreinigungen oftmals verwen-
deten Triazinfarbstoffsdulen durchgefuhrt. Da die obengenannte Farbstoffsdule unter anderem
fur CoA-abhangige Enzyme empfohlen wird (LOWE und PEARSON, 1984; STELLWAGEN,
1990), kam diese Matrix zum Einsatz. Das Saulenvolumen betrug bei einem Saulendurchmesser
von 0.5cm 1.5 ml. Equilibriert wurde die Saule in 20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 5.6), der
14 mM CHAPS enthielt. Ein 30 kDa Ultrafiltrationsriickstand des in dem Equilibrierungspuffer
angesetzten Solubilisats der 4-OAT (ca. 900 pug Gesamtprotein) wurde in eéinem Volumen von
0.4 ml bei einer Flulrate vom 0.1 ml/min auf die Saule aufgetragen, mit dem gleichen Volumen
Puffer nachgewaschen und die Saule fur 30 min stehen gelassen. Anschlief3end erfolgte Elution
mit dem Equilibrierungspuffer bel einer Fluf¥rate von 0.5 ml/min, wobei eluiertes Protein durch
Absorptionsmessung bei 280 nm detektiert wurde. Das Eluat wurde in 500 pl-Fraktionen ge-
sammelt, jede Fraktion Uber 30 kDa-Ultrafiltration auf optimale Pufferbedingungen gebracht und
auf etwa 100 ul aufkonzentriert. Von dieser konzentrierten Losung wurden jeweils 5 pl mit 15 pl
30 kDa Solubilisierungsfiltrat unter optimalen Bedingungen Enzymtest 5 folgend inkubiert und
anaysiert.
2.2.5.19.2 Kationenaustauschchromatographie mit S-Sepharose

S-Sepharose wurde wie vom Hersteller empfohlen in seine Kaliumform gebracht und in einer
0.5x7cm groRen Saule mit 10 Saulenvolumen Auftragspuffer (20 mM Kaliumphosphat
(pH 5.7), 14 mM CHAPS) equilibriert. In diesem Auftragspuffer solubilisierte Golgi-Membra-
nen wurden vor der Chromatographie 30 kDa-ultrafiltriert und der Riickstand in eéinem Volumen
von 500 pl bel einer Flulrate von 0.1 mi/min auf die Saule aufgetragen, mit dem gleichen Volu-
men Puffer nachgespuilt und anschlief3end bel einer Fluldrate von 0.5 ml/min weiterchromatogra-
phiert. Die Detektion des eluierten Proteins geschah wie im vorherigen Abschnitt beschrieben.
Ungebundenes Protein wurde gepoolt und gebundenes Protein im Batch-Verfahren sukzessive
eluiert. Es wurde dabel 50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 14 mM CHAPS, der zuerst 50, dann
200 und schliefflich 500 mM Kaliumchlorid enthielt, verwendet. Die durch das Batchen eluierten
Proteine wurden in ersten Orientierungsexperimenten gepoolt, durch 30 kDa-Ultrafiltration wenn

notwendig auf optimale Enzymbedingungen eingestellt und auf etwa 150-200 ul eingeengt. 10 pl
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des Ruckstandes wurden zum Schiufd mit 10 pl eines unter optimalen Bedingungen gewonnenen
30 kDa-Ultrafiltrats eines Solubilisats Enzymtest 5 folgend inkubiert und analysiert. In spateren
Experimenten wurde das die Enzymaktivitéat enthaltende Eluat in 500 pl Fraktionen gesammelt

und wie im vorherigen Abschnitt behandelt.

2.25.19.3 CoA-Agarose-Chromatographie

In einer 0.5 x 7 cm grofRen Saule wurde Co-Agarose in optimalem Puffer mit dem zehnfachen
Saulenvolumen equilibriert und 500 pl eines unter optimalen Bedingungen angesetzten und
30 kDa-ultrafiltrierten Solubilisats (ca. 400 pg Protein) bei einer Flurate von 0.1 ml/min auf-
getragen. Nach dem Spilen mit 500 pl optimalem Puffer wurde bel einer Fulrate von
0.5 ml/min chromatographiert. Die Detektion des eluierten Proteins geschah wie zuvor beschrie-
ben. An die Saule nicht bindendes Protein wurde gepoolt und nach durch 30 kDa-Ultrafiltration
durchgefiihrte Konzentrierung auf 150-200 ul wie oben beschrieben auf 4-OAT Aktivitat unter-
sucht. Die weiter Elution des an die Matrix gebundenen Proteins wurde wie im vorhergehenden
Abschnitt durch Batch-Verfahren eingeleitet. Dabel wurden erneut die 200 und 500 mM Kali-
umchlorid enthaltenden Puffer der S-Sepharose-Chromatographie benutzt. Protein enthaltende
Eluate wurden in 500 pl Fraktionen gesammelt und in der bekannten Art und Weise aufgear-
beitet (1 2.2.3.6).

22520 Proteinanaysen durch Natriumdodekylsulfat-Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS-
PAGE)

Zur Analyse von Poteingemischen insbesondere bei Fortschritten in der Proteinreinigung
dient die Polyacrylamidgel elektrophorese. Der Nachteil der hohen Toxizitét der Acrylamidmo-
nomeren wird mehr als kompensiert durch die chemische Inertheit der Gele, den je nach Vernet-
zungsgrad variablen Trenngrad der Gele, die gute Lagerungsfahigkeit der Gele und die gute Eig-
nung fur mannigfache Farbemethoden. Allerdings ist die Proteinanalyse von Molekilen grofier
als 800 kDa nicht mdglich.

SDS-PAGE Gele wurden in leicht modifizierter Weise nach Laemmli durchge-
fuhrt (LAEMMLI, 1970). Verwendet wurde das Mini-Protean I1-System der Firma Bio Rad
(MUnchen). Die Gele waren alesamt 0.75 mm dick und bestanden aus einem etwa 1 cm breiten
Sammelgel und dem 6 cm breiten Trenngel.

Folgende Stammldsungen wurden stets bereitgehal ten:
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Fur die Gelpraparation von zwei Gelen:

Acrylamid-Bisacrlyamid-Ldsung

Trenngel puffer (vierfach konzentriert)
Sammelgelpuffer (vierfach konzentriert)
SDS-Losung

APS-L6sung

TEMED

. wal¥rige Acrylamidlésung (30 %; w/v) mit

0.8 % Bisacrylamid (w/v).

: 1L.5M Trig/HCI, pH 8.7

: 0.5M Tris/HCI, pH 6.8

. 10 % (w/v) in bidestilliertem Wasser
: 10 % (w/v) in bidestilliertem Wasser
: 100 %

Fur die Elektrophorese:

Probenpuffer (finffach konzentriert):

Elektrophoresepuffer

M ol ekulargewichtsstandard

63 mM Tris/HCI (pH 6.8); 0.25 % (w/v) Brom-
phenolblau; 10 % (v/v) Glycerin; 2 % (w/v) SDS,
+ 3.8 % (w/v) DTT.

: 5mM Tris; 40 mM Glycin; 0.02 % (w/v) SDS

: 1 pl Originallosung pro Analyse per Silberfarbung

Um die Gele zu prdparieren, wurden folgende V ol umina zusammenpi pettiert:

Sammelgel Trenngel

4% 8 % 12%
Acrylamid-Bisacrylamid-L 6sung (ml) 0.65 2.68 3.96
Sammelgelpuffer (ml) 1.25 0 O
Trenngelpuffer (ml) O 2.5 2.5
Bidestilliertes Wasser (ml) 3 4.61 3.33
SDS (ul) 50 100 100
APS (uh) 50 100 100
TEMED (ul) 2.5 7.5 7.5

Die Prozentangaben (w/v) beziehen sich auf den Poyacrylamidgesamtanteil in der Ldsung.

Die vermischten Bestandteile wurden vorsichtig in die laut Herstellerangaben zusammenge-
setzte Gelelektrophoresekammer pipettiert. Begonnen wurde mit dem Trenngel, das etwa 2 cm
unter dem Oberrand des fertigen Gels enden sollte. Nach 30- bis 40-minttiger Polymerisation
bel Raumtemperatur, wurden mit dem Sammelgel die verbliebenen 2 cm aufgefillt, der Kamm
zum Ausbilden der Probenauftragstaschen vorsichtig eingesetzt und eventuell unausgefillte
Raume mit Sammelgel aufgefillt. Nach 30 bis 40 min konnte der Kamm langsam entfernt und

die Probentaschen mit Elektrophoresepuffer gespllt werden.
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Zur Probenbereitung wurden die Proben und Molekulargewichtsstandards mit dem Proben-
puffer im Volumenverhaltnis 4:1 gemischt und fir 3 min bel 70 °C erhitzt. Das Endvolumen
betrug 20 pl. Die Proben wurden vor dem Auftragen wenige Sekunden bel 14 000 x g zentrifu-
giert und mit einer 25 pl Hamilton-Spritze vorsichtig in die mit Elektrophoresepuffer gefillten
Probentaschen des Gels gegeben. Auf ein Gel konnten zehn Proben aufgetragen werden, von de-
nen zumindest eine ein Molekulargewichtsstandard war.

Fur die Elektrophorese wurden die Gelkammern in die mit Elektrophoresepuffer gefillte
Elektrophoreseapparatur eingehangt und unter den Gelen befindliche Luftblasen durch Spllen
mit Elektrophoresepuffer beseitigt. Die Apparatur wurde geschlossen und nach Verbindung mit
dem Transformator bei 30 mA und einer maximalen Spannung von 200 V entwickelt. Nach etwa
60 bis 90 min war die Elektrophorese, ersichtlich durch das im Probenpuffer enthaltene und die
Front markierende Bromphenolblau, beendet. Das entwickelte Gel wurde aus der Gelkammer
herausgel st und anschlief3end geféarbt (1 2.2.5.20.1).

2.25.20.1 Siberfarbung von Polyakrylamidgelen

Die Polyacrylamidgele wurden nach der Methode von Heukeshoven und Dernik mit Silber
gefarbt (HEUKESHOVEN und DERNIK, 1986). Die Methode beruht darauf, die im Gel
fixierten Proteine mit elementarem Silber anzufarben. Dabei werden die am Protein durch
ionische Wechselwirkung bindenden Silberionen zum Teil zu ersten Silberkeimen reduziert.
Nachdem Uberschissiges Silber fortgewaschen wurde, wird das Redoxpotential durch basische
Pufferldsung so verschoben, dal’ die Reduktion der restlichen Silberionen durch Formaldehyd
(bevorzugt an den Silberkeimen) eingeleitet wird. Die Reduktion wird anschlief3end entweder
durch Ansduern oder Zugabe einer EDTA-LAsung gestoppt. Dieses Farbeverfahren ist etwa 20
bis 100 mal empfindlicher als die herkdmmliche Coomassie-Farbung. Allerdings ist eine Far-
bung mit Silber irreversibel.

Folgende wal¥rige L 6sungen wurden fir das Farbeverfahren benétigt:

In LOSUNG A waren auf 100 ml enthalten  : 0.5 M Natriumazetat
8 mM Natriumthiosulfat
50 mM Glutardialdehyd
30 ml Ethanol

LOsUNG B . 6 mM Silbernitrat
7 mM Formaldehyd

Losung C ;235 mM Natriumkarbonat
3.5 mM Formaldehyd

LOsUNG D : 50 mM EDTA/Natriumhydroxid (pH 8.0)

69



2 Material und Methoden

Bis auf Losung B waren alle Lésungen lagerféhig. Losung B mufdte jewells frisch angesetzt
werden. Zur Fixierung der Proteine wurde das Gel direkt nach der Elektrophorese zuerst fir
1 bis2 hin eine wal¥rige Losung aus 30 % Ethanol (v/v) und 10 % Essigsaure und anschlief3end
flr mindestens 1 h in Lésung A sanft geschwenkt. Nach dreimaligem, zehnminutigem Waschen
des Gels in bidestilliertem Wasser erfolgte die 15- bis 60-minttige Behandlung mit Lésung B.
Das Gel wurde zweimal mit bidestilliertem Wasser und einmal kurz mit wenig Ldsung C gewa-
schen, bevor sich das Gel in Lésung C entwickelte. Sobald die gewilinschte Farbung erreicht
worden war, mufdte fir 10 min unter Schwenken mit Lésung D gestoppt und schliefdlich dreimal
mit bidestilliertem Wasser gewaschen werden. Die Aufbewahrung des Gels erfolgte in bidestil-
liertem Wasser.
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3 Ver suchser gebnisse

3.1 | solierung intakter M eer schweinchenleber-Golgi-M embranen

M eerschweinchenleber-Golgi-Membranen erhielt man aus frischer M eerschweinchenleber
durch diskontinuierliche Saccharosedichtegradientenzentrifugation (1 2.2.1.10). Diese Art der
Préparation wurde einer Differentialzentrifugation vorgezogen, da schon nach einem einzigen
Zentrifugationsschritt die Golgi-Membranen hoch angereichert waren. Es schliefdt sich lediglich
ein kurzer Waschschritt an. Auf diese Weise konnte eine 40 g schwere Leber in zwel Gradien-
tenlaufen aufgearbeitet werden. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, eignete sich diese Methode
nicht zur Praparation anderer subzellulérer Fraktionen, da aufgrund des stets durch Leberhomo-
genat Uberladenen Gradienten in anderen Bereichen keine eindeutigen Fraktionen erhalten wer-
den konnten. Lediglich an der 0.8 M/1.2M Saccharosegrenzschicht wurden die Golgi-
Membranen sehr gut von allen anderen Zellbestandteilen abgetrennt.

{ ] {h] Abbildung 9:
a
- - Geschichtete Sacchar osedichtegradienten

vor und nach der Zentrifugation

Einzig die Golgi-Membranen wanderten
unter den Bedingungen der Zentrifugation im
Golgimembran- Dichtegradienten aufwarts und sammelten

.

Bande sich als milchig triibe Bande an der 1.2/0.8 M
Saccharose-Dichtegrenze. Es ist gut zu
erkennen, dal3 es im Ubrigen Bereich des
Gradienten zu keiner weiteren selektiven
Auftrennung von Zellbestandteilen kam.

Auch die Messung der spezifischen Sialyltransferaseaktivitét als Golgi-Membran-Markeren-
zym spiegelt diese Beobachtung wider, dalediglich an der eben beschriebenen Grenzschicht eine
signifikante spezifische Sialyltransferaseaktivitét gemessen werden konnte (Abbildung 10).
Morphologisch wurden die préparierten Membranen durch Elektronenmikroskopie untersucht,
wobel die Membranstruktur eindeutig zu erkennen war. Eine natirliche Formation, wie sie in der
urspringlichen Leberzelle zu finden ist, war nicht mehr festzustellen. Stattdessen war ein
Zusammenschlul® zu héheren Aggregaten zu beobachten, aber auch das Entstehen von Mem-

branfragmenten (Abbildung 11).
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Fraktion A I—

(Golgi-Fraktion)

Fraktion B
I membrangebundene 4-OAT
Fraktion C (mit endogenem Substrat)
[ solubilisierte 4-OAT
(mit GD3 als exogenem Substrat)
. EE Sialyltransferaseaktivitat
Fraktion D (mit Asialofetuin als exogenem Substrat)

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% spezifische 4-OAT- bzw. Sialyltransferase-Aktivitat

Abbildung 10: Test der vier Sacchar osegradienten-Fraktionen auf Sialyl- und 4-OAT-Aktivitéat

Eindeutig sind Sialyltransferaseaktivitédt und sowohl membrangebundene, als auch solubili-
sierte 4-OAT-Aktivitét in der Golgi-Membran-Fraktion co-lokalisiert. Nur ein vernachléssig-
barer Antell ist in den anderen Fraktionen zu finden. Es wurde die hdchste spezifische Ak-
tivitét al's 100 % definiert und die anderen spezifischen Aktivitdten hierzu in Relation gesetzt.

Eine unspezifische (mit MuAc gemessene, 1 2.2.1.14.1) a's auch spezifische (mit Neud,5Ac;
gemessene, 1 2.2.1.14.2) OAE-Aktivitat konnte weder in Golgi-Membranen noch im Golgi-
Membranensolubilisat festgestellt werden. Da jede Golgi-Membranenpraparation trotzdem
unterschiedlich ausfallen konnte, wurde bei der Solubilisierung nicht auf den Einsatz von
Esteraseinhibitoren verzichtet. Jeder Ansatz enthielt stets 1 mM Pefabloc (1 2.2.3).
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(a)

gedffnetes
Golgimembranstiick

Golgi-Apparat

Glykogen-Granula

" Nukleus

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Aufnahmen wurden von
@ pelletierten Meerschwei nchenleber-Gol gi-Membranen und
(b) M eerschweinchenleberzellen gemacht.
In (@) ist deutlich zu erkennen, dal? die Membranen auch zerrissen sein kénnen,
weswegen Substrate nun auch zum membrangebundenen Enzym Zugang haben. In (b)
sieht man einen unversehrten Hepatozyten. Die einzelnen Bestandteile sind indiziert. Die
Golgi-Membranen wurden nach Zerreiben der Zellen in einem Potter-Elvehjem-Homo-
genisator durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert.
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3.2 Solubiliserung der 4-OAT

(@) O(CH2CH20)g_10H Abbildung 12:

Detergenzien, die fur Solubilisierungs
ver suche eingesetzt wurden.

(@) Triton X-100

(b) Lubrol-PX

(c) TWEEN 20 (w+x+y+z = 20)
(b) /\/\/\/\/\/\(O_CHZ_CHZ)MOOH )
(d) n-Oktyl-B-D-glukopyranosid
(e) SDS

(f) CHAPS

(g) Natriumcholat

(C)  H(OCH2CHa)WO, O(CH>CH20)xH

O(CH2CH20)yH

O(CHZCHZO)ZO%(CHZ)ZOCHQ’ (h) Zwittergent 3-12

(d) " HOH,C o)

(e)

)

9

(h)

321 Wahl des geeigneten Deter genzes

Da die 4-OAT aus Meerschweinchenleber membransténdig im Golgi-Apparat lokalisiert
ist IWERSEN et al., 1998), war der erste Schritt auf dem Weg zur Reinigung dieses Enzyms
sein Ablosen von der Membran. Zwel Alternativen standen hier grundsétzlich zur Verfigung.
Wenn bekannt ist, wie das Enzym in der Membran verankert ist, kann versucht werden, das
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Enzym ohne den Membrananker durch geeignete Enzyme von der Membran abzuspalten. Oder
man versucht, ein geeignetes Detergenz zu finden, welches die Membran mitsamt der Membran-
proteine solubilisiert, ohne dabei im Idealfall die Enzymaktivitét zu beeintrachtigen.

Die enzymatische Ablésung des aktiven Enzyms ohne den Membrananker ist schonender,
unter der Voraussetzungen, die Zuganglichkeit des membranstandigen Enzyms oder die Reak-
tionsbedingungen fur das spaltende Enzym setzen keine Grenzen. Ob das abgel 6ste Enzym ohne
seinen Membranteil Uberhaupt funktionsfahig und stabil bleibt, ist ein weiterer Diskussions-
punkt. Der Ansatz, membrangebundene Enzyme Uber ein Detergenz zu solubilisieren ist weit-
verbreitet, weil diese Methode allgemein anwendbar und vor alen Dingen die kostengiinstigere
ist. Nachteile sind der oftmals beobachtete Verlust an Enzymaktivitdt und das schwerwiegende
Problem, die Detergenzien schliefdlich wieder zu entfernen, wobel ohne Detergenz die En-
zymaktivitét manchmal nicht mehr aufrecht erhalten werden kann.

Auch im Fall der Reinigung der 4-OAT wurde versucht, das Enzym mit Hilfe von Detergen-
zien zu solubilisieren. Die Detergenzien, die hierbei Verwendung fanden und nichtionischen,
anionischen oder zwitterionischen Ursprungs waren, sind in Abbildung 12 gezeigt. Die Deter-
genzien CHAPS, Lubrol-PX, Natriumdesoxycholat, n-Oktyl-3-D-glukopyranosid, Triton X-100
und Zwittergent 3-12 finden fur die Solubilisierung nativer Membranproteine haufig Verwen-
dung (NEUGEBAUER, 1990). Alle Detergenzien wurden mit dem zwei- bis dreifachen Wert
ihrer kritischen Mizellarkonzentration (CMC) el ngesetzt.

In Anlehnung an den Enzymtest, der fUr die Charakterisierung des membrangebundenen Sys-
tems herangezogen wurde und auf der Ausfallung von endogenen Akzeptorproteinen beruhte,
wurde das gewonnene Golgi-Membransolubilisat (1 2.2.3) unter den fUr das mebrangebundene
System bekannten optimalen Inkubationsbedingungen inkubiert. Die Proteine wurden durch
Zugabe von PCA ausgeféllt, gewaschen und die inkorporierte Radioaktivitat quantifiziert.

Das einzige der benutzten Detergenzien, welches bei Durchfiihrung dieses Enzymtests in der
Lage war, einen signifikanten Einbau an radioaktivem Azetat aus AcCCOA zu unterstiitzen, war
das zwitterionische Detergenz CHAPS (Abbildung 12(f)), das zu der von den Gallensalzen ab-
geleiteten Detergenziengruppe gehort. Mit der Ausnahme des nichtionischen Detergenzes
Tween 20 (Abbildung 12(c)) fuhrten alle anderen Detergenzien zu einer Inaktivierung des En-
zyms. Tween 20 fuhrte zwar zu keiner Enzymaktivitét im Solubilisat, unterschied sich jedoch
dadurch von den anderen Detergenzien, dal3 eine Restaktivitét in dem nach der Solubilisierung
erhaltenen Pellet nachzuweisen war, aso keine vollstandige Solubilisierung stattgefunden hatte.
Da jedoch keine Enzymaktivitét im Solubilisat nachzuweisen war, wurde dieser Aspekt nicht
weiter verfolgt.
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Im Vergleich zur endogenen membrangebundenen Substratazetylierung wurde beim solubili-
sierten System nur ein etwa 15-20 %iger Azetylierungsgrad erreicht.

3.2.2 Ermittlung der optimalen Detergenzkonzentration fur die Solubiliserung der
4-OAT in Gegenwart endogenen Akzeptors

Um eine moglichst effektive Solubilisierung zu erzielen, wurde im Vorfeld weiterer Untersu-
chungen die fur die Solubiliserung der 4-OAT optimale CHAPS-Konzentration be-
stimmt (1 2.2.5.3). Es stellte sich fur dieses Testsystem heraus, dal3 eine optimale Solubilisie-
rung durch eine 20 mM CHAPS-Konzentration erfolgte. Wurde die Konzentration des Detergen-
zes erhoht, nahm die mef3bare Enzymaktivitat wieder ab. Entsprechend der theoretischen CMC
von etwa 6 mM (HJELMELAND et al., 1983; BRITO und VAZ, 1986), die auch abhangig von
der Salzkonzentration und damit der lonenstérke der Ldsung ist und ab der sich die CHAPS-
Molekile zu mizellaren Strukturen zusammenfiigen, erhielt man bestdtigend bei einer
6 MM CHAPS-Konzentration auch nur die Hafte der maximal moglichen detektierbaren En-
zymaktivitét (vergleiche Abbildung 13).

pmol endogen inkorporiertes Azetat
N

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
mM CHAPS

Abbildung 13: Ermittlung der optimalen CHAPS-K onzentration

Die optimale CHAPS-Konzentration, ermittelt in Enzymtest 1 mit endogenem Substrat, lag
bei 20 MM CHAPS. Uber das Optimum hinaus mufte mit erheblichen EinbulRen der Enzym-
aktivitdt gerechnet werden.
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3.2.3 Sialinsaur eanalyse der im Enzymtest geféallten, radioaktiv markierten Proteine

Es war weiterhin notwendig, die Natur der enzymatischen Azetylierung zu erfassen. Eine Sia-
linsdureanalyse der durch PCA geféllten, radioaktiv markierten endogenen Proteine Gber milde
Saurehydrolyse und Kationen- und Anionenaustausch fuhrte wie im Falle des membrangebun-
denen Systems (IWERSEN et al., 1998) zum Nachweis von nur einer azetylierten Sialinsdure,
namlich Neu4,5Ac, (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Sia-Radio-TL C-Analyse der endogenen Substrate aus dem CHAPS-Solubilisat hach
Durchfiihrung des Enzymtests 1.

Es wurde nur ein Produkt gebildet, das mit authentischem Neud,5Ac, co-migrierte ((b), die
Férbung des co-migrierten authentischen Neu4,5Ac; ist durch eine graue elliptische Markie-

rung dargestellt.). Nach Verseifung in einer Ammoniakatmosphére war das Produkt vollstén-
dig de-O-azetyliert (a).

3.3 Suche nach geeigneten exogenen Akzeptoren fur die solubilisierte
4-OAT

Im Hinblick auf die Entwicklung eines sensitiven 4-OAT-Tests mufiten andere, exogene Ak-

zeptoren gesucht werden, da der Enzymtest mit endogenen Akzeptoren einerseits nicht empfind-
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lich genug war, andererseits nicht gentigend endogene Substrate zur Verfiigung standen oder erst
langwierig hétten charakterisiert und in grofRem Mal3stab isoliert werden mussen.

331 Freie Sialinsauren als exogene Akzeptor en

Die einfachste Moglichkeit des Einsatzes eines exogenen Substrats ist die Anwendung freier
Sia. Dain der endogenen Sia-Analyse Neud,5Ac; als einziges Produkt gefunden wurde, fiel die
Wahl in erster Linie auf NeubAc als exogenes Substrat. Tatséchlich liefd sich das in grof3em
UberschuR eingesetzte NeuSAc durch die solubilisierte 4-OAT zu Neu4,5Ac, umset-
zen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Neu5Ac als exogener Akzeptor ermittelt durch Enzymtest 3
Es wurde nur ein Produkt gebildet, das das gleiche Laufverhalten wie Neud,5Ac, zeigte (b).

Als Kontrolle diente die Inkubation ohne NeuSAc (a).

Allerdings war die Empfindlichkeit nicht sehr grof3 und das Analyseergebnis lag erst nach je-
weils drei Tagen vor. Unter den gleichen Bedingungen wurde auch Neu5Gc eingesetzt, jedoch
mit geringerem Erfolg. Im Vergleich zu NeuSAc betrug die 4-OAT Aktivitét nur etwa
30 % (Abbildung 18), was sich spater auch mit exogenem NeuS5Ac/Neu5Ge-GM3 bewahrhel -
tete (1 3.3.5).
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Da Neu5Ac wahrend der Untersuchungen lange Zeit as guter exogener Akzeptor galt, wur-
den noch einmal die optimale CHAPS-Konzentration und der zeitlicher Verlauf der Neu4,5Ac,-
Bildung untersucht. Dabei stellte sich erneut heraus, dal3 eine optimale Detergenzkonzentration
existiert, Uber die hinaus eine Abnahme der mef3baren 4-OAT-Aktivitdt zu beobachten
war (1 3.6.1). Allerdings lag das Optimum in diesem Fall bei etwa 14 mM CHAPS, aso deutlich
niedriger als bei Messungen mit endogenem Substrat (1 3.2.2). Betrachtete man den zeitlichen
Verlauf der Azetylierung, so konnte eine schnelle Anfangsreaktion beobachtet werden, die aber
schon nach 5 min sehr langsam in einen Sattigungsbereich einmindete (Abbildung 32). In dieser
Hinsicht war dieser Enzymtest fur kinetische Messungen kaum geeignet, da notwendigerweise
im linearen, aber unempfindlichen Bereich des Enzymtests gearbeitet werden mufde. Die
Auswertung wurde dadurch erheblich erschwert und konnte nur durch noch léngere Detek-
tionszeiten oder durch den Einsatz unverninftig hoher Mengen Radioaktivitdt ausgeglichen wer-
den.

332 Oligosaccharide als exogene Akzeptoren

Enzyme in diesem Bereich des Kohlenhydratmetabolismusses erkennen oftmals nicht nur
Monosaccharide, sondern vielmehr Oligosaccharide als Epitop, die auch deutlich besser umge-
setzt werden als monomere Saccharide. Es war somit notwendig, beztiglich eines empfindliche-
ren Enzymtests nach anderen Substraten zu suchen. Sialosaccharide, die haufig al's antigene De-
terminanten fungieren, sind die regioisomeren Sialyllaktosen (SL) und N-Azetylsiayllaktosa-
mine (SLN) (MATROSOVICH et al., 1993; HATTORI et al., 1995; HANASAKI et al., 1995;
SIMON etal.,, 1997; MAY etal.,, 1997; HIRMO etal.,, 1998). Die vier Trisaccharide
(02,3-/02,6-SL und —SLN) wurden auf ihre Akzeptorspezifitét untersucht. Insgesamt wurde
keine wesentliche Verbesserung des Testsystems festgestellt, obwohl die untersuchten Substrate
zwel- bis vierfach besser umgesetzt wurden als NeuSAc (Abbildung 18).

Dennoch konnte die Empfindlichkeit des Testsystems dadurch nicht entscheidend verbessert
werden. Auch war anhand der getesteten Sialosaccharide keine eindeutige Bindungsspezifitét
nachzuweisen. Wohlwollend wére eine Praferenz fur die a2,6-glykosidische Bindung zu beob-
achten. Nach wie vor mul3 an dieser Stelle betont werden, dal3 die Mel3ergebnisse mit den ver-
wendeten Testsystemen recht ungenau sind und auch bel dreifachen Messungen diese Ungenau-
igkeit nicht zu vernachlassigen ist.

Ein anderes, beim Menschen sehr haufig anzutreffendes Sialosaccharid ist das Sialyl-Le-Te-
trasaccharid (FUKUDA et al., 1984; HOLMES et al., 1986). Es kommt in diesem Tetrasaccharid
sogar in O-azetylierter Form vor (JASS und ROBERTON, 1994; MANN et al., 1997). Bem
Vergleich mit den bisher getesteten Substanzen erzielte es eine funffach hthere Aktivitdt als
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Neu5Ac (Abbildung 18). Das durch Ozonolyse und B-Eliminierung aus GD3 gewonnene Tetra-
saccharid (1 2.2.1.9) erwies sich ebenfalls nicht als Substrat der Wahl (Abbildung 18). Als ein
anderer Ansatz wurden das Sialinsduredimer und Tetramer ausgetestet, doch auch in diesem Fall
war kein Erfolg zu verzeichnen. Zwar war das Tetramer ein besserer Akzeptor as das Dimer,
doch eine wesentliche Verbesserung auch gegentiber dem Sialyl-Le*-Tetrasaccharid zeichnete
sich nicht ab.

333 CMP-Neu5Ac als exogener Akzeptor

Es wurde schon in Rind und Ratte beobachtet, da3 OAT s vielleicht in der Lage sind, die -
glykosidisch gebundene NeuS5Ac im Zuckernukleotid CMP-NeuSAc zu O-azetylieren
(CORFIELD et al., 1976; SCHAUER und KAMERLING, 1997). Dieses Phéanomen wére eine
metabolische Alternative zur abschlief3enden Modifikation von Sia im Golgi-Apparat nach der
Sialylierung von Glykokonjugaten durch Sialyltransferasen und wurde fir das zusétzliche Vor-
kommen cytosolischer OAT sprechen. In Anbetracht der Effektivitét einer solchen O-Azetylie-
rung in den angegebenen Tieren ist aber eher von einem metabolischen Nebenweg auszugehen.
Trotzdem wurde fur die solubilisierte 4-OAT aus Meerschweinchenleber auch diese Alternative
in Erwégung gezogen. Es stellte sich jedoch kein nennenswerter Effekt ein, der nicht auch schon

mit anderen Komponenten erzielt worden ware (Abbildung 18).

334 Glykoproteine als exogene Akzeptoren

Viele eukaryotische Proteine sind sialyliert und dartberhinaus in Organismen, die OAT ex-
primieren, auch O-azetyliert. So wurde z.B. auch im Meerschweinchen im Rahmen der Untersu-
chung der a,-Makroglobuline verschiedener Tierarten eine 4-O-Azetylierung dieses Serumpro-
teins festgestellt, das verschiedene Saccharidepitope aufweist, an denen Siaimmer a2,6-glykosi-
disch verknlpft vorkommen (PRITCHETT und PAULSON, 1989; HANAOKA et al., 1989).
Das entsprechende humane Makroglobulin ist dhnlich dem des Meerschweinchens aufgebaut
und fand deswegen auch as Testsubstanz Verwendung, wenn auch mit geringem Erfolg. Die
Akzeptanz erwies sich als schlechter, verglichen mit der des bis zu diesem Zeitpunkt besten Sub-
strats Sialyl-Le" (Abbildung 18). Auch de-O-azetyliertes Meerschweinchenserum und solubili-
sierte oder fixierte Meerschweinchenerythrozytenmembranen eigneten sich erstaunlicherweise
nicht als Akzeptoren.

Weiterhin wurden die Proteine Fetuin, Collocalia Muzin (CM), Pferdeunterkieferspeicheldri-
senmuzin (ESM) und Rinderunterkieferspeicheldriisenmuzin (BSM) auf ihre Eignung als 4-
OAT-Substrat untersucht. Die Muzine aus Pferd und Rind wurden vor der Nutzung de-O-azety-
liert (1 2.2.1.13). Wéhrend ESM Uberhaupt nicht als Substrat zu verwenden war, zeigte sich
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BSM immerhin um 60-70 % effektiver als Sialyl-Le*, CM konnte dem Tetrasaccharid ebenbiirtig
eingesetzt werden. Die Akzeptanz von Fetuin war mit der des a,-Makroglobulins zu verglei-

chen (Abbildung 18).

3.35 Ganglioside als exogene Akzeptoren
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Abbildung 16: Strukturformeln von Gangliosiden und Glykolipiden, die als exogene Akzeptoren einge-

setzt worden waren (Teil I)
Die Nomenklatur folgt der von Svennerholm (SVENNERHOLM, 1963).

@ GD3 (d GD2
(b) Neu5Gc-GM 3 (e GDla
(© L aktosylceramid (f)  neo-Glykolipid

81



3 Versuchsergebnisse

OH
(a) CH,OH
H
HO CH,OH
HO
Gal o
GalNAc N CH,0H o
-00C CH,OH
O O

OH HO. o
o Gal OH  “Ceramid

HO.
Glc

Ho=/ HO_}/ OH

AcHN
Neu5Ac

OH
(b) CH,OH
H
HO. CH,OH
HO

GalNAc " CH,OH
CHOH
‘)mi Ceramid
HO Glc
AcHN HO

AcHN:
Neu5Ac Neu5Ac

Gal NAc

CH,0H
Neu5Ac cHom

OH
HO

(©)

o)
OH Sceramid

AcHN Glc
Neu5Ac
Neu5Ac
(d) U GalNAc
] 3 CH,OH
H HO
HO
HO 0 Gal NHAC o] chon Gal
Ao HO Z O CH,OH
Neu5A . Q
A HO oH N Ceramid
HO ~ -
ACHHO Glc
HO
Neu5Ac
Neu5Ac
Abbildung 17: Strukturformeln von Gangliosiden und Glykolipiden, die als exogene Akzeptoren ein-

gesetzt worden waren (Teil I1)

Die Nomenklatur folgt der von Svennerholm (SVENNERHOLM, 1963).
€) GM1b (c) GT1b

(b) GD1b (d GQib

Der Durchbruch gelang erst, al's Ganglioside al's exogene Akzeptoren eingesetzt wurden. Ob-
wohl zwischen den einzelnen getesteten Gangliosiden sehr starke Unterschiede in den Akzeptor-

spezifitdten festzustellen waren, boten sich Ganglioside in jedem Fall als die am besten geeigne-
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ten Substrate an. Erst durch ihre Einfihrung konnte ein spezifisches, gut reproduzierbares,
schnelles und sehr empfindliches Testsystem entwickelt werden (1 2.2.3.6). Die Aktivitat be-
zUglich des am besten funktionierenden Tetrasial ogangliosids GQ1b Ubertraf die des NeuSAc um
das 52-fache. Allein das Monosialogangliosid GM1b versagte als Akzeptor vollstandig, gefolgt
vom Monosialogangliosid Neu5Gc-GM 3 und Neu5Ac-GM3, das in seiner Effektivitét der des
Disidogangliosids GD2 entsprach. Interessanterweise setzte sich die Beobachtung einer
Préferenz der 4-OAT fir NeuS5Ac gegenuber NeuSGce fort, wie am Monos aloganglios dpaar
Neu5Ac-/NeusGe-GM3 festzustellen war. Eine algemeingiltige Voraussage, wann ein Gan-

gliosid besser geignet war als ein anderes, konnte indes nicht getroffen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Exogene Akzeptoren der 4-OAT im Vergleich

Als Substrate fir die 4-OAT wurden Monosaccharide, Oligosaccharide, Glykoproteine und
Glykolipide ausgetestet. Deutliches Ubergewicht in der Akzeptanz hatten die Ganglioside am
oberen Abbildungsrand. Eine klares System innerhalb der Gangliosidfamilie war nicht zu
erkennen. NeuSAc wurde stets besser umgesetzt als Neu5Gc, 4-O-azetylierte Verbindungen
waren keine Akzeptoren und 9-O-azetylierte Spezies zeigten gegenuber ihren underivati-
sierten Analoga keinen Unterschied in der Aktivitat.

In Abbildung 19 ist ein vergleichendes Dunnschichtchromatogramm von acht Neu5A c-Gang-
liosiden dargestellt. Da das Laufmittel stark unpolar, die stationdre Phase dagegen stark polar
war, wurden digienigen Ganglioside retardiert, die einerseits einen hoheren Neutralzuckeranteil,
andererseits bel gleichem Neutralzuckeranteil einen hoheren Sialylierungsgrad aufwiesen. Es ist
auch leicht einzusehen, dal3 die Ganglioside infolge der 4-O-Azetylierung unpolarer wurden und

weiter migrierten as die nicht O-azetylierten Substanzen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich des Laufverhaltens ver schiedener Ganglioside

Ganglioside wurden auf Kieselgel 60-HPTLC-Platten analysiert. Bei dem Laufmittel han-
delte es sich um Chloroform/Methanol/20 mM waldr. Kalziumchlorid (50:40:10; v/v/v). Die
Platten wurden mit dem Bial-Sprihreagenz angeférbt. Radioaktive Banden (hier as grauum-
randete weil3e Elipsen dargestellt) wurden mit einem TLC-Linear Analyzer bestimmt. Je ho-
her der Neutralzuckeranteil im Gangliosid und je héher der Sialylierungsgrad bei gleichem
Neutralzuckeranteil, desto stdrker wurde es durch die stationdre Phase retardiert. Eine
O-Azetylierung wirkte sich infolge des Verlusts an Polaritét durch ein weiteres Laufverhalten
aus.

Der Effekt Uberwog bei GD1ain solchem Mal3e, dal? die Mobilitét des 4-O-Ac-GD1la die des
4-O-Ac-GD3 ubertraf, obwohl GD1a im nicht azetylierten Zustand langsamer a's GD3 migriert.
Eine 4-O-Azetylierung an jeder der beiden Sia in GD1a ist nicht auszuschlief3en. Auch die
Michaelis-Menten-Kinetik zeigt just fur dieses Gangliosid einen markanten Unterschied in V max
und der katalytischen Aktivitét (1 3.6.10.1).

34 4-O-Azetylierung exogener Substrate durch die membrangebun-
dene 4-OAT

Durch Enzymtest 3 in der zweiten Variante (1 2.2.3.4) war es Uberraschenderweise moglich,
die exogen zugesetzten Substrate NeuSAc und a2,3-Sialyllaktose zu 4-O-azetylieren. Konkret
hief3 dies, die 4-OAT muf3 den exogenen Substraten zuganglich geworden sein. Da die Membra-
nen des Golgi-Apparates fur solche Substrate nicht frel passierbar sind, mufite die Erklarung an-
derweitig gesucht werden. Es war anzunehmen, dal3 wéhrend der Aufarbeitung der Meer-
schweinchenleber zur Gewinnung der Golgi-Membranen ein Teil der Membranen zerrissen
wurde, ihre Innenseite sich nach auRen gekehrt hat oder die Membransédcke sich gedffnet hatten.

Fur diese Félle sollte eine Sialyltransferaseaktivitét in Abwesenheit von Detergens zu messen
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sein, und tatsachlich fiel ein solcher Versuch positiv aus. Eine Graphik mit dem Vergleich der
Aktivitaten ist in Abbildung 20 zu sehen.
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Abbildung 20: Die Sialyltransfer aseaktivitat in M eer schweinchenleber-Golgi-M embranen bestimmt
unter ver schiedenen Parametern

Die membrangebundene 4-OAT war in der Lage, exogene Substrate umzusetzen. In Analo-
gie dazu muidte auch eine membrangebundene Sialyltransferaseaktivitat mit exogenen Sub-
straten zu finden sein. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, wurde das exogene Substrat
Asiaofetuin im Vergleich zur in Detergenz bestimmten ST-Aktivitédt (a) zu immerhin mehr
als 30 % umgesetzt (b). Eine ST-Aktivitét mit endogenen Akzeptoren konnten in diesem Test
weder in Gegenwart (c) noch in Abwesenheit von Detergenz (d) bestimmt werden.

35 Charakterisierung der Enzymprodukte

351 Alkalische De-O-azetylierungen

Ein erster Hinweis, ob es sich bei der von AcCoA auf NeuSAc oder andere Sialoverbindun-
gen Ubertragenen Azetylgruppe um eine O- bzw. N-Azetylierung handelt, |83 sich leicht durch
alkalische De-O-azetylierung in Ammoniakatmosphére oder mit 0.1 M Natronlauge bei RT oder
37 °C Uberprifen (1 2.2.4.1).Wéhrend O-Azetylester unter solchen Bedingungen gespalten wer-
den, sind N-Azetylierungen stabil. Am Beispiel der Substrate NeuSAc und GD3 ist in
Abbildung 21 zu sehen, dal3 die enzymatisch durch die 4-OAT gebildeten azetylierten Produkte
einer alkalischen Verseifung nicht standhielten und schon nach kurzer Zeit vollkommen de-O-
azetyliert wurden. Auch die anderen untersuchten Azetylierungsprodukte konnten durch diese

Methode erfolgreich de-O-azetyliert werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Alkalische Ver seifung enzymatischer Azetylierungsprodukte

O-Azetylierte Sia wurden in Ammoniakatmosphére schon nach wenigen Stunden vollstandig
de-O-azetyliert. Eine N-Azetylierung war unter solchen Bedingungen stabil. In den Graphen
(al) und (a2) ist das Radiodiinnschichtchromatogramm enzymatisch O-azetylierter NeuSAc
vor und nach der Verseifung zu sehen. Die Graphen (b1) und (b2) zeigen das gleiche Ver-
halten fr enzymatisch O-azetyliertes GD3.

35.2 L aktosylceramid als exogener Akzeptor

Laktosylceramid (Abbildung 16) kann als Asialo-GD3 aufgefal3t werden und wurde zur Be-
stétigung der Annahme, dal3 die Sia der Ganglioside as O-Azetylakzeptoren fungieren, als
4-OAT-Substrat ausgestet. Wie zu erwarten war und as weiterer Bewels unserer Annahme
wurde L aktosylceramid nicht azetyliert (Abbildung 18).

3.5.3 I naktivierung des Enzyms durch Hitze

Der Nachwels Uber eine enzymatische Reaktion wird untermauert, wenn die Reaktion durch
Hitzedenaturierung unterbunden werden kann. So konnte auch im Fall der solubilisierten 4-OAT
eine O-Azetylierung der Substrate NeuSAc und GD3 vollstdndig verhindert werden
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Inaktivierung der 4-OAT durch Hitzedenaturierung

Die meisten Enzyme lassen sich durch Hitze denaturieren. Somit konnte die Inaktivierung
der 4-OAT durch Hitzedenaturierung (15 min bei 95 °C) als weiterer Beweis fir eine enzy-
matische Reaktion gewertet werden. Die Denaturierung wurde mit den drei Substraten
NeuSAc (a), 02,3SL (b) und GD3 (c) getestet. Die obere Reihe der Graphen (al-cl) zeigt die
Enzymaktivitdt vor der Hitzebehandlung, die untere Reihe (a2-c2) digenige nach ent-
sprechender Behandlung. Die 4-OAT-Aktivitét wurde dadurch volkommen zerstért.

354 Propionsaur ehydrolyse des enzymatisch O-azetylierten GD3

Glykosidisch in GD3 gebundene Neu4,5Ac, sollte durch milde Saurehydrolyse abspaltbar
und anschlief3end nachzuweisen sein. Es wurde deshalb das enzymatisch O-azetylierte GD3 in
2 M Propionséure bei 80 °C hydrolysiert (1 3.7.1) und eine Sialinsdureanal yse durchgefihrt. Das
Ergebnis war enttduschend. Zwar konnte Neu4,5Ac, nachgewiesen werden, alerdings erfillte
die Ausbeute keineswegs die Erwartung. Von der vorher anaysierten Menge radioaktiven O-
azetylierten GD3 hétte erwartungsgemald hochstens 30-40 % durch die Saurehydrolyse de-
O-azetyliert werden sollen (1 3.7.2). Das Ergebnis lag mit einer maximal 5 %igen Ausbeute aber
weit unter diesem Wert. Es konnte jedoch durch das einfache Anaysesystem aus Enzym-
test 5 (1 2.2.3.6) und durch eine klassische Sialinsdureanalyse Neu4,5Ac, nachgewiesen wer-
den (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Propionsaur ehydrolyse von 4-O-[°*H]Ac-GD3

@ O-Ac-GD3 (al) wurde mit Propionséure hydrolysiert und auf Kieselgel 60 HPTLC-
Platten analysiert. Ein Grofiteil der radioaktiven Markierung verschwand, und nur
ein Bruchteil war in Neud,5Ac, wiederzufinden (a2), das durch Co-Chromatogra-
phie mit einem authentischen Standard (schraffierte Markierung) identifiziert wor-
den war.

(b) Die gleiche Verfahrensweise wie unter (a) beschrieben wurde fir eine SiazAnalyse
auf Zellulosediinnschichtplatten verwandt. O-Ac-GD3 (b1) wurde nach Propionséu-
rehydrolyse zusétzlich durch Anionenaustausch gereinigt und auf Zellulose-DC
analysiert. Die schraffierte Markierung weist auf die identischen Retentionsfaktoren
fur radioaktives Produkt und authentischen Standard hin. Zu beachten ist auch die
veranderte Skalierung von (b2) gegenuber (bl).

1=4-0O-Ac-GD3 2 = Azetat 3 =Neu4,5Ac,

Wo die radioaktive Markierung, also das Azetat wahrend der Sdurehydrolyse verbleibt,
konnte nicht nachgewiesen werden. Am desialylierten Gangliosid befand sich die Azetylgruppe
nicht. Wahrscheinlich entstand wahrend der Hydrolyse freies Azetat, welches im Lyophilisa-
tionsschritt der Analyseprozedur verdampft. Eine zweite theoretische Mdglichkeit wére der unter
den Hydrolysebedingungen beschleunigte Isotopenaustausch der drei Tritiumatome der Azetyl-
gruppe gegen Wasserstoffatome des Wassers oder Protonen der Sdure, was allerdings eher un-

wahrscheinlich ist und in der Literatur bisher noch nicht beschrieben wurde.

355 Sialidasebehandlung des enzymatisch O-azetylierten GD3
Waéhrend das Ergebnis der chemischen Hydrolyse der O-azetylierten Sia vom GD3 nur be-
dingt erfolgreich war, so konnte man von der schonenden enzymatischen Hydrolyse durch Sia-

lidasen mehr Erfolg erwarten. Ein immer wiederkehrendes Problem der Analytik O-azetylierter
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Sia ist die Tatsache, dal3 diese Sialinsaurespezies schlechte oder im Falle der 4-O-azetylierten
Vertreter Uberhaupt keine Substrate fir die meisten Sialidasen sind (CORFIELD et al., 1986),
was aber auf der anderen Seite auch fur die SiasAnalytik ausgenutzt werden kann (IWERSEN
et al., 1998). Virae Siaidasen bilden oftmals Ausnahmen und sind in der Lage, die O-azetylier-
ten Sia von Glykokonjugaten abzuspalten, wenn auch langsamer als nicht substituierte Spezies
(CORFIELD etal., 1986; KLEINEIDAM et al., 1990). Dies machte man sich in zwelerlei
Hinsicht zunutze. Zum einen wurden Sialidasen aus Vibriocholerae(VCS) und
Arthtobacter ureafaciens (AUS) eingesetzt, die nicht in der Lage sind, 4-O-azetylierte Sia abzu-
spalten und bezlglich der Sia-Bindungen eine sehr breite Substratspezifitét besitzen. Zum ande-
ren wurde auch eine virale Sialidase aus dem Newcastle Disease Virus (NDV'S) benutzt, die ei-
nerseits a2,3-spezifisch ist, aber auch Neud,5Ac, aus Gangliosiden abzuspalten vermag. Die
eingesetzte Menge der Sialidasen war mit je 20 mU fur AUS und VCS, bzw. 10 mU fur NDVS
in 100 pl sehr hoch und die Inkubationszeit mit 1 h lang, um eindeutige Ergebnisse zu erzie-
len (1 2.2.4.5). Das Ergebnis fur die Behandlung des enzymatisch O-azetylierten GD3 mit AUS
und VCS war eindeutig. Diese beiden Sialidasen waren nicht in der Lage, das eingesetzte Sub-
strat zu spalten. Im Ansatz vorhandenes GD3 wurde in der gleichen Zeit vollstandig umgesetzt.
Dieses Ergebnis spricht eindeutig fur ein 4-O-azetyliertes GD3 (Abbildung 24).

89



3 Versuchsergebnisse

£ 5@ (b) 1758
o F ] o
= 601 1608
L 454 1as 2
£ 30§ 1303
X 3 3 Q:
§ 151 J P15 2
"g 0—:-.-.-.-%-....‘.*?"........fe.....r.'.“.. e - e 0] 3
¥ 0 15 30 45 60 75 90 | (C) 175 2

Laufstrecke (mm) } 60

45

I 30

}1s

%#M- 0

0 15 30 45 60 75 90
Laufstrecke (mm)
Abbildung 24: Sialidasebehandlung von 4-O-Ac-GD3 (Teil I)

4-O-Ac-GD3 wurde mit den Sialidasen AUS und VCS behandelt. Diese Enzyme sind nicht
in der Lage, Neud,5Ac, aus Sialosiden abzuspalten. Das Ergebnis fiel erwartungsgemal? aus.
Die Radiodinnschichtchromatogramme nach der Inkubation mit AUS(b) und VCS(c)
zeigten keinerlei Verénderung gegeniiber der Kontrollinkubation (a).

Ganz anders sah das Ergebnis nach Inkubation mit NDV'S aus. Das O-azetylierte GD3 war
restlos umgesetzt worden. In eindeutiger Analogie zur chemischen Hydrolyse des Substrates
stand die Tatsache, dal3 sich 90 % des aus der O-Azetylierung stammenden Azetats nicht mehr
wiederfinden lief3en (1 2.2.4.4). Nur 10 % des Azetats konnten in Neud,5Ac, wiedergefunden
werden (Abbildung 25). Eine Erklérung fir den grof3en Verlust der radioaktiven Markierung

steht noch aus.
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Abbildung 25: Sialidasebehandlung von 4-O-Ac-GD3 (Teil 11)

4-O-Ac-GD3 wurde auch mit der Sialidase aus dem Newcastle Disease Virus behandelt, die
einerseits spezifisch a2,3-gebundene Sia, andererseits auch Neud,5Ac, zu hydrolysieren
vermag. Nach der Sialidasebehandlung wurde das radioaktive Produkt mit authentischer
Neud,5Ac, co-chromatographiert. Nach Farbung mit dem Bial-Sprihreagenz zeigte sich fol-
gendes Bild: Im Vergleich zur Kontrollinkubation (blau dargestelltes Radiodinnschichtchro-
matogramm), wurde 4-O-Ac-GD3 vollstandig abgebaut. Dagegen wurde aber nur ein sehr
kleiner Teil als Neud,5Ac, erhalten, das mit dem Standard identisch migrierte.

3.5.6 Neu4,5Ac;, Neu5,9Ac, und Neu5,9Ac,-GD3 als exogene Ak zeptor en

Als Negativkontrolle diente die Inkubation der 4-OAT mit Neud4,5Ac, als Akzep-
tor (1 2.2.4.7). Wirde das schon 4-O-azetylierte Substrat inkubiert werden, ware eine radioak-
tive Markierung nicht mehr méglich. In diesem Sinne war das Experiment erfolgreich. Wahrend
Neu5Ac in einem Kontrollexperiment das gewtinschte Produkt ergab, verlief die Inkubation von
Neud,5Ac, ohne jede Veranderung (Abbildung 18). Interessant war die Frage, ob eine O-Azety-
lierung der NeuSAc an C-9 eine Anderung der Akzeptorspezifitat bewirken wiirde. Als Resultat
war kein Effekt festzustellen. Neu5,9Ac, wurde ebenso als Substrat erkannt, wie NeuSAc
selbst (Abbildung 18). Eine Bestétigung dieser Beobachtung ergab die enzymatische Umsetzung
von dem Substrat Neu5,9Ac,-GD3. Auch in diesem Fall verhielten sich 9-O-azetyliertes und
nicht-O-azetyliertes GD3 gleich (Abbildung 18). Darlberhinaus zei gte eine Co-Chromatographie
von durch die 4-OAT radioaktiv azetyliertem GD3 mit Neu5,9Ac,-GD3 keine ldentitét der
Retentionsfaktoren, was in Bezug auf die chromatographischen Unterschiede zwischen
Neud,5Ac, und Neu5,9Ac¢, bei schlechter auflsenden Chromatographiesystemen regelmaldig zu
beobachten ist (IWERSEN et al., 1998) (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Co-Chromatographie von 4-O-[*H]Ac-GD3 mit 9-O-Ac-GD3

Aus der Abbildung ist klar ersichtlich, daf3 die beiden O-azetylierten GD3 kein identisches
Laufverhalten zeigten. Dieses Chromatogramm bewies auch die sehr gute Trennungseigen-
schaft des benutzten DC-Systems (Chloroform/Methanol/20 mM wélriges Kalziumchlorid
(50:40:10; v:v:v).

35.7 Neu5Ac-GM 3 und Neu4Ac5Gce-/Neu5Ge-GM 3 als exogene Akzeptor en

Durch die freundliche Unterstiitzung von Prof. Shinsel Gasa aus Sapporo in Japan, der aus
Pferdeerythrozyten isoliertes Neu4Ac5Gc-GM 3 zur Verfugung stellte, war es moéglich, eines der
entscheidenden Experimente zur Produktcharakterisierung durchzufihren. Zuerst mufdte Uber-
prift werden, ob Neu5Gc-GM 3 selbst einen Akzeptor der 4-OAT darstellt. Dazu wurde ein Teil
des NeudAc5Gc-GM3 de-O-azetyliert (1 2.2.1.13, Abbildung 27) und als Akzeptorsubstrat ein-
gesetzt.

ﬂ Abbildung 27:

Verseifungskontrolle fir NeudAc5Gc-GM 3

Die alkalische Verseifung des aus Pferdeerythrozyten
gewonnenen NeudAc5Gc-GM3 verlief quasi quantita-

NeudAe5Gc-GM3 —» — tiv, was Grundvoraussetzung fir den Einsatz als exo-
Nach der Verseifung ——sss genes Substrat war.
entstandenes Rechte Spur : Vor der Verseifung.
Neu5Gc-GM3 Linke Spur : Nach der Verseifung.
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Wie aus Experimenten mit NeuSAc-GM3 und durch Vergleichsstudien von Neu5A c/Neu5Gce
zu erwarten war, lief sich Neu5Ge-GM3 O-azetylieren, alerdings im Vergleich zu Neu5Ac-
GM3 zu lediglich 45 % (Abbildung 18). Durch Co-Chromatographie mit Neu4Ac5Gc-GM 3
konnte ferner die Identitét des neo-O-azetylierten Neub5Gc-GM 3 als 4-O-Azetylderivat bewiesen
werden (Abbildung 28). Neud4Ac5Gc-GM3 diente in Ubereinstimmung mit allen vorher ge-
machten Beobachtungen selbst nicht als Akzeptor (Abbildung 18).

"H]AcCoA
(HlAcCa Neud[*H]Ac5Gc-GM3

authentisches
NeudAc5Goc-GM3
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Laufstrecke (mm)

Abbildung 28: Co-Chromatographie von enzymatisch-O-azetyliertem Neu5Gc-GM 3 mit authenti-
schem Neud4Ac5Gc-GM 3

Dieses Experiment bestétigte endgultig die in den anderen Experimenten zur Charakterisie-
rung der Reaktionsprodukte gesammelten Beweise flr eine 4-OAT im Solubilisat aus Meer-
schweinchenleber-Golgi-Membranen. Radioaktives Enzymprodukt und authentische Sub-
stanz zeigten das identische Laufverhalten. Erwartungsgemal diente authentisches
NeudAc5Gc-GM3 darliberhinaus nicht al's Substrat.

3.5.8 Praparation von enzymatisch O-azetyliertem GD3

Um eine eindeutige Strukturklarung Uber das GD3-Azetylierungsprodukt zu erhalten, war
eine grofiere nichtradioaktive Préparation mit anschlief3ender massenspektrometrischer Klérung
sehr geeignet. Vor diesem Hintergrund wurde versucht, genug Material fur eine solche Untersu-
chung zu erhalten (1 2.2.4.12). Insgesamt war das Ergebnis aus mehreren, nicht genau bestimm-
baren Grinden unbefriedigend. Einerseits war die angestrebte Menge von 1 pg Reinsubstanz ein
Problem, da nur in begrenztem Umfang genligend Enzymquelle zur Verfligung stand und wei-
terhin eine ganze Reihe von Reinigungsschritten notwendig waren, um ein sauberes Endprodukt
zu erhalten. Auf diesem Weg sind bei der Prgparation von Mikromengen Verluste und auch Ab-
bau des Produkts moglich. Trotzdem war nach Hydrolyse der isolierten Substanz durch die flu-
orimetrische HPLC nach Hara et al. zumindestens festzustellen, dal3 das enzymatisch praparierte
Produkt NeuS5Ac-haltig war (Abbildung 29). Immerhin widerlegte das Hydrolyseexperiment
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nicht die zuvor erhaltenen Ergebnisse und 183 sich durch die zuvor beobachteten Probleme bel
der Saurehydrolyse gut erklaren (1 3.5.4).

200 1 Neu5Ac
160
120

Elutionszeit
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relative Fluoreszens
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Abbildung 29: HPL C-Analyse von durch Saurehydrolyse abgespaltener Sia aus enzymatisch prépa-
rierten 4-O-Ac-GD3

Nur NeubAc war als Sia-Peak zu identifizieren. Zu der Zeit, zu der Neud,5Ac, eluiert, wurde
keine Substanz detektiert.

359 Inkubation von GD3 mit der solubilisierten 4-OAT und nicht radioaktivem
AcCoA mit anschliel3ender Analyse

Ein anderer Ansatz, um das Reaktionsprodukt zu charakterisieren, war die enzymatische O-
Azetylierung von GD3 unter nichtradioaktiven Bedingungen mit anschlief3endem Ausdialysieren
der Salze, Lyophilisation und Saureyhdrolyse des Rickstandes. Im letzten Schritt wurden die ab-
gespaltenen Sia ausdialysiert, wobel das Detergenz und die desiaylierten Glykolipide as Mi-
zellen zurtckblieben. Die ausdialysierten Sia wurden anschliel3end Uber HPLC analy-
siert (1 2.2.2.3.1). Dieses Verfahren wurde als Kontrolle auch in Abwesenheit von GD3 durch-
gefuhrt, damit deutlich wurde, welcher durch endogene 4-O-Azetylierung erzeugte "Hinter-
grund” erwartet werden mufite.

Das Ergebnis war in Bezug auf die Quantitét der gesuchten Neud,5Ac, zwar schwach ausge-
pragt, fiel jedoch qualitativ eindeutig aus (Abbildung 30). Es war bei Inkubation mit GD3 eine
Zunahme von Neud,5Ac, zu verzeichnen, die zusétzlich durch eine Mischanalyse mit authenti-
schem Neu4,5A ¢, bestétigt wurde.
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Abbildung 30: HPL C-Analyse von durch Saurehydrolyse abgespaltenen Sia aus nicht radioaktivem
mit GD3 und AcCoA inkubierten Solubilisat
Im Vergleich zur Kontrollinkubation ohne GD3 (grauer Graph (a)) entsteht bei Inkubation
mit GD3 nach Sdurehydrolyse Neud,5Ac¢, (schwarzer Graph (b)). Zum wiederholten Mae
wurde beobachtet, dald Neud,5Ac, nach Saurehydrolyse nicht in der erwarteten Konzentra-
tion gebildet wurde.
3.6 Charakterisierung der 4-OAT-Reaktion

Nachdem durch die Produktanalyse im vorhergehenden Abschnitt geklért worden war, dal3 es
sich bei dem aus Meerschweinchenleber-Golgi-M embranen solubilisierten Enzym in der Tat um
die gesuchte 4-OAT handelte, wurde begonnen, die Enzymreaktion im Hinblick auf die anvi-

sierte Reinigung ndher zu charakterisieren.

3.6.1 Bestimmung der optimalen Deter genzkonzentration mit exogenen Akzeptoren
Wie bereits beschrieben, stellte sich bel der Bestimmung der optimalen CHAPS-Konzentra-
tion fir NeuSAc ein dhnlicher, wie schon bel endogenem Substrat beobachteter Sachverhalt ein,
mit dem Unterschied, dai3 sich das Optimum im Falle des exogen eingesetzten Neu5Ac zu einem
niedrigeren Wert verschoben hatte (1 3.2.2).
Fur das exogene Substrat GD3 ergab sich ein ganz anderes Resultat. Zwar wurde bei einer
14 mM CHAPS-Konzentration das Optimum ermittelt, doch nahm die Enzymaktivitét bei hohe-
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ren CHAPS-Konzentrationen nicht ab, sondern bildete ab dem Optimum ein Plateau
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Bestimmung der optimalen CHAPS-K onzentration zur Solubilisierung der 4-OAT in

Gegenwart exogener Akzeptoren

Im Gegensatz zu Neu5Ac als exogenem Akzeptor (a), das wie im Falle des endogenen Sub-
strats ein scharfes Maximum der Detergenzkonzentration bildete, wurde bel exogenem GD3
(b) ab der optimalen CHAPS-Konzentration ein Plateau ausgebildet. Das Optimum lag in
beiden Fallen bei 14 mM CHAPS und damit niedriger als bei endogen getestetem Substrat.

3.6.2 Zeitabhangigkeit der 4-OAT-Reaktion fur NeuSAc und GD3

Fir die korrekte Auswertung der Enzymtests und gerade in Hinblick auf kinetische Messun-
gen war es notwendig, die Charakteristik des Azetateinbaus in die Substrate zu ken-
nen (1 2.2.5.4). Der zeitliche Verlauf des Azetateinbaus unterschied sich bei den beiden Sub-
straten NeuS5Ac und GD3. Fir NeuSAc erstreckte sich der lineare Bereich der Reaktion auf die
ersten 5 bis maximal 10 min. Nach dieser Zeit mindete die Kurve sehr langsam in den Sétti-
gungsbereich ein, der nach 60 min noch immer nicht ganz erreicht war. Im Gegensatz hierzu
verlief die GD3-4-O-Azetylierung viel eindeutiger. Der lineare Bereich der Azetataufnahme war
nach 20 min beendet und erreichte nach 40 min das Séttigungsplateau (Abbildung 32).
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Abbildung 32 Bestimmung des Zeitverlaufs der 4-O-Azetylierung von NeuSAc und GD3

Beide Substrate zeigten eine typische Séttigungscharakteristik. Der lineare Teil der Graphen
beschrénkte sich im Falle von NeuSAc auf die ersten 5 min (a), was in etwa dem membran-
gebundenen System entsprach, allerdings wurde im Unterschied hierzu der Sattigungswert
danach erst sehr langsam erreicht. Fir exogenes GD3 erstreckte sich der lineare Bereich auf
15 bis 20 min und miindete alshald in ein Plateau (b).

3.6.3 Abhangigkeit der 4-OAT-Reaktion von der Temperatur

Das Temperaturoptimum lag fur das solubilisierte Enzym, wie auch fur das membrangebun-
dene System bei 30 °C. Das Optimum war allerdings scharfer umrissen und schlof3 nur einen re-
lativ engen Bereich zwischen 25 und 33 °C ein (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Bestimmung des Temper aturoptimums der 4-O-Azetylierung von GD3

GD3 wurde bei 30 °C optimal umgesetzt. Dartiberhinaus kam es zu einer raschen Aktivi-
tétsabnahme. Dieser Wert entspricht genau dem im membrangebundenen System.

3.6.4 Abhéangigkeit der 4-OAT-Reaktion vom pH-Wert

Vom membrangebundenen System ausgehend war ein optimaler pH im nahezu neutralen Be-
reich erwartet worden (IWERSEN etal., 1998). Die Ermittlung des optimaen pH-
Werts (1 2.2.5.6) ergab alerdings, dald der Wert um etwa eine Grof3eneinheit in den sauren Be-
reich verschoben war. Fir das solubilisierte Enzym wurde ein zwischen pH 5.4 und pH 5.8 lie-

gender optimaler Bereich ermittelt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Bestimmung des pH-Optimums der 4-O-Azetylierung von GD3
Das pH-Optimum wurde zwischen pH 5.4 und 5.8 ermittelt, ein Wert, der im Vergleich zur
membrangebundenen 4-OAT um eine Grélzeneinheit in den sauren Bereich verschoben war.
3.6.5 Abhangigkeit der 4-OAT-Reaktion von der Pufferkonzentration

Die optimale Phosphatpufferkonzentration reichte von etwa 50 bis 65 mM Kaliumphosphat,
was ungefahr dem optimalen Wert des membrangebundenen Systems (70 mM) (IWERSEN
et al., 1998) entsprach (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Bestimmung des Kaliumphosphatoptimums der 4-O-Azetylierung von GD3

Das relativ breite Optimum beziiglich der Pufferkonzentration erstreckte sich auf einen Be-
reich zwischen 50 bis65 mM Kaliumphosphat und kam damit dem Optimum der mem-
brangebundenen 4-OAT mit 70 mM nahe.
3.6.6 Abhangigkeit der 4-OAT-Reaktion von der Kaliumchloridkonzentration
Das Optimum beziglich der Kaliumchloridkonzentration stellte sich als sehr breit heraus.
Zwischen 45 mM und 65 mM Kaliumchlorid war die Ausbeute an O-azetyliertem GD3 ann&

hernd gleich (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Bestimmung des Kaliumchloridoptimums der 4-O-Azetylierung von GD3

Zwischen 45 und 65 mM lag das Kaliumchloridoptimum der solubilisierten 4-OAT und da
mit etwas niedriger as das entsprechende Optimum des membrangebundenen Enzyms mit
90 mM.

Im Vergleich zum nicht solubilisierten Enzym (90 mM; (IWERSEN et al., 1998)) war die
optimale Kaliumchloridkonzentration der solubilisierten 4-OAT mit etwa 55 mM leicht zu klei-

neren Werten verschoben (Abbildung 36).

3.6.7 Reversible Inhibition der 4-OAT-Reaktion durch hohe Kaliumchloridkon-
zentrationen

Fir spatere Enzymreinigungsschritte war es wichtig festzustellen, ob die Hemmung des En-
zyms durch hohe Salzkonzentrationen reversibel ist. Zumal viele Reinigungsprotokolle mit lo-
nenaustauschern, aber auch Affinitatsmatrizes, die Elution mit hohen Salzkonzentrationen aus-
nutzen. Ausgehend von einem 200 mM Kaliumchlorid enthaltenden Inkubationspuffer wurde die
Salzkonzentration in mehreren Ansdtzen auf den Optimawert von 50 mM Kaliumchlorid
verdunnt und die Enzymaktivitét bestimmt (1 2.2.5.9). Als Ergebnis konnte festgehalten werden,
da3 die Inhibition der solubilisierten 4-OAT vollstandig reversibel war (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Reversible Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch Kaliumchlorid

Ausgehend von einer 200 mM Kaliumchloridkonzentration konnte die urspriingliche 4-OAT-
Aktivitédt in Verdinnungsexperimenten wieder regeneriert werden. Die gestrichelte Linie
spiegelt die in einem Kontrollexperiment unter optimalen Bedingungen ermittelte 4-OAT-
Aktivitét wieder.

3.6.8 Abhangigkeit der solubilisierten und membrangebundenen 4-OAT-Reaktion
vom Proteingehalt

Die Proteinabhangigkeit des membrangebundenen Systems wurde mit dem des solubilisierten
Systems verglichen. In ersterem Fall waren die Akzeptoren endogener Natur und ihre Konzen-
tration wurde mit steigender Proteinkonzentration entsprechend erhoht. Fir das solubilisierte
System war die Konzentration des exogenen Akzeptors Neu5Ac konstant. Es konnte fur die so-
lubilisierte 4-OAT ein linearer Anstieg der Neu4,5Ac,-Synthese bis zu der experimentell be-
stimmten Konzentration von 375 g Protein beobachtet werden. In diesem Bereich blieb die
spezifische Aktivitat konstant, waren Substrate also immer im UberschuB vorhan-
den (Abbildung 38(a)). Ganz anders sah das Bild fur die membrangebundene, mit endogenem
Substrat getestete 4-OAT aus. Wahrend die O-Azetylierung mit steigender Proteinkonzentration
linear anstieg, nahm die spezifische Aktivitéat ab, ein Zeichen dafir, dal3 bei erhdhtem Protein-
gehalt eines der oder beide Substrate die Synthesel eistung begrenzten (Abbildung 38(b)).
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Abbildung 38: Proteinabhéngigkeit der solubilisierten und membrangebundenen 4-OAT-Aktivitét
Im Bereich des bis 370 pg inkubierten Proteins verhielt sich die 4-O-Ac-GD3-Synthese fur
das solubilisierte Enzym linear (). Bezogen auf den Proteinanteil ergab sich kein Sétti-
gungswert wie im Falle des membrangebundenen Systems (b).
3.6.9 Experiment zur Nachinkubation mit AcCoA

Dawahrend der Inkubation AcCoA a's Substrat verbraucht wird und gleichzeitig der kompe-
titive Inhibitor CoA entsteht (1 2.2.5.11), ist es moglich, dal3 die Enzymreaktion nach einiger
Zeit nicht mehr unter den optimalen Bedingungen ablauft. Eine nachtragliche Zugabe des Sub-
strats wirde in diesem Fall helfen, die 4-OAT optimal arbeiten zu lassen.

Fur die 4-OAT konnte kein solcher Effekt nachgewiesen werden. Auch nach Zugabe von
AcCoA erhohte sich die Neu4,5Ac,- und 4-O-Ac-GD3 Synthesel eistung nicht.

3.6.10 Kinetische Aspekte

3.6.10.1 Michadis-Menten-Kinetik fur die Substrate AcCoA, GM3, GD3, GDlaund GD1b

Es war moglich, fur alle betrachteten Substrate eine Michaelis-Menten-Kinetik durchzufih-
ren (1 2.2.5.12.1). Folgende Werte wurden dabei ermittelt:

Tabelle 3: Daten der Kinetischen M essungen der solubilisierten 4-OAT

Substrat Michaelis-M enten- M aximale Geschwindigkeit katalytische Effizienz
Konstante Ky, [UM] Vmax [pMol/(min x mg Protein)] | [I/molessmg Protein]
AcCoA 36 215 9.95x 10"
(mit GD3 als Akzeptor) (mit GD3 als Akzeptor)
GM3 8.4 235 4.66 x 107
GD3 12 1310 1.82 x 10°
GDla 2.2 2136 1.62 x 10°
GD1b 2.5 1385 9.23x 10°

Die dazugehorigen Graphen sind in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Graphen zur Auswertung der Michaelis-M enten-Kinetik

Auf der linken Seite ist der direkte Auftrag, auf der rechten der reziproke Auftrag darge-
stellt. Es wurden die kinetischen Parameter der funf Substrate AcCoA (a), GM3 (b),
GD3 (c¢), GD1a(d) und GD1b (e) bestimmt (vgl. dazu Tabelle3und t 2.2.5.12.1).
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Da GM3 kein alzu passendes Substrat darstellte (vgl. Abbildung 18), streuten die ermittelten
Mefdwerte stark, wohingegen sich alle anderen Substrate durch eine stete Mef3wertverteilung
auszeichneten. Alle Substrate haben, ausgedriickt durch den Ky-Wert im niederen mikromolaren
Bereich, eine hohe Affinitt zum Enzym. Die drel getesteten Disiaoganglio-
side (Abbildung 39(c, d, €)) zeigten die grofite maximale Geschwindigkeit (Vma), unter ihnen
war fir GDlader mit Abstand hdchste Wert zu verzeichnen. Dieses Verhalten spiegelt sich auch
in der katalytischen Effizienz wider. Fir AcCoA (Abbildung 39(a)) konnte bezliglich des mem-
brangebundenen Enzyms mit einem Ky, von 0.6 UM eine noch hohere Affinitét festgestellt wer-
den (IWERSEN et al., 1998). Die katalytische Effizienz lag aber wegen der hier ebenfalls stark
verringerten Vma im gleichen Bereich wie die der solubilisierten 4-OAT (Tabelle 3).
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Abbildung 40: Molekildarstellung der eingesetzten CoA-Derivate

€) AcCoA

(b) Desulfo-CoA

(© 3"-Dephospho-CoA

Da das Substrat AcCoA (Abbildung 40) und der hieraus wahrend der enzymatischen Umset-

zung gebildete Inhibitor CoA bis auf die Azetylgruppe in ihrer Molekilstruktur identisch sind,
war zu erwarten, dald CoA das Enzym kompetitiv hemmen wird. Schon die membrangebundene
4-OAT konnte durch CoA gemischt kompetitiv gehemmt werden. In dieser Weise setzte sich
auch das Verhalten der solubilisierten 4-OAT in Inhibitionsstudien mit CoA fort (1 2.2.5.12.2).
CoA inhibierte in diesem Fall die 4-OAT rein kompetitiv, was in der graphischen Darstellung
der Inhibitionsgraphen durch den Schnittpunkt der linearisierten reziproken Darstellung auf der
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Ordinate einndeutig ist (Abbildung 41). Die Inhibitionskonstante K; fir CoA berechnete sich zu
14.8 (x1.2) uM.
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Abbildung 41: Grafik zur Bestimmung der Inhibitionskonstanten

Bel jewells vier AcCoA-Konzentrationen (10, 20, 30 und 40 uM) wurde die 4-OAT-Aktivi-
tét in Gegenwart von 0, 10 und 30 pM des Inhibitors CoA bestimmt. Der Schnittpunkt der
drei linearisierten Graphen in der reziproken Darstellung nach Lineweaver und Burk in ei-
nem Punkt auf der Ordinate verrét eine rein kompetitive Inhibition. Die gemittelte Inhibi-
tionskonstante ergab sich zu 14.8 uM.

3.6.11 Weliter e Inhibitionsver suche

3.6.11.1 Inhibitionsversuche mit Desulfo-CoA und 3"-Dephospho-CoA

Mit den beiden CoA-Derivaten Desulfo-CoA und 3"-Dephospho-CoA (Abbildung 40) sollte
untersucht werden, ob bestimmte Teile des CoA-Molekiils fur die Anbindung an das Enzym es-
sentiell sind (Vgl. dazu auch 3.6.11.2). Desulfo-CoA entpuppte sich als potenter Inhibitor, der
schon bel einer 13 uM Konzentration die Enzymaktivitdt auf die Halfte hemmte (Abbildung 42).

107



3 Versuchsergebnisse

220 ¢
200 {
180
160 4
140
120
100 1
80 1
60 1
40 4
20 o
0 e,

0O 25 50 75 100 125 150 175 200

UM Desulfo-CoA

pmol 4-O-Ac-GD3

Abbildung 42: Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch Desulfo-CoA

Desulfo-CoA war ein potenter Inhibitor, wenn auch nicht ganz so effektiv wie CoA. Bei
einer Konzentration von 13 pM Desulfo-CoA wurde die 4-OAT zu 50 % inhibiert.

Dagegen zeigte 3"-Dephospho-CoA enige bemerkenswerte Besonderheiten Uber seine
50 %ige Inhibition bei einer 22 uM Konzentration hinaus (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch 3" -Dephospho-CoA

Die Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch 3"-Dephospho-CoA war bemerkenswert.
Bei steigender Zugabe des Inhibitors wurde die 4-O-Ac-GD3-Synthese bis zu einem Wert
von 50 % inhibiert, wahrend der Inhibitor wahrscheinlich S-azetyliert wurde. Dariber-
hinaus blieb die 4-O-Ac-GD3-Konzentration konstant und die Azetylierung des Inhibitors
verlief ausschlieffdlich auf Kosten des Substrats AcCoA. Die Konzentration des azetylier-
ten Inhibitors strebte dabel einem Sattigungswert entgegen.

Die Inhibition der 4-O-Ac-GD3-Bildung fuhrte bei Erhéhung der 3"-Dephospho-CoA-Kon-
zentration nicht tber 50 % hinaus, sondern blieb konstant bel diesem Wert. Stattdessen wurde
der Inhibitor in einer enzymatischen Konkurrenzreaktion zuerst auf Kosten von 4-O-Ac-GD3
azetyliert, spéater dann aber auf Kosten von AcCoA, wéahrend die 4-O-Ac-GD3-Konzentration
konstant gehalten wurde. Mit hoher Wahrscheinlichkeit wurde 3"-Dephospho-CoA unter diesen
Bedingungen an der Sulfhydrylgruppe azetyliert, da sowohl AcCoA als auch das azetylierte 3'-
Dephospho-CoA unter ammoniakalischen Verseifungsbedingungen das gleiche Verhalten zeig-

ten (Abbildung 44).
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Abbildung 44:

Alkalische Verseifung von AcCoA, 3 -Dephospho-
AcCoA und 4-O-Ac-GD3

Alle drei Substanzen lassen sich unter den gleichen
Bedingungen alkalisch verseifen.

€) Vor Verseifung in Ammoniakdampf.
(b) Nach Verseifung in Ammoniakdampf.

Die O-Azetylierung von 4-O-Ac-GD3 (Peak 3) war am
labilsten, die Azetylierung von AcCoA (Peak 1) und dem
bisher unbekannten Produkt (Peak 2) etwas stabiler. Die
gleiche Verseifungscharakteristik von AcCoA und dem
unbekannten Produkt sprachen bei letzterem neben den
bekannten Fakten fir 3"-Dephospho-AcCoA.

Dal’ die Reaktion enzymatischer Natur war, konnte in weiteren Experimenten bewiesen wer-
den (1 2.2.5.13.1). Auch in Abwesenheit von GD3 als Substrat fand die Azetylierungsreaktion

statt (Abbildung 45(b)) und wurde durch vorheriges Erhitzen des Enzyms vollstandig unterbun-

den (Abbildung 45(c)). Eine nichtenzymatische Reaktion konnte auch durch nichtenzymatische

Inkubation von AcCoA und 3"-Dephospho-CoA unter ansonsten gleichen Bedingungen ausge-

schlossen werden (Abbildung 45(d)).
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Abbildung 45: Nachweis tiber die enzymatische Natur der 3"-Dephospho-AcCoA-Bildung
(@) Kontrollreaktion.
(b) Inkubation ohne GD3 als Substrat.
(¢) Inkubation mit zuvor erhitztem Enzym.
(d) Inkubation ohne Solubilisat.

1=AcCoA 3=4-O-Ac-GD3
2 = 3-Dephospho-AcCoA? 4 = Azetat

Das Interesse an 3"-Dephospho-CoA als Inhibitor wurde durch Inkubation der 4-OAT in Sul-
fonsdurepuffern (Good-Puffern) geweckt (Abbildung 46).
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Abbildung 46:

Radioaktivitat (cpm)
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Inkubation der solubilisierten 4-OAT in unterschiedlichen Puffern fihrte zu unter-
schiedlichen 3"-Dephospho-AcCoA-konzentrationen

(8 Kontrollinkubation in Phosphatpuffer
(b) Inkubationin MOPS-Puffer

(c) Inkubationin HEPES-Puffer

(d) Inkubationin MES-Puffer

Wéhrend 4-O-Ac-GD3 (3) immer in etwa gleicher Menge synthetisiert wurde, wurde Uber-
schissiges AcCoA (1) im Falle der Good-Puffer als Substrat zur Azetylierung von einem bis-
her unbekannten Produkt (2) genutzt, das bel Inkubation in Phosphatpuffer nicht gebildet
wurde. Nach den bisherigen Erkenntnissen handelte es sich bei dem unbekannten Produkt um
3’-Dephospho-AcCoA.

In diesen Puffern (HEPES, MES und MOPS) konnte neben dem gewtinschten Produkt 4-O-
Ac-GD3 noch ein anderes Produkt nachgewiesen werden (Abbildung 46(2)). Da dieses Neben-
produkt auch in Abwesenheit von GD3 auftrat, wurde von einem 4-O-Ac-GD3-Spaltprodukt ab-
gesehen. Stattdessen war eine Herkunft aus dem Azetyldonor AcCoA wahrscheinlicher. Weil

diese Substanz auRerdem bel einer Inkubation der 4-OAT in Phosphatpuffer nicht oder nur in
untergeordnetem Mal3e beobachtet wurde, bedeutete dies im Riickschlul, dal’ Phosphationen als

Inhibitor dieser enzymatischen Nebenreaktion fungierten. Folglich kdnnte es sich bei dem En-

zym um eine Phosphatase handeln, die AcCoA tellweise oder ganz dephosphoryliert. Mit

S-azetyliertem 3"-Dephospho-CoA scheint das Nebenprodukt nun korrekt identifiziert zu sein.
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3.6.11.2 Inhibition durch verschiedene Nukleotide und andere Verbindungen

Weiterhin wurde versucht,
ren (1 2.2.5.13.4, Abbildung 47).
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Wie schon friher nachgewiesen (IWERSEN et al., 1998), war das fur Disulfidbrickenbin-
dungen hochaffine p-CMB (Abbildung 47(a)) ein potenter irreversibler Inhibitor, der die 4-OAT-
Aktivitat bei einer 1 mM Konzentration vollsténdig unterband. Diesist ein klarer Hinweis auf im
Enzym vorhandene funktionelle Disulfidbriicken. Der haufig in Affinitatschromatographien fir
nukleotidabhéngige Enzyme as Ligand eingesetzte Triazinfarbstoff Cibacron Blue F3G-A
(Abbildung 47(b)) (LOWE und PEARSON, 1984; STELLWAGEN, 1990) inhibierte im hohen
mikromolaren Bereich. Da das Molekil verschiedene funtionelle Gruppen besitzt, ist seine Wir-
kung allerdings nicht definierbar. Auch sein Einsatz in der Affinitétschromatographie (1 3.8.1.1)
ist rein empirischer Natur. Ein drittes Nicht-Nukleotid-Substrat ist das Coenzym
PLP (Abbildung 47(c)), das an vielen biochemischen Reaktionen beteiligt ist, wie zum Beispiel
der phosphorylytischen Spaltung von Glykogen (KLEIN und HELMREICH, 1985) oder den
Transaminierungsreaktionen (STRYER, 1994). PLP wird gelegentlich auch als Inhibitor fur
Anionentransportvorgange eingesetzt (SPIRO und SPIRO, 1985) und inhibierte die 4-OAT in
1 mM Konzentration zu etwa 75 %. Da PLP eine freie Aldehydgruppe trégt, kénnte die Inhibi-
tion aber auch unspezifisch auf der Bildung Schiffscher Basen (Iminen) beruhen. Andere in die-
sem Test eingesetzte Inhibitoren waren die Purinnukleotide AMP, ATP, 3',5-ATP, IMP, IDP,
ITP, NAD und NADP (Abbildung 48). Alle Nukleotide wurden in einer Konzentration von
1 mM eingesetzt. Zyklisches AMP, NAD"* und NADP" hatten neben AMP und ATP den gering-
sten inhibitorischen Effekt. Wahrend c-AMP und die niedriger phosphorylierten Verbindungen
Uberhaupt nicht inhibierten, inhibierte NADP" die 4-OAT-Reaktion zu etwa 20 %, ATP zu etwas
mehr als 20 %. Die Inosinnukleotide IMP, IDP und ITP, die sich zu den entsprechenden Adeno-
sinanaloga nur durch eine Hydroxylgruppe anstatt einer Aminogruppe an Position 1 unterschei-
den, hemmten in der angegebenen Relhenfolge zu 16, 30 und 58 %. Anscheinend waren sowohl
die 1-Hydroxylierung, in intensiverem Ausmal3, als auch der Grad der O-Phosporylierung in 5'-
Position ausschlaggebend. Dagegen war der dem in AcCoA am néchsten kommende Nukleoti-
danteil, das 3",5 -ADP am wirkungsvollsten. Es hemmte die 4-O-Azetylierung zu mehr als 80 %,
was bewies, dal3 auch die Phosphorylierung an C-3-OH von grof3er Bedeutung
ist (Abbildung 49).
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Abbildung 49:

Kontrolle

PLP (1 mM)

IMP (1 mM)

IDP (1 mM)

ITP (1 mM)
AMP (1 mM)
ATP (1 mM)
3",5"ADP (1 mM)
c-AMP (1 mM)
NAD (1 mM)
NADP (1 mM)
F3G-A (200 uM)
F3G-A (400 uM)
p-CMB (1 mM)

% 4-O-Ac-GD3

Vergleich verschiedener eingesetzter Inhibitoren

Neben p-CMB, PLP und F3G-A, deren Effekte al's eher unspezifisch einzustufen waren,

konnten

die Inosinphosphate in der Reihe steigender Phosphorylierung, vor allen Dingen

aber 3',5"-ADP (berzeugen, das als Nukleotidbestandteil des AcCoA-Molekils fungiert.

Mit 4,4"-Dithioisocyano-2,2"-stilbendisulfonsdure (DIDS)

DIDS (Abbildung 47) wurde unter anderem als Inhibitor der Zuckernukleotidtransportpro-
zesse in den Golgi-Apparat eingesetzt (CAPASSO und HIRSCHBERG, 1984; SPIRO und
SPIRO, 1985; MILLA et al., 1992). Fur die solubilisierte 4-OAT konnte ebenfalls eine Inhibition
des Enzyms bei DIDS-Konzentrationen im mittleren bis unteren mikromolaren Bereich beob-
achtet werden (1 2.2.5.13.3, Abbildung 50).

Es konnte gezeigt werden, dal3 125 uM DIDS eine 50 %ige Inhibition zur Folge hatte. Die In-

hibition mochte aber auch in diesem Fall unspezifisch durch die Sulfonsure- und Isothiocya-

natfunktionen im Molekll verursacht worden sain.
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Abbildung 50: Inhibition der solubilisierten 4-OAT durch DIDS

DIDS inhibierte die solubilisierte 4-OAT erst bel einer Konzentratiuon von 125 uM zu
50 %. Insgesamt konnte DIDS nicht al's potenter Inhibitor angesehen werden. Die Inhibi-
tion basierte wahrscheinlich nicht auf spezifischen Effekten.

3.6.11.4  Mit Laktosylceramid

Wenn AcCoA-Derivate as Inhibitoren fungieren konnten, so war es eventuell moglich, daf3
auch eine Inhibition durch Derivate des zweiten Substrats, des Gangliosids verursacht wird. Aus
diesem Grunde wurde Laktosylceramid, das Grundgerist aller eingesetzten Ganglioside, auf
seine inhibitorische Wirkung getestet (1 2.2.5.13.5). Interessanterweise erwies sich Laktosyl-

ceramid als Inhibitor vollkommen wirkungsl os.

3.6.12 Stabilitatstests

3.6.121  Stabilitét des membrangebundenen Enzyms bei drei Temperaturen

Es stellte sich heraus, dal3 das membrangebundene System bei 0 °C und 4 °C Uber 24 h nur
etwa 20 % seiner Aktivitét verlor, dagegen bei 25 °C schon nach 4 h mehr als 50 % und nach
24 h vollstandig (Abbildung 51).
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3.6.12.2  Stabilitét des solubilisierten Enzyms bei 4 °C

Fir die solubilisierte 4-OAT wurde aufgrund der routinemaldig bei 4 °C durchzufUhrenden
Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte eine Langzeitstabilitdtsmessung bei 4 °C betrachtet. Das
Enzym war nach 1 Woche der Lagerung bei dieser Temperatur noch immer so aktiv, wie ein
frischzubereitetes Enzymsolubilisat (Abbildung 52).

Abbildung 52:
Temperatur stabilitat der solubilisierten 4-OAT

Das solubilisierte Enzym war selbst nach einer Woche
K uhlraumlagerung unverandert aktiv.

pmol 4-O-Ac-GD3

0 30 60 90 120 150
Stunden der Lagerung (4 °C)

3.6.12.3  Stabilitét des solubilisierten Enzyms gegentiber Frier-Tau-Zyklen

Ob das frisch solubilisierte Enzym zur l&ngeren Lagerung bei —-80 °C eingefroren und wieder
aufgetaut werden durfte, sollte in diesem Experiment Gberprift werden (1 2.2.5.14.3). Die solu-
biliserte 4-OAT erwies sich selbst nach 6 Frier- und Tau-Zyklen immer noch so aktiv wie die
frischbereitete Enzyml6sung (Abbildung 53).
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| 6. Zyklus Abbildung 53:

H 4. Zyklus Stabilitat der solubilisierten 4-OAT gegeniiber
H 3. zZyklus Frier-Tau-Zyklen

i 2. Zyklus Selbst nach sechsmaligem Einfrieren und Auftauen war
H 1.Zyklus  das Enzym unverandert aktiv. Eine Lagerung des En-
H Kontrolle zyms durch Einfrieren ist entsprechend empfehlenswert.
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pmol 4-O-Ac-GD3

3.6.12.4  Dessolubilisierten Enzyms gegentiber Lyophilisation

Als eine Alternative gegenuiber der Lagerung des Solubilisats bei —80 °C wurde tUberprift, ob
das Solubilisat nach Lyophilisation und Wiederauflsen noch aktiv war (1 2.2.5.14.4). In der Tat

konnte das solubilisierte Enzym durch Lyophilisation ohne Aktivitatsverlust gelagert werden.

3.6.125 Einfluld anderer Substanzen auf die 4-OAT-Aktivitét

Glycerin, Saccharose und Sulfhydrylgruppen enthaltende Substanzen wie DTT, 2-Mer-
captoethanol oder 2-Mercaptoethanolamin werden gerne zur Stabilisierung von Enzymen gerade
wahrend ihrer Aufreinigung eingesetzt. Wie Abbildung 54 zu entnehmen ist, war nur DTT ein
inhibierendes Agenz und Saccharose aktivitatssteigernd. Alle anderen Agenzien Ubten keinen
Einflul? aus und eignen sich entsprechend fur zukinftige Enzymreinigungsansétze. Da EDTA zu
keiner Aktivitdtsabnahme fihrte, konnte davon ausgegangen werden, dal3 zwei- oder dreiwertige
Metallkationen fur die 4-OAT nicht essentiell waren.
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H Kontrollinkubation

|—| 14 % (w/v) Glycerin

H 200 mM Saccharose

— 2mM DTT
|-I 2 mM 2-Mercaptoethanolamin
H 2 mM 2-Mercaptoethanol
H 1 mM EDTA

% 4-O-Azetylierung

Abbildung 54: EinfluB enzymstabilisierender Zusétze

Bis auf DTT hatte keiner der Zusétze eine signifikant inhibierende Wirkung, mit 200 mM
Saccharose erhdhte sich die Enzymaktivitét sogar um mehr as 20 %. EDTA, das zwei- und
dreiwertige Metallkationen bindet, hatte ebenfalls keinen Einflu auf die Enzymaktivtét, so
dal3 auch dieses Experiment keine Beteiligung solcher Kationen an der Enzymaktivitét un-
termaviert.

3.6.13 Ultrafiltrierbarkeit der solubilisierten 4-OAT

Im Hinblick auf eine spétere Enzymreinigung war es unerldldich, zu dberprifen, ob sich das
geloste Enzym durch Ultrafiltration anreichern lief3 (1 2.2.5.15). Dazu wurde das Solubilisat
uber Membranen mit einem MWCO von 30 kDa ultr&filtriert. Membranen mit einem MWCO
von 10 kD waren fir grofRere Mengen der Konzentrierung sehr schlecht geeignet, da das Deter-
genz CHAPS aufgrund seiner Aggregationszahl (AN) von 4-14 (NEUGEBAUER, 1990) Mizel-
len mit einem Molekulargewicht von zum Teil groRer als 10 kDa bildet und sich das Detergenz
bei der Ultrafiltration stark aufkonzentrieren wirde. Dagegen lag die molekulare Ausschluf3-
grenze von 30 kDa gerade Uber dem mittleren mizellaren Molekulargewicht. Das Ergebnis der
Ultrafiltration war Uberraschend, da weder im Filtrationsriickstand noch im Ultrafiltrat eine
Enzymaktivitat meldbar gewesen war (Abbildung 55(a,b)). Folgende zwei Situationen konnten
eingetreten sein: Entweder wurde das Enzym bei der Ultrafiltration durch die chemisch-physi-
kalische Beschaffenheit der Membran irreversibel zerstort oder durch die Trennung des Enzyms
in Untereinheiten bzw. die Abtrennung eines Co-Faktors inaktiviert. Die letztere Méglichkeit
wurde Uberprift, indem das Ultrafiltrat mit dem Ultrafiltrationsriickstand wieder vereint und
dann die Enzymaktivitdt erneut kontrolliert wurde. Das Unerwartete trat ein, und die Enzymak-
tivitét konnte fast vollstandig wiedergefunden werden (Abbildung 55(d)). Dariberhinaus wurden
Ultrafiltrat und Ruckstand jeweils auf 95 °C erhitzt und nach Abkihlen mit nicht erhitztem
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Ruckstand bzw. Ultrafiltrat vereint und die Enzymaktivitédt gemessen. Es konnte klargestellt
werden, dal der Ultrafiltrationsriickstand hitzeinaktivierbar war, das Ultrafiltrat jedoch nicht

(Abbildung 55(e,f)). Dieses Ergebnis war konform mit der Annahme, das Enzym befénde sich
im Filtrationsriickstand. Dabei blieb die Natur des durch Hitze nicht zerstérbaren Co-Substrats

ungeklart.

()
(e)
(d)
(c)
(b)
(a)

Abbildung 55:

—
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% 4-OAT-Aktivitat

30 kDa-Ultrafiltration der solubilisierten 4-OAT
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(©
(d)
(€)

(f)

Kontrollinkubation ohne Ultrafiltration.

Inkubation des Ultrafiltrationsriickstands.

Inkubation des Ultrafiltrats.

Inkubation des wiedervereinten Ultrafiltrationsriickstands und -filtrats.

Inkubation des wiedervereinten Ultrafiltrationsriickstands und -filtrats
nach Hitzebehandlung des Ultrafiltrationsriickstands.

Inkubation des wiedervereinten Ultrafiltrationsrickstands und -filtrats
nach Hitzebehandlung des Ultrafiltrats.

3.6.14 Testen verschiedener Substanzen als potentielle Co-Faktoren
Alle unter 2.2.5.18 genannten Substanzen regenerierten die Enzymaktivitét in der 30 kDa-ul-

trafiltrierten 4-OAT nicht. Weil keine dieser Komponenten eine Co-Faktoreigenschaft zeigte,

waren die Substanzen nicht von weiterem Interesse.
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3.6.15 Co-Faktorabhéangigkeit der solubilisierten 4-OAT

Waére die 4-OAT von einem Co-Faktor abhangig, dann wirde das Enzym bezlglich dieses
Co-Faktors auch ein Séttigungverhalten zeigen. Um diese Mutmal3ung zu Uberprifen, wurde
Solubilisat Uber eine Sepak™-Chromatographie angereichert und dabel als wasserl6sliche Sub-
stanz identifiziert (1 2.2.5.16). Lipide als Co-Faktoren in weiteren Betrachtungen schieden daher
aus. Das bel dieser Reinigung erhaltene Lyophilisat wurde als konzentrierte L6sung neu ange-
setzt und dem Enzymtestansatz beigemengt. Als Ergebnis konnte tatséchlich eine Séttigung der
4-OAT durch den Co-Faktor beobachtet werden (Abbildung 56).

500
D 400 { >
o [
d 300 -:
= :
© 200 A
S [
o [
100 {
O -l....l....l....l....l....l....l....l....l...
0 2 4 6 8 10 12 14 16
X ul/25ul Co-Faktorlésung
Abbildung 56: Sattigung der 4-OAT durch den Co-Faktor
Durch Erhéhung der Co-Faktorkonzentration im Inkubationsansatz konnte gezeigt werden,
dai fur diese Substanz ein Séttigungswert besteht, eine fir Co-Faktoren notwendige Eigen-
schaft.
3.7 Weitere Unter suchungen
3.7.1 Préaparation des GD3-Tetrasaccharids NeuSAc(a2,8)NeuS5Ac(a2,3)Gal(1,4)Glc

Das durch Ozonolyse und 3-Eliminierung aus GD3 abgespaltene Tetrasaccharid wurde durch
Ultrafiltration und Gelfiltration von Lipiden und Nebenprodukten befreit und auf DC analy-
siert (1 2.2.1.10). Als storendes Nebenprodukt wurde Neu5Ac erkannt, dal3 schon unter schwach
aziden Bedingungen aus seiner a2,8-Bindung zu Neu5Ac gelést wird. Nach Refraktionierung
wurde ein chromatographisch reines Produkt isoliert, das ein zu Neu5Ac und a2,3-SL unter-

schiedliches Laufverhalten aufwies (Abbildung 57).
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Abbildung 57: DC-Analyse des Tetrassaccharids NeuSAc(a2,8)NeuSAc(a2,3)Gal (B1,4)Glc wahrend

der Fraktionierung und nach endgultiger Reinigung

Abbildung (a) zeigt die positiven Fraktionen wahrend der Biogel P2-Chromatographie. Nur
die Fraktionen 47 bis 53 wurden gepoolt, um Neu5Ac als Verunreinigung zu vermeiden. Die
Fraktionsnummern sind unter den Banden vermerkt. Abbildung (b) zeigt die Analyse des

isolierten Produktsim Vergleich zu NeuSAc und a2,3SL.

Auch in der photometrischen Quantifizierung lief3en sich der theoretische und experimentell

ermittelte Neu5A c-Gewichts-%-Anteil im Tetrasaccharid zur Deckung bringen:

MW des Tetrsaccharids (freie Saure, g/mol)
MW von NeuSAc (freie Saure, g/mol)
Eingesetzte Tetrasaccharidmenge (durch Wagung)

937.0
309.3
13.0 ug (13.9 nmol)

Neu5Ac-Menge (photometrisch) 79ug (25.5nmal)
NeuS5Ac-Gew.-% (experimentell) 61 (1) %
(NeubAc-Gew.-% (theor etisch) 64 %)

3.7.2 Hydrolysever suche

Verschiedene Beitrége zu Sia-Hydrol yseverfahren sind Gber einen langeren Zeitraum erschie-
nen (REUTER und SCHAUER, 1994; VARKI und DIAZ, 1984; MAWHINNEY und CHANCE,
1994; MATTOO und ROSEMAN, 1997). Der Trend entwickelte sich dahin, immer mildere
Sauren as Hydrolysemittel der Wahl einzusetzen. Die aktuellste Methode ist derzeit die
Hydrolyse mit 2 M Propionsdure (MAWHINNEY und CHANCE, 1994). Ein Problem, was bis-
her unbeantwortet blieb, ist die Empfindlichkeit der glykosidischen Sia-Bindung gegeniiber der

Saurehydrolyse in verschiedenen Sialosiden, denn ein Einfluf des Aglykons auf die Effektivitat

der Hydrolyse muf3 berticksichtigt werden. Aus diesem Grunde wurde eine Vergleichshydrolyse-
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studie mit verschiedenen Sauren und verschiedenen Substraten begonnen, die jedoch noch nicht
abgeschlossen ist (1 2.2.1.7). Trotzdem ist klar zu erkennen, dal3 verschiedene Sialoside unter-
schiedlich schnell gespalten werden. Am schnellsten werden erwartungsgemal3 Oligosaccharide
gespalten. Doch auch bel Mitgliedern der gleichen Glykokonjugatgruppe, wie den Gangliosiden,
gibt es betrachtliche Unterschiede, die auf die im gleichen Molekil enthaltenen unterschiedli-
chen Sia-Bindungsarten (02,3 und a2,8) zuriickzufihren sind. Ein fir das Thema dieser Arbeit
sehr wichtiger Aspekt ist die Stabilitat der O-Azetylgruppen wahrend einer Hydrolyse. Die Hy-
drolyse von Sia darf lediglich als ein Versuch der optimalen Gratwanderung zwischen hochst-
moglicher Ausbeute und niedrigstem Verlust durch Degradation der Sia selbst oder De-O-azety-
lierung betrachtet werden. In diesem Sinne kommt fir Seitenketten-O-azetylierte Spezies noch
die Tendenz der O-Azetylgruppenwanderung von Position 7 Uber 8 zu 9 erschwerend
hinzu (1 1.4.1). Mehrere fur diese Arbeit bedeutende Beispiele seien angefuihrt. Meerschwein-
chenserum wurde mit 0.1 M und 0.01 M Salzsaure, 0.5 M Ameisensaure, 2 M Essigsaure und
2 M Propionséure Uber verschiedene Zeitraume hinweg bei den angegebenen Temperaturen hy-
drolysiert (Abbildung 58).

Abbildung 58:

Sia-Ausbeuten bel der Sdurehydrolyse von Meer-
schweinchenserum und Neu4Ac5Gc-GM 3 mit ver-
schiedenen Sauren

1000 1
800 1

600 -

(@ Meerschweinchenserum hydrolysiert mit 0.1 M

Salzsdure (schwarz), 0.01 M Salzsaure (violett),

, 2 M Essigsdure (rot)

und 2M Propionsdure (blau). Abgebildet ist
lediglich die Analyse freier Neud,5A¢,.

(b) Meerschweinchenserum in 20 mM CHAPS hy-
drolysiert mit 2 M Propionsdure. Die drei abhy-
drolysierten Sia sind dargestellt: NeuSAc (blau),
Neud,5Ac; (rot) und Neu5Gc (schwarz)

(c) NeudAc5Gc-GM3 hydolysiert mit den unter (a)
genannten Sduren, aber ohne 0.01 M Salzséure.
Abgebildet ist die Analyse von NeudAc5Gc.
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Die gezeigte Ausbeute an Neud,5Ac, in Abbildung 58(a) ist von Saure zu Sdure unter-
schiedlich und liegt bei der Hydrolyse mit Propionsaure am hochsten, mit der das Optimum erst
nach 4 h erreicht wird, einem Wert, der mit dem in der Literatur fir Muzine beschriebenen iden-
tischist (MAWHINNEY und CHANCE, 1994). Eine eventuelle Verbesserung der Zuganglickeit
der Proteine durch CHAPS-Solubilisierung ist fir Propionsdure als Agenz nicht zu beobachten
gewesen (Abbildung 58(b)). Eine ganz andere Charakteristik zeigten dagegen die Hydrolyse-
kurven von Neud4Ac5Gc-GM 3 (Abbildung 58(c)). Bei den vier getesteten Sauren verschob sich
das Optimum fur die Hydrolyse mit Propionsdure und Essigsdure zu betrachtlich kirzeren Zei-
ten, wahrend es fir Ameisensaure und 0.1 M Salzsdure identisch blieb. Was die Ausbeute von
NeudAc5Gc betraf, so war die Propionsdure im Vergleich zu den anderen eingesetzten Vertre-
tern die optimale Wahl. Zwei Beobachtungen lassen sich festhalten. Einerseits sind Variabilitéd
ten im Hydrolyseverhalten zwischen den einzelnen Sialosiden zu berticksichtigen, andererseits
tauchen selbst Unterschiede wahrend der Hydrolyse ein und desselben Substrates mit verschie-
denen Sauren auf. Als Fazit kann im Falle der Nutzung solcher Methoden nur geraten werden,
die optimalen Bedingungen durch Vorversuche zu kléren. Eine Betrachtung zu der Stabilitét
O-azetylierter Siaist in der Abbildung 59 und Abbildung 60 zu sehen. Ein relativ einfaches und
aus vorherigen Untersuchungen schon vermutetes Bild wird bel der Lagerung von Neu4,5Ac;
unter den jeweiligen Hydrolysebedingungen deutlich (Abbildung 59).

100 1 Neu5Ac Abblldung 50:

Verhalten von Neu4,5Ac, unter saurehydrolyti-
schen Bedingungen

() Steigender NeuSAc-Anteil wahrend der Hydro-
lyse mit 0.1M Sazsdure (schwarz), 0.01 M
Salzsaure (violett), ,
2M Essigsdure (rot) und 2M Propionsdure

Sialinsauregehalt (%)

o ] (blau).
1007 Neud,5Ac (b) Fallender Neud,5Ac,-Anteil wahrend der Saure-
80 1 hydrolyse infolge von De-O-azetylierung. Die

Bedeutung der Farben ist unter (a) nachzulesen.

01, T * T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Hydrolysezeit (h)

Propionsdure ist fur den Schutz der O-Azetylgruppen wahrend der Hydrolyse das Mittel der
Wahl. Die 0.1 M Salzsdure ist dagegen die denkbar schlechteste Alternative, de-O-azetyliert sie

doch schon nach etwa 25 min 50 % der Substanz, was bel Propionsdure erst nach 8 h passiert. In
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dem hohen Grad der De-O-azetylierung durch 0.1 M Salzsdure muf3 auch der Grund fur die
schlechte Maximalausbeute O-azetylierte Sia gesehen werden. Die Abstufungen bezlglich der
De-O-azetylierung zwischen den Séuren des etwa gleichen pH-Wertes (2 bis 2.3) sind indes fei-
ner.

Wurde unter den gleichen Bedingungen Neu5,9Ac; betrachtet, so ergab sich ein recht ahnli-
ches Bild (Abbildung 60(a, b)). Interessanterweise konnte hier gerade fir die mildere Ameisen-
sdure, Essigsaure und Propionsdure ein Anstieg fr die 8-O-azetylierte Spezies gezeigt werden.
Dies kann nur mit einer O-Azetylmigration von Position 9 zu 8 erklart werden, wenn man eine
C-7 zu C-8-Migration ausschlief3en darf (Abbildung 60(c)). In der Tat war eine 7-O-Azetylie-
rung in der betrachteten Probe nur zu einem verschwindend kleinen Betrag enthalten und, sofern
die 7-O-Azetylierung noch detektiert werden konnte, zeigte sich auch hier ein voriibergehender

Anstieg dieser Speziesim gleichen Zeitraum (Abbildung nicht gezeigt).

100 A (a) Abbildung 60:
80 - Verhalten eines Gemisches Seitenketten-O-azetylierter

Sia unter sdurehydrolytischen Bedingungen

00 (@) Steigender NeuSAc-Anteil wahrend der Hydrolyse

40 - mit 0.1 M Sazsdure (schwarz), 0.0l M Salzséure
(violett), , 2M Essig-
201 (s~ saure (rot) und 2 M Propionsaure (blau).

(b) Falender Neu5,9Ac,-Anteil wahrend der Saurehy-
drolyse infolge von De-O-azetylierung. Die Bedeu-
tung der Farben ist unter (a) nachzulesen.

60
(c) Neub5,8Ac,-Anteil unter den Hydrolysebedingungen.

Auffallend war der Anstieg dieser Komponente kurz
nach Beginn der Hydrolyse. Nur 0.1 M Salzsdure
zeigte die typische starke De-O-azetylierung. Die
Bedeutung der Farben ist unter (a) nachzulesen.

40 A

20 A

relativer Sialinsduregehalt (%)
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3.7.3 Sialinsaur escreening von M eer schweinchenser um, -colon, -milz und —niere
Gibt es ein Gewebe, das einen im Vergleich zum Serum héheren Neud,5Ac,-Anteil besitzt?
Serumproteine werden zumeist in der Leber gebildet. Bei einem hohen Neu4,5Ac,-Antell im
Meerschweinchenserum war es deshalb verninftig in der Leber nach einer 4-OAT zu suchen,
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zumal die Leber eines der grofdten Organe darstellt und sich gut als Enzymquelle eignet. Trotz-
dem war es interessant zu untersuchen, ob auch andere Organe die gewlnschte Sia-Spezies ent-
hielten. Das Ergebnis Gberraschte in seiner Eindeutigkeit (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Sia-Analyse des Serums und unter schiedlicher Gewebe des M eer schweinchens
(a) Serum, (b) Colon, (c) Milz, (d) Niere.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengestelIt.

Serum und Leber enthielten mit Abstand die grofdte Konzentration Neu4,5Ac,, wobel in den
Golgi-Membranen der Leber der Gehalt noch einmal um 8 % von 10 % auf 18 % stieg. Alle an-
deren untersuchten Gewebe enthielten nur Spuren oder im Falle der Niere 2 % Neud,5Ac,. Die
Niere unterschied sich unterdessen von allen anderen Proben durch das Auftreten von
Neu5,9Ac,, einer Sialinsaure, die in den bisherigen Untersuchungen nicht gefunden worden war,
die aber der Aussage verschiedener Publikationen nach im Meerschweinchen vorkommen soll.
Von Interesse ist hierbel insbesondere die Publikation von Hirabayashi et al. (HIRABAY ASHI
etal., 1983), in der von enem neuen Neu59Ac,-hatigem Hamatosid in der
Meerschweinchenniere berichtet wird. Die Gewebe aus Colon und Milz unterschieden sich
wiederum durch ihren erhthten Neu5Gce-Gehalt. Der prozentuale Sia-Gehalt der einzelnen un-
tersuchten Proben ist in Tabelle 4 zusammengestellt:
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Tabelle 4: Sialinsduremuster und prozentualer Sia-Gehalt in verschiedenen M eerschweinchengeweben sowie
in M eerschwei nchenserum.

Sialinsdure Blutserum L eber * L eber-Golgi-M embranen * Colon Milz Niere
NeubAc 58 % 85 % 4% 84 % 80 % 87 %
Neu5Gc 7% 5% 78 % 16 % 19% 5%
Neu4,5Ac, 35 % 10 % 18 % <1% <1% 2%
Neu4Ac5Gc Spuren O O a a a
Neu5,9Ac, g O O a 0 5%

# Die angegebenen Werte sind aus IWERSEN et al., 1998 (lbernommen.

3.7.31 Serum-Neud,5Ac, als 4-OAT-Marker

Die Meerschweinchen wurden von der Pharmakologie der Universitét Kiel wahrend zweier
Zeitphasen im Jahr bendtigt, mehrere Wochen im Mai und Juni und den gleichen Zeitraum im
November und Dezember. Sehr oft konnte dabei wahrend der Monate Mai und Juni eine geringe
bis keine 4-OAT-AKktivitét in der Leber gemessen werden. Im November und Dezember war die
Aktivitdt dagegen sehr hoch. Ob es sich dabel um ein generelles Phénomen oder nur um Zufall
handelte, konnte nicht gekléart werden. Fir eine empirische Aussage ist die Anzahl der Tiere aus
den genannten Zeitrdumen zu klein gewesen und Tiere aus dem Mai des Jahres 2000 exprimier-
ten wider Erwarten eine hohe 4-OAT-Aktivitét. Um schon im Vorfeld abschétzen zu kénnen, ob
eine 4-OAT-Aktivitét zu erwarten war, wurde der Neud,5Ac,-Gehalt des Serums mit der Akti-
vitdt korreliert. Bei einem Neud,5Ac,-Gehalt kleiner as 10 % war die entsprechende 4-OAT-
Aktivitdt sehr klein oder nicht mehr vorhanden. Normalerweise lag der Neu4,5Ac,-Antell bel
den Sia im Blutserum zwischen 30 % und 40 %, wobei auch eine hohe 4-OAT-Aktivitét in der
Leber zu finden war. Generell wurden deswegen im Vorfeld enzymatischer Untersuchungen 3 pl
Serum eines jeden Meerschweinchens einer SiaaHPLC-Analyse unterzogen, die nach 5 h abge-
schlossen war. In Abbildung 62 sind exemplarisch paarweise zwei HPLC-Graphen und die da-
zugehdrigen Enzymtestchromatogramme eines M eerschweinchens mit geringem und normalem
Serumsialinsduregehalt zu sehen, die das oben Gesagte vergegenwartigen.

127




3 Versuchsergebnisse

Elutionszeit (min)

5 10 15 20 25 5 10 15 20 25

IR N TR T T T I TN T TN S [ S T S 1 IR S TN SN N TR TN N S [N S TN S T [N T T T 1

N — (al) (b1) Neu4,5Ac, : il
| jssg
BOE Neud,5Ac, 12%
St ¢ 5
T E I R
= .
(a2) (b2) _

Radioaktivitat
(cpm)
(wdo)

JelAIpeolpey

3 4-O-Ac-GD3 3
F 4-O-Ac-GD3 )A‘ 3
W T TP papepapaatf gty ...‘h..?

O 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Laufstrecke (mm)

Abbildung 62: Korrelation des Serum-Neud,5Ac,-Gehalts mit der 4-OAT-Aktivitdt im Golgi-
M embr anensolubilisat

In (al) konnte ein sehr niedriger Neud,5Ac,-Anteil im Serum festgestellt werden.
Gleichzeitig war die untersuchte Enzymaktivitdt (a2) in den Golgi-Membranen
verschwindend gering. Ein umgekehrtes Besipiel ist in Abbildung (b) zu sehen. War der
Serum-Neud,5Ac—Anteil normal (bl), so konnte auch eine gute 4-OAT-Aktivitét
gemessen werden (b2).

3.74 Gangliosidisolationen

Ganglioside wurden aus Meerschweinchenleber, -hirn und -serum isoliert und dinnschicht-
chromatographisch analysiert. Da die Identifikation der Ganglioside anhand der Retentionsfakto-
ren alein schwierig und nicht alle Standards zum co-chromatographieren vorhanden waren,
mussen, von wenigen Ausnahmen abgesehen, konkrete Ergebnisse schuldig geblieben werden.
Die Untersuchungen sind auf diesem Gebiet nicht abgeschlossen und missen weiter bearbeitet
werden. Wichtige Fragen konnten trotzdem gekléart werden. Nach Saurehydrolyse und Sia-
HPLC-Analyse (1t 2.2.1.1, 2.2.2.3.1) war keines der Ganglioside O-azetyliert. Dies vereinfacht
die zukinftigen Gangliosidreinigungen, da nicht mehr auf die alkalische Verseifung von Phos-
pholipiden, die im weiteren Reinigungsverlauf stets storen, verzichtet werden mul3. Meer-
schweinchenhirn enthielt erwartungsgemal? viele verschiedene Ganglioside in hoher Quantitét.
Es konnten durch eine HPLC-Praparation (1 2.2.2.3.2) (MUTHING und UNLAND, 1994) drei
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Gruppen von Gangliosiden voneinander getrennt werden: Monosialo-, Disiao-
Tri-/Tetrasialoganglioside (Abbildung 63).

und
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Abbildung 63: Auftrennung isolierter M eer schweinchenhirnganglioside per HPLC
Ganglioside aus Meerschweinchenhirn wurden isoliert und anschlieRend Uber Fractogel-
TMAE-Anionenaustausch-HPLC in Untergruppen fraktioniert. Durch diese Methode werden
Mono-, Di- und Tri-/Tetrasialoganglioside prépariert. Die Banden sind in der Abbildung mit
den entsprechend zugeordneten Namen versehen. Fragezeichen kennzeichnen unbekannte
Komponenten. Unter den Chromatogrammen sind die Fraktionsnummern indiziert.

129



3 Versuchsergebnisse

Wahrscheinlich handelte es sich um zwei Monosialoganglioside, von denen eines GM3 igt,
um drel Disialoganglioside, von denen es sich bei einem um GD1b handelt und um vier Tri- oder
Tetrasialoganglioside, unter denen auch GT1b zu sein scheint. Auch der Einsatz als exogene Ak-
zeptoren in Enzymtest5 deutete auf das Vorhandensein von GT1lb und GD1b
hin (Abbildung 64(a)). Eine exakte Aufkldrung missen letztendlich massenspektrometrische

Untersuchungen erbringen.
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Abbildung 64: I solierte M eer schweinchenhirn- und —eberganglioside als exogene Akzeptoren fir die
solubilisierte 4-OAT

(@ Hirnganglioside a's exogene Akzeptoren.

(b) Leberganglioside als exogene Akzeptoren.
1=AcCoA 4 = Azetat
2=4-0-Ac-GT1b 5=4-0O-Ac-GM3
3=4-O-Ac-GD1b

M eerschweinchenserum enthielt nur kleine Gangliosidmengen, von denen zwei in grof3erer,
eines in untergeordnetem Mal3e auftraten (Abbildung 65(b)). Wie in der Abbildung angegeben,
handelt sich bei den drel Banden um GD3, GM2 und GM3. Eine vierte Bande ist in der N&he des
Auftragsortes zu erkennen. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um frele Neu5Ac, da diese
Bande durch das Lipidféarbereagenz Primulin (1 2.2.1.3) nicht angeféarbt werden konnte.

Meerschweinchenleber enthielt Uberraschenderweise nur ein Gangliosid, das as GM3 cha-
rakterisiert werden konnte (Abbildung 65(a)). Der gleiche Retentionsfaktor wurde durch Co-Mi-
gration mit authentischem GM 3 festgestellt.
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Abbildung 65: Gangliosidisolate aus M eer schweinchenserum und —leber

@ M eerschweinchenleber enthielt nur ein Gangliosid, das durch authentische
Standards und | nkubationsexprimente als GM 3 identifiziert werden konnte

(b) M eerschwei nchenserum enthielt drei Ganglioside, von denen eins nur in ge-
ringer Konzentration auftrat.

Nach Inkubation des Lebergangliosids in Enzymtest 5 wurde an der gleichen Stelle eine ra-
dioaktive Bande erhalten, wie nach der Inkubation von authentischem GM3 (Abbildung 66(b)).
Dal’ dieses Gangliosid ferner Bestandteil der Golgi-Membran war, konnte durch Inkubation von
endogenen Akzeptoren in Golgi-Membranensolubilisat mit einem hohen radioaktiven AcCoA-
Antell festgestellt werden (Abbildung 66(a)). Es wurden drei radioaktive Peaks erhaten, von de-
nen der erste die gleiche Retentionszeit wie 4-O-Ac-GD3 und der dritte die gleiche Retentions-
zeit wie 4-O-Ac-GM3 aufwies. Zusdétzlich konnte letzterer Peak durch Zugabe von radioaktivem
4-O-Ac-GM3 selektiv erhéht werden (Abbildung 66(b)). Der zweite neu entstandene Peak liegt
dem 4-O-Ac-GM3-Peak sehr nahe, was darauf hindeuten mag, dal3 es sich um ein Isomer

bezlglich des Ceramidteils handeln kénnte.
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Abbildung 66: Endogene Akzeptoren im Solubilisat der M eer schweinchenleber-Golgi-M embranen

Radioaktive Azetylierung endogener Akzeptoren im Solubilisat (a). Drel signifikante
Peaks 1, 3 und 4 sind neben einem untergeordneten Peak 2 zu erkennen. Der grof3e Doppel-
peak zu Beginn des DC ist Uberschiissiges AcCoA. Durch Co-Chromatographie von 4-O-
[*H]Ac-GM3 wurde Peak 4 spezifisch erhoht (b), so dai? diese Substanz als 4-O-Ac-GM3
identifiziert wurde. Peak 1 entsprach dem Laufverhalten von 4-O-Ac-GD3 und Peak 2 war
Azetat. Peak 3 ist nicht identifiziert worden, konnte aber ein isomeres 4-O-Ac-GM3 sein, das
eine verkirzte Fettsdurekette im Ceramidteil aufweist.

3.8 Enzymreinigungsansatze

381 Chromatographien

Drei Ansdtze der Enzymreinigung wurden durchgefihrt. Eine "Affinitdtschromatographie’
mit der Triazinfarbstoffséule Cibacron Blue-F3G-A-Agarose, eine Kationenaustauschchromato-
graphie mit dem starken Kationenaustauscher S-Sepharose und eine Affinitétschromatographie
mit CoA-Agarose (1 2.2.5.19).

3811 Cibacron Blue F3G-A-Agarosechromatographie

Die Affinitdtschromatographie mit der Farbstoffsdule erwies sich fur die Enzymreinigung
ohne grolen Wert. Die Abtrennung nicht aktiven Proteins war unbefriedigend und der
Fremdproteinanteil in der aktiven Fraktion sehr grof3 (Abbildung 67). Obwohl der Farbstoff
selbst gute inhibitorische Eigenschaften zeigte (1 3.6.11.2), war dessen Anwendung in einer

Chromatographie fur die 4-OAT ohne Bedeutung.
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Abbildung 67:
12 ‘ Cibacron Blue F3G-A-Agar ose-Chromatographie
i Die Trennung der solubilisierten Golgi-Membranproteine

s war diurftig. Zumindest bestand eine Wechselwirkung zwi-
4 -:-J schen Matrix und einem Teil des Proteins, da eine Antren-

- nung von Proteinen erzielt werden konnte. Eine An-
0 = wendung dieser Chromatographie wurde zugunsten anderer
0O 5 10 15 20 25 30 leistungsfahigerer Methoden nicht weiter verfolgt.

relative Absorption

Elutionszeit (min)

3.8.1.2 Kationenaustausch an S-Sepharose

Sehr effektiv erwiesen sich die beiden anderen Chromatographien in ihrer Einzelanwendung.
An den Kationenaustauscher S-Sepharose band nicht sémtliches Protein, so dal3 sich etwa ein
Viertel des Gesamtproteins im Durchlauf wiederfand. Die Trennleistung dieser Saule wurde
durch Salzelution im Batchverfahren deutlich verbessert. Nachdem die Enzymprobe in einem
Puffer mit niedriger Salz- und Pufferkonzentration aufgetragen worden war, eluierte nochmals
ein Groliteil inaktiven Proteins bei Chromatographie mit optimalem Puffer. Erst die Elution mit
200 mM Kaliumchlorid enthaltendem Puffer flhrte zu einer zum Proteinpeak leicht versetzten
Elution der 4-OAT-Aktivitét. Die Proteinausbeute lag bei etwa 20 %-25 % des aufgetragenen
Gesamtproteins. In einer reinigenden und abschlief3enden 500 mM Kaliumchloridelution wurde
nur noch sehr wenig Protein eluiert, das zudem keine 4-OAT-Aktivitdt mehr besal3
(Abbildung 68).

133



3 Versuchsergebnisse

~ 18 1 N N N N 5
£ 18y 4, 2y 2y 2o | 20 %
S 16] =% _ 5% 5oz 5 2% 240 Q
o i =x=T Ox T ¥ ¥ T ¥ XTI >
N 14 4 go_o ¥aoo sao sao 210 5
E/ 3 s == === E== cE== CID
s 12 3 EEE E EE o EE o EE 18OU
e} o N O O«N O OWN O O«N
Q 10 J°N— 0 O | N D - | LW 150@
= E 1 T T =
S i1 3579 11 3.
2 83 120 5
< 3 <
90
2 3
E 60 T
) o
- X3
0o 2
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Elutionszeit (min)
Abbildung 68: S-Sephar ose-K ationenaustauschchromatogr aphie mit 30 kDa-ultr afiltriertem Golgi-

M embr anensolubilisat

Die blaue Kurve reprasentiert das durch UV-Absorption ermittelte eluierte Protein, der rote
Graph die ermittelte spezifische 4-OAT-Aktivitat. Der Umfang der gesammelten Fraktionen ist
durch grau schraffierte Kasten gekennzeichnet. Auftrag und Elution erfolgte in vier ver-
schiedenen Puffern, deren Anwendung durch aufgespannte Pfeile induziert ist. Uber den
Pfeilen ist die Pufferzusammensetzung angegeben.

Der Grofdteil des aufgetragenen und nicht aktiven Proteins eluierte im Durchlauf der Saule und
der Elution mit 50 mM Kaliumchlorid enthaltenden Kaliumphosphatpuffer (PK). Die 4-OAT-
Aktivitét konnte durch PK mit einem 200 mM Kaliumchloridanteil eluiert werden.

Die Proteinanalyse Uber SDS-PAGE (1 2.2.5.20) war schwierig, da mit niedrigsten Mengen
an Proteinausbeute und deswegen auch an der unteren Detektionsgrenze des Proteinbestim-
mungstests gearbeitet wurde. SDS-PAGE-Analysen sollten mit gleichen Proteinkonzentration fir
jede analysierte Spur auf dem Gel erfolgen. Durch Ungenauigkeiten im Proteintest kam es dabel
aber stets zu Abweichungen. Mehrfache Analysen einer Fraktion waren aus Mangel an Material
nicht mdoglich. All diese Gesichtspunkte missen bel spdteren Reinigungsversuchen be-
ricksichtigt werden. In Abbildung 69 sind die Gelspuren einer S-Sepharose-Chromatographie zu

sehen, die mit einem achtprozentigen Gel unter reduzierenden Bedingungen erhalten wurden.
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Abbildung 69: SDS-PAGE-Analyse nach Chromatographie von M eer schweinchenleber -Golgi-

M embranensolubilisat auf S-Sephar ose

Es handelt sich um eine achtprozentiges Gel, das unter reduzierenden Bedingungen entwickelt
wurde. Die Anreicherung war zweifach, die Ausbeute betrug lediglich 4 %.

Das meiste Protein im Solubilisat findet sich im Durchlauf wieder. Das die aktive 4-OAT ent-
haltende Eluat enthélt kaum Proteine um die 60 kDa, aber viele Proteine die grof3er als 70 kDa
sind.

Esist deutlich die Abtrennung von Protein bei der Elution des Proteins zu erkennen. Proteine,
dieim Solubilisat vorhanden sind, binden nicht an die Matrix und waren im Durchlauf wiederzu-
finden. Obwohl der 60 kDa-Bereich im Eluat fast verschwunden war, sind gerade im Bereich
uber 70 kDa viele verschiedene Protein zu erkennen. Da Proteine kleiner als 60 kDa in diesem
Gel schlecht zu erkennen sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 auch hier noch Proteine
zu erwarten sind. Durch die Kationenaustauschchromatographie konnte eine Anreicherung um
das etwa Zweifache erreicht werden. Die Ausbeute war mit 4 % auf3erst gering. Unbedingt muf3
in Zukunft einer Zerstérung des Proteins wahrend der Chromatographie begegnet werden.

3.8.1.3 Affinitdtschromatographie an Co-Agarose
Das Ergebnis der CoA-Agarose-Affinitatschromatographie sah noch eindeutiger aus. Das Pro-

tein konnte in optimalem Puffer aufgetragen werden, ohne dal3 aktives Protein im Durchlauf zu
finden war. Eine Batch-Elution mit 200 mM Kaliumchlorid enthaltendem Puffer fuhrte anschlie-
[Rend fast zur Elution des an die Matrix gebundenen aktiven Proteins. Die Elution der 4-OAT er-
folgte auch hier zeitlich versetzt zum detektierten Proteinpeak. Die Ausbeute betrug etwa 15-

20 % des aufgetragenen Gesamtproteins. Nur noch ein zu vernachlassigender und ausserdem in-
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aktiver Proteinanteil wurde bei der abschliefenden 500 mM Kaliumchloridelution erhal-
ten (Abbildung 70).
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Abbildung 70 CoA-Agar ose-Affinitatschromatographie mit 30 kDa-ultr afiltriertem Golgi-M embr anen-

solubilisat

Die blaue Kurve représentiert das durch UV-Absorption ermittelte eluierte Protein, der rote
Graph die ermittelte spezifische 4-OAT-Aktivitat. Der Umfang der gesammelten Fraktionen ist
durch grau schraffierte Kasten gekennzeichnet. Auftrag und Elution erfolgte in drei ver-
schiedenen Puffern, deren Anwendung durch aufgespannte Pfeile induziert ist. Uber den
Pfeilen ist die Pufferzusammensetzung angegeben.

Der Grofdteil des aufgetragenen und nicht aktiven Proteins eluierte im Durchlauf der Saule. Die
4-OAT-Aktivitédt konnte durch Kaliumphosphatpuffer (PK) mit einem 200 mM Kalium-
chloridanteil eluiert werden.

Eine Proteinanayse der relevanten Fraktionen der Affinitdtschromatographie mit SDS-PAGE
bewies in der Tat eine Abreicherung vieler Proteine aus dem Solubilisat um die 60 kDa und im
Bereich unter 30 kDa. Allerdings ist die Zahl der Proteine nach der Chromatographie immer
noch zu grof3, um von einer gezielten Reinigung zu sprechen. Dennoch, in einem einzigen Schritt
konnten sehr viele Proteine abgetrennt werden (Abbildung 70). Die Anreicherung gelang durch
diese Chromatographie um das Dreifache, die Ausbeute lag bei niedrigen 3 %.
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Abbildung 71 SDS-PAGE-Analyse nach Chromatographie von M eer schweinchenleber -Golgi-

M embranensolubilisat auf CoA-Agar ose

Es handelt sich um eine zwolfprozentiges Gel, das unter reduzierenden Bedingungen ent-
wickelt wurde. Die Anreicherung war dreifach, die Ausbeute betrug lediglich 3 %.

Das meiste Protein im Solubilisat findet sich erneut im Durchlauf wieder. Das die aktive
4-OAT enthaltende Eluat enthdlt wenige Proteine um die 60 kDa und sehr wenig Protein, das
kleiner als 30 kDaist, aber einige Bestandteile die groier als 70 kDa sind.

So gut und effektiv beide Chromatographien angewandt auf das Solubilisat funktionierten,

eine wesentliche Steigerung der Aufreinigung durch Kombination beider Chromatographie-

schritte wurde nicht mehr erzielt (Abbildung 71).
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Abbildung 72: SDS-PAGE-Analyse nach Chromatographie von M eer schweinchenleber -Golgi-

Membranensolubilisat auf S-Sephar ose und anschlieRend CoA-Agar ose

Es handelt sich um eine achtprozentiges Gel, das unter reduzierenden Bedingungen entwickelt
wurde.

Auch eine Affinitétschromatographie nach dem Kationenaustausch fuhrte zu keiner wesentli-
chen Verbesserung bei der Reinigung der 4-OAT.

Dies mag einerseits an einer schon ziemlich selektiven Proteinbindung durch den Kationen-
austausch liegen, der zu keiner weiteren Trennung im Affinitétsschritt fihrt und andererseits an
der ebenfalls kationenbindenden Fahigkeit des CoA-Molekils. Dartiberhinaus ist die CoA-Ma-
trix vielleicht nicht spezifisch genug, da andere adenosinnukleotidabhangige Enzyme an die
Saule zu binden vermogen.

Fur zukinftige Experimente muf3 in erster Linie an einer Stabilisierung der Enzymaktivitét
durch Antioxidantien und andere Zusétze gedacht werden, bevor die eigentliche Reinigung zu-
stande kommen kann.
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4 Diskussion

4.1 Entwicklung von 4-OAT-Testsytemen

Die Entwicklung eines geeigneten Enzymtestsystems war Grundvoraussetzung fir die ange-
strebte Reinigung der 4-OAT Uber verschiedene Chromatographien. Die Anforderungen an ein
solches Testsytem sind klar umrissen, da bel einer solchen Enzymreinigung einerseits die En-
zymkonzentrationen in den einzelnen Fraktionen sehr viel geringer sind als in der aufgetragenen
Probe, andererseits mit Verlusten wahrend der Chromatographie gerechnet werden muf3. Der En-
zymtest mul3 spezifisch, hoch sensitiv und letztendlich auch schnell durchfihrbar sein. Diese
Anspriche wurden im Verlauf der vorliegenden Arbeit Schritt fir Schritt verbessert und richte-
ten sich konkret nach den erfolgreich getesteten exogenen Akzeptoren. Insgesamt wurden finf
Testsyteme entwickelt, die von dem Test des membrangebundenen Enzyms mit endogenen Ak-
zeptoren Uber freie Sia bis hin zu Gangliosiden fuhrten. Ein Test mit endogenen Akzeptoren war
von vornherein zu vernachlassigen, da diese erst hétten gereinigt werden miissen und endogen in
viel zu geringer Konzentration vorlagen. Deswegen kam dieses Testsytem lediglich fur orientie-
rende Versuche fur die Wahl des geeigneten Detergenzes in Betracht. In Hinblick auf freie Sia
oder Sialooligosaccharide as exogene Akzeptoren wurde Testsytem 2 entwickelt, das im We-
sentlichen auf dem Protokoll fir die Reinigung von Sia basierte. Der bei der Sia-Reinigung nor-
malerweise verwandte Kationenaustauschschritt wurde aus Zeit- und Substanzverlustgrinden
ausgespart. Das Ergebnis war Uberzeugend, war doch als einzige Substanz nur die 4-O-azety-
lierte Sia oder das entsprechende Sialosaccharid zu detektieren. ACCoA, welches in dem Inku-
bationsansatz stets im Uberschul vorhanden war, konnte durch den Anionenaustauschschritt ab-
getrennt werden, da es unter den Elutionsbedingungen fur Sia und Sialosaccharide nicht eluiert,
sondern erst bei hoheren Sdurekonzentrationen erhalten wurde. Kam es dennoch zu einer teil-
weisen Co-Elution mit AcCoA, konnte AcCoA durch wesentlich niedrigere Retentionsfaktoren
eindeutig identifiziert werden. Eine weitere Verbesserung des Testssystems wurde durch En-
zymtest 3 erreicht, in dem vor den Anionenaustauschschritt eine Ultrafiltration geschaltet wurde,
um endogene Golgi-Proteine abzutrennen. Dadurch war es ferner moglich, die endogenen 4-O-
azetylierten Akzeptoren von den exogenen zu trennen. Variante 2 dieses Testsytems erlaubte es,
durch Aussparen der Solubilisierung zu beweisen, dal3 exogene Akzeptoren auch durch die
membrangebundene 4-OAT 4-O-azetyliert werden konnten. All diesen positiven Attributen zum
Trotz lag ein Analyseergebnis erst zwei bis drei Tage nach der Inkubation vor und machte diesen

Enzymtest fir eine Enzymreinigungsstrategie unattraktiv, zumal auch die Empfindlichkeit des
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Tests nicht Uberzeugend war. Auf der Suche nach geeigneteren exogenen Akzeptoren war das
Austesten verschiedener sialylierter Proteine enttduschend. Selbst humanes ax-Makroglobulin,
das sich in seinen N-Glykanstrukturen wenig von denen des Meerschweinchens unterschied
(HANAOKA et al., 1989) konnte den Erwartungen bei weitem nicht gentigen. Erst der Einsatz
von Gangliosiden brachte eine Wende. Das hierfir ausgearbeitete Enzymtestsystem 4 stiitzte
sich auf die Extraktion und Analyse von Gangliosiden nach Folch et al.. Allerdings ist eine Ex-
traktion der Ganglioside aus dem Inkubat bel Verwendung von radioaktiven Proben hochst pro-
blematisch und eignete sich nicht fir den Durchsatz grof3er Probenzahlen. Daher wurde die Vor-
gehensweise dahingehend modifiziert, dal3 keine Extraktion, sondern zum Abstoppen der En-
zymreaktion ein Ein-Phasen-System erzeugt wurde, in dem die Proteine prézipitierten und die
Ganglioside in Loésung blieben. Nach Zentrifugation konnte der anschlief3end aufkonzentrierte
Uberstand direkt analysiert werden. Enzymtest 5 war schliefllich die optimierte Variante des zu-
vor beschriebenen Vorgangertests und beruhte auf der Minimierung des Inkubationsansatzes von
100 auf 25 pul, so dal’3 auf eine Chloroform-Methanol-Behandlung verzichtet werden konnte. Die
Enzymreaktion wurde stattdessen durch Schockfrieren gestoppt und nach Auftauen auf Eis
direkte per DC analysiert. Bei allen Enzymtests war das zwitterionische Detergenz CHAPS pro-
blematisch, da es in keinem der Reinigungsschritte entfernt werden konnte. Gliicklicherweise
war das chromatographische Laufverhalten des Detergenzes im Vergleich zu den gewlnschten
Produkten abweichend, und beeintréchtigte die Analyse somit nicht. Mit Enzymtest 5 ist ein
Analyseergebnis nun schon nach 3 h erhdltlich.

Als Fazit konnte eine schnelles und hochsensitives Enzymtestsystem konstruiert werden, das
allgemeingiltige Anwendung fand. Die eingesetzte Radioaktivitétsmenge von 4.6 kBq
[*H]AcCoA pro Inkubationsansatz ist tolerierbar. Auch der Einsatz von etwa 5 pg Gangliosid
pro Inkubationsansatz ist trotz der hohen Kosten von Gangliosiden vertretbar. Eine Ganglio-

sidpraparation aus Rinderhirn stellt eine preisginstigere Alternative dar.

4.2 Charakterisierung der Enzymprodukte

Eine Aufgabe wahrend der Untersuchungen muf3te die Analyse und eindeutige Charakterisie-
rung der enzymatischen Azetylierungsprodukte sein, sollte doch zweifellos die 4-OAT aus
M eerschweinchenleber-Golgi-Membranen isoliert werden. So war die Vorgabe fir jeden
Enzymtest, in dem neue exogene Akzeptoren eingesetzt wurden, die Produkte auf 4-O-
azetylierte Sia zu untersuchen. Wie schon fur das membrangebundene System praktiziert, wurde
fur Enzymtest 1 aus endogenen Akzeptoren durch Saurehydrolyse Neud,5Ac; freigesetzt und auf
DC durch Co-Chromatographie mit authentischem Standard nachgewiesen. Fir NeuSAc as
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exogenem Akzeptor war die Analyse noch einfacher, da auf den sdurehydrolytischen Schritt
verzichtet werden konnte. Fur Sialooligosaccharide wurden einerseits Sia nach Sia-Analyse und
zum Teil die O-azetylierten Oligosaccharide direkt analysiert. Fir exogene Proteine wurde wie
mit endogenen Substraten verfahren. Alle azetylierten Substrate waren in geséttigter
Ammoniakatmosphére durch mehrstiindige Behandlung vollstandig verseifbar, was fir O-
azetylierte Spezies sprach und N-azetylierte Verbindungen ausschlof3. Die Analyse von
Gangliosiden erwies sich letztlich as eine Herausforderung. Fir Ganglioside, die as sehr gute
Akzeptoren fungierten, wurde nach milder Saurehydrolyse in keinem Fal die erwartete
Neud,5Ac-Ausbeute erzielt. Nach einem Verlust von etwa 30 % wéahrend der Hydrolyse hétten
noch 70 % der urspriinglichen Konzentration zu finden sein misssen. Gefunden wurden jedoch
nur maximal 10 %. Eine deswegen in Betracht gezogene, noch mildere enzymatische Hydrolyse
durch die Sialidase aus dem Newcastle Disease Virus fihrte schliefdlich zum identischen
Ergebnis. Da eine O-Azetylesteraseaktivitdt ausgeschlossen werden konnte, blieb das Ergebnis
unerklérlich. Einzige Moglichkeit war der Verlust der O-Azetylierung wahrend der chemischen
bzw. enzymatischen Hydrolyse. Eine negative Kontrolle erbrachte die Inkubation des O-
azetylierten GD3 mit den Dbakteriellen Sialidasen aus Vibriocholerae und
Arthrobacter ureafaciens. Die beiden Enzyme spalten auch a2,3- und a2,8-gebundene Sia, sind
jedoch unféhig, 4-O-azetylierte Vertreter zu hydrolysieren. Das Ergebnis des Experiments
bestétigte die Vermutung, GD3 enzymatisch 4-O-azetyliert zu haben, denn das O-azetylierte
GD3 wurde wéahrend der Inkubation Uberhaupt nicht verandert. Im Ansatz zur Kontrolle
enthaltenes, nicht-O-azetyliertes GD3 wurde dagegen vollstdndig zu NeuSAc und
Laktosylceramid abgebaut. Auch wenn die Hydrolysen von den 4-O-azetylierten Gangliosiden
weit hinter den Erwartungen zurtickblieben, so konnte das Produkt in seiner niedrigen Konzen-
tration stets durch Co-Chromatographien mit authentischem Standard als Neu4,5Ac; identifiziert
werden. Dal3 die im Gangliosid gebundenen Sia die Akzeptorfunktion Ubernahmen, war aus ei-
ner Vergleichsinkubation mit dem "Asialo-GD3" Laktosylceramid ersichtlich, welches nicht als
Akzeptor fungierte. Eine nichtenzymatische Reaktion konnte ebenfalls ausgeschlossen werden.
Dartberhinaus diente 9-O-azetyliertes GD3 wie auch schon Neu5,9Ac; in demselben Male as
Akzeptor wie die nicht O-azetylierte Komponenten, ein Beweis dafir, dal3 die enzymatische
Azetylierung nicht an Position 9 erfolgte. Auch eine Co-Migrationsanal yse von 9-O-azetyliertem
GD3 mit enzymatisch O-azetyliertem GD3 zeigte ein eindeutig differentes Laufverhaten. Eine
prézise Beweisfuhrung gelang schliefdlich mit NeudAc5Gc-GM3. Einerseits liefd sich dieses
Gangliosid nicht enzymatisch O-azetylieren, andererseits gelang die O-Azetylierung des de-O-

azetylierten Substrats, wobei die ldentitét des Produkts durch Co-Migration mit dem au-
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thentischen Standard bewiesen werden konnte. Was auch schon im Fall freier Neud,5Ac, beob-
achtet worden war, konnte also auf Ganglioside Ubertragen werden.

Aus vielen Experimenten a3t sich somit ein Mosaik zusammensetzen, das in seinem Geamt-
eindruck ein klares Bild wirft: Bel dem aus M eerschweinchenl eber-Gol gi-Membranen solubili-
sierten Enzym handelt es sich ohne jeden Zweifel um eine 4-OAT, die in alen angebotenen und
umgesetzten Substraten die 4-OH-Gruppe der Sia azetyliert.

4.3 Charakterisierung der 4-OAT-Reaktion

Die Charakterisierung der 4-OAT-Reaktion umfaldte drei Bereiche:

1. DieErmittlung der optimalen Inkubationsparameter (Detergenz-, Puffer- und Salzkon

zentration, pH, Temperatur und Zeit),

2. Kinetische Parameter,

3. Einfluf? bestimmter Zusétze.

Bezuglich der optimalen Detergenzkonzentration konnten unterschiedliche Einflisse ausge-
macht werden. War fir endogene Substrate und exogenes NeuSAc ein Optimum bei etwa 20 mM
bzw. 14 mM zu beobachten, Uber das hinaus die Enzymaktivitét wieder abfiel, so war fur GD3
as exogenem Akzeptor eine Plateaubildung bet CHAPS-Konzentrationen hoher als 14 mM zu
registrieren. Zwei Besonderheiten sind dementsprechend bemerkenswert. Erstens lag fir endo-
gene Substrate die optimale CHAPS-Konzentration bedeutend hoher a's fiir exogene, wasserl6s-
liche Substrate, und zweitens unterschied sich GD3 von den anderen untersuchten Substraten
durch das Fehlen eines CHAPS-Optimums. Lediglich eine Mindestkonzentration war einzu-
halten. Wird nach Griinden fur dieses Verhalten gesucht, so falt konkret der molekulare Unter-
schied auf, denn Ganglioside bilden in wéldrigen Losungen Mizellen und in Anwesenheit von
CHAPS Mischmizellen mit dem Detergenz. So wird sich die Présentation dieses Akzeptors im
Solubilisat mit Sicherheit von der der anderen Akzeptoren grundlegend unterscheiden. Ob dies
der Grund fur das veranderte Verhalten ist, konnte hier aber nicht abschlief3end geklart werden.

Die optimale Kaliumphosphatpufferkonzentration und Kaliumchloridkonzentration (je
50 mM) fielen im Vergleich zum membrangebundenen System beide etwas niedriger aus, wobel
fur Kaliumchlorid eine reversible Inhibition bis zu einer Konzentration von 200 mM ermittelt
werden konnte. Die optimale Temperatur war bel 30 °C fur solubilisierte und membrangebun-
dene 4-OAT identisch. Die 4-OAT-Reaktion erwies sich als schnell fir das jeweilige Substrat.
Fur das membrangebundene System war der lineare Bereich der Reaktion schon nach 5min
verlassen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 sich die Zeitcharakteristik der 4-OAT-
Reaktion fur exogenes NeuSAc davon deutlich unterschied, denn schon nach den ersten Minuten
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der Inkubation war der lineare Bereich verlassen und miindete Uber 60 min lang in den Plateau-
bereich ein. Fur GD3 waren linearer und Plateaubereich wiederum klar abgegrenzt. Nach 15-
20 min linear ansteigender Produktausbeute war das Plateau nach weiteren 20 min erreicht. Eine
Uberraschung barg die Bestimmung des optimalen pH-Werts der Enzymreaktion, da der Wert
fur die solubilisierte 4-OAT von pH 6.7 fur das membrangebundene System auf pH 5.7 um pH 1
in den sauren Bereich verschoben war. Fur den Golgi-Komplex wurden neueren Untersuchungen
zufolge natlrliche pH-Werte im milden sauren Bereich nahe der Neutraité festge-
stellt (SEKSEK et al., 1995; LLOPIS et al., 1998; WU et al., 2000). Fir die in dieser Arbeit
durchgefthrten in vitro-Enzymtests wurde das verbrauchte Substrat ACCoA nicht wieder rege-
neriert. Dadurch kam es im Reaktionsansatz wahrend der Inkubation zu einem Konzentrations-
anstieg des Inhibitors CoA. Durch Nachinkubation mit frischem AcCoA konnte aber kein er-
neuter Anstieg der 4-O-azetylierten Produkte festgestellt werden. Dies ist ein Beweis dafur, dai3
AcCoA unter den Inkubationsbedingungen in ausreichendem und notwendigem Uberschuf vor-
handen war. Nachdem die grundsétzlichen Optimums-Parameter bestimmt worden waren,
konnten kinetische Betrachtungen realisiert werden. Die Reaktionen von AcCoA und der Gan-
glioside konnten wie auch schon bei dem membrangebundenen System nach den Gesichts-
punkten einer Michaelis-Menten-Kinetik behandelt werden. Alle Substrate hatten einen Ky-
Wert, der im niederen mikromolaren Bereich angesiedelt war und den Substraten eine hohe Af-
finitét zur 4-OAT bescheinigte. Da fur AcCoA und GM3 die maximale Geschwindigkeit der
Reaktion im Vergleich zu den getesteten Disialogangliosiden bis zu zehnmal kleiner ausfiel, wa-
ren die entsprechenden Werte der katalytischen Effizienz am niedrigsten, wobel der von GM3
aufgrund seines relativ hohen Ky-Wertes besonders niedrig lag. Ob die etwa doppelt so hohe
katal ytische Effizienz von GD1a im Vergleich zu GD1b fir eine 4-O-Azetylierung der zweiten
Siaim Molekll spricht, kann nicht als Beweis gelten, kdnnen hier doch auch andere strukturelle
Aspekte mit eingehen. Allerdings ist auf dinnschichtchromatographischen Abbildungen ein
markant anderes Laufverhalten zu bemerken, das sich durch einen unerwartet hohen Retentions-
faktor auszeichnet, der durch eine mehrfache O-Azetylierung gut zu erklaren wére. Auch die
Inhibition durch das in der 4-OAT-Reaktion stéandig anfallende CoA war mit einem apparenten
Ki-Wert von 14.8 uM sehr effektiv und dartiberhinaus rein kompetitiv, was aus der graphischen
Auswertung der Mefsergebnisse eindeutig hervorging. In dieser Hinsicht hatte sich die Inhibi-
tionskinetik gegentiber dem gemischt kompetitiv inhibierbaren membrangebundenen System
geandert. Da das Enzym nach Solubilisierung nicht mehr in geordneten Verhdtnissen in der
Golgi-Membran eingebettet war und die Akzeptoren freien Zugang zum Enzym besal3en, war die
verénderte Kinetik nicht Uberraschend. Neben CoA as kompetitivem Inhibitor wurden auch
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strukturell &hnliche Verbindungen auf ihre inhibitorische Wirkung getestet, um abzuschétzen,
welcher Teil des Molekiils fur die Erkennung durch das Enzym von Bedeutung war. Aufgrund
des hohen Aufwandes fir inhibitorische Kinetiken wurde fir die weiteren Inhibitionsbetrach-
tungen auf quantitative Untersuchungen verzichtet. Desulfo-CoA erwies sich dabei ebenfalls a's
potenter Inhibitor, der bel einer Konzentration von 13 uM die 4-O-Ac-GD3-Synthese um 50 %
inhibierte und damit so effektiv war wie CoA selbst. Dies sprach dafr, dal3 die 4-OAT eher den
Nukleotidteil des Molekiils erkannte. Ein notwendiges Experiment war deswegen auch die Inhi-
bition durch das in CoA enthaltene Nukleotid 3",5"-ADP. Tatsachlich inhibierte diese Verbin-
dung in einer 1 mM Konzentration zu mehr als 80 %, was fur dieses im Vergleich zu CoA sehr
reduzierte Molekil beachtlich war und die nukleotiderkennende Eigenschaft der 4-OAT unter-
strich. Da 3°,5-ADP inhibierte, wurde der Blick auf dhnliche Nukleotide des Purin-Typs zur
Pflicht. Vor alen Dingen stachen hierbei AMP, ATP, NADH, NADPH und die Inosin-Nukleo-
tide IMP, IDP und ITP hervor, da die genannten Adenosin-Nukleotide kaum, die Inosin-Nu-
kleotide dafuir aber um so deutlicher inhibierten, wenn auch nicht so stark wie 3",5"-ADP. Dabei
konnte die Starke der Inhibition in allen Féllen mit steigendem Phosphorylierungsgrad korreliert
werden. ITP hemmte die Enzymreaktion in 1 mM Konzentration zu immerhin mehr as 55 %.
Ein vollkommen unerwartetes Bild offenbarte sich fur das CoA-Derivat 3 -Dephospho-CoA. Da
sich das Molekul lediglich durch eine fehlende Phosphatgruppe an der 3-OH-Position der Ribose
von CoA unterschied, wurde von einer dhnlichen Inhibition ausgegangen wie es Desulfo-CoA
auch schon zeigte. Doch die Inhibition der 4-OAT-Reaktion gelang auch bei Erhéhung der In-
hibitorkonzentration nur zu maximal 50 %, die schon ab 5 uM 3"-Dephospho-CoA erreicht wur-
den. Es sah so aus, as wirde der Inhibitor gleichzeitig as Substrat fur eine Azetylierungsreak-
tion fungieren und da die Verbindung die gleiche akalische Verseifungscharakteristik wie
AcCoA aufwies und dabel nicht ganz so empfindlich wie eine De-O-azetylierung reagierte, war
von einer S-Azetylierung auszugehen. Durch weitere Experimente wurde aul3erdem die enzyma-
tische Natur dieser Reaktion bewiesen. Eine weitere Auffalligkeit der Inhibitionsreaktion war der
ausschliefdich wéhrend der Inhibition stattfindende Anstieg der AcCoA-Konzentration. Demge-
genuber erfolgte die 3 -Dephospho-AcCoA-Synthese Uber den gesamten Bereich stetig und
mindete schliefdlich in ein Plateau. Dies lief3 vermuten, dal3 eine CoA-Azetylierung auf Kosten
der 4-O-Azetylierung ablief.

Das 3"-Dephospho-CoA-Azetylierungsprodukt hatte schon friher fir Interesse gesorgt, as
Uber dir Natur dieser Verbindung noch nichts bekannt war. Es wurde namlich bei Wechsel des
Inkubationspuffers von Phosphatpuffer zu Sulfonsdurepuffern die Beobachtung eines zweiten

Reaktionsprodukts gemacht, das aber offensichtlich nichts mit einer Sialat-O-Azetylierung zu
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tun hatte. Die Annahme, es konnte sich um ein Abbauprodukt des AcCoA handeln, fuhrte zur
Identifizierung von 3"-Dephospho-AcCoA als dem gesuchtem Molekil, da Phosphationen of-
fenbar als Inhibitor dieser enzymatischen Reaktion fungierten. Die Inhibitorstudien mit
3 -Dephospho-CoA erganzten das Bild ideal. In den folgenden 4-OAT-Reinigungsansitzen
konnte die entsprechende Phosphataseaktivitét stets von der 4-OAT-Aktivitét abgetrennt werden.
Es handelte sich dabei aso um ein eigenstandiges Enzym.

Andere Inhibitoren gelangten ebenfalls zum Einsatz, die wahrscheinlich aufgrund unspezifi-
scher Effekte wirkten. Dazu gehdren

1. das Disulfidbrickenbindungen zerstorende p-CMB, das seine Effektivitat der hohen Af-
finitét von Quecksilber zu Schwefel verdankt,

2. das sulfonierte Stilbenderivat DIDS, welches neben den stark anionischen Sulfonsau-
regruppen auch reaktive Isothiocyanatgruppierungen tragt, die mit Aminogruppen Bin-
dungen eingehen kdnnen (vgl. dazu auch (EDMAN und BEGG, 1967; HUCHO und
TSETLIN, 1998)),

3. dasals Co-Faktor fr z.B. Transaminasereaktionen fungierende PLP, welches einerseits
anionischen Charakter besitzt, andererseits eine hochreaktionsfahige Aldehydgruppe
tragt und

4. der Triazinfarbstoff Cibacron Blue F3G-A, der, gebunden an Agarose, gerne als Purin-
nukeotidbindende Affinitétsmatrix genutzt wird, dessen Wirkungsweise in diesem Zu-
sammenhang alerdings unklar bleibt, da das Molekill keine Ahnlichkeit mit Purinnu-
kleotiden aufweist und eine Vielzahl funktioneller Gruppen im Molekil vereint (LOWE
und PEARSON, 1984; STELLWAGEN, 1990).

Die genannten Verbindungen hemmten die 4-OAT-Reaktion bei relativ hohen Konzentratio-
nen. Andere Zusétze, die gewohnlich fir die Aufrechterhaltung der Enzymaktivitat wahrend der
Enzymreinigung eingesetzt werden, wurden ebenfalls ausgetestet. Auffallend war hierbei auf der
einen Seite die schwache Erhdhung der Enzymaktivitét durch Zusatz von Glycerin, insbesondere
aber von Saccharose und auf der anderen Seite die Verminderung der Enzymaktivitét durch
Zugabe von DTT. 2-Mercaptoethanol und 2-Mercaptoethanolamin hatten keinen Einflul3, wobel
letzteres auch Bestandteil des AcCoA-Molekils war. EDTA wurde auf3er der Reihe mitgetestet,
um zu erfahren, ob zwei- oder dreiwertige Metallkationen fur die Enzymaktivitat von Bedeutung
waren. Wie ebensowenig die Zugabe zwel- oder dreiwertiger Metalkationen zu 30 kDa-
ultrafiltriertem Enzym einen Effekt zeigte, widerlegte die Anwesenheit von EDTA im

Inkubationsansatz die Notwendigkeit solcher lonen fir die Enzymaktivitét.
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Ein absolutes Novum bei der Untersuchung von O-Azetyltransferasen ist die Entdeckung ei-
nes fur die Enzymaktivitét erforderlichen Co-Faktors, der durch 30 kDa-Ultrafiltration vom En-
zym abgetrennt werden konnte und sich as hitzestabil erwies. Ferner war die Substanz hydro-
philer Natur, wie durch Reversed Phase-Chromatographie bewiesen werden konnte. Eine Ab-
hangigkeit der Enzymaktivitét von der Konzentration der Komponente mit S&ttigungsgrenze
sprach einmal mehr fur die Co-Faktor-Eigenschaft dieser Komponente. Die molekulare Grof3e
des Faktors konnte aufgrund eines 10 kDa-Ultrafiltrationsexperimentes mit kleiner als 10 kDa
angegeben werden. Keine der as potentielle Co-Faktoren getesteten Substanzen hatten eine
stimulierende Wirkung auf das ultrafiltrierte, Co-Faktor-freie Enzym. Kenntnisse tiber die mole-
kulare Zugehorigkeit des Faktors konnten im Rahmen der Arbeit nicht erlangt werden. Eine tUber
30 kDa-Ultrafiltration aus Golgi-Membranensolubilisat hergestellte Co-Faktorlésung mufite
jeder Fraktion eines chromatographischen Reinigungsschritts vor dem Enzymtest zugesetzt wer-

den.

4.4 Reinigungsansatze fir die 4-OAT

Drei Ansédtze der 4-OAT-Reinigung wurden aufgrund der erzielten Ergebnisse verfolgt. Ei-
nerseits wurde wegen des optimalen Enzymtest-pH-Wertes und der Inkubation in Phosphatpuffer
einer Kationenaustausch- gegentiber einer Anionenaustauschchromatographie der Vorzug gege-
ben. Andererseits sollte die Substratabhangigkeit des Enzyms fir die Durchfuhrung einer Affini-
tatschromatographie ausgenutzt werden. Dabei boten sich zwei Alternativen an: Erstens die Af-
fintétschromatographie an Triazinfarbstoffen mit einem breiten Wirkungsspektrum, aber hoher
Saulenkapazitdt und zweitens eine spezifische, aber relativ teure Affinitétschromatographie an
einer CoA-Matrix. Die Variante der Reinigung an der Triazinfarbstoffséule Cibacron Blue F3G-
A-Agarose wurde schon nach den ersten Versuchen verworfen, da keine ausreichende Trennung
der Proteine und der 4-OAT erzielt werden konnte. Dagegen verhielt sich die CoA-Affini-
tétschromatographie vielversprechend, konnten doch in einem Schritt mehr als 80 % inaktiven
Proteins abgetrennt werden. Erleichternd wirkte sich auch die Moglichkeit der Salzelution mit
200 mM Kaliumchlorid aus, die in diesem Konzentrationbereich die Enzymaktivitét vollstandig
reversibel hemmt. Ein dhnliches Ergebnis lief3 sich auch mit der Kationenaustauschchromatogra-
phie erzielen. Hier wurde ein Grofteil inaktiven Proteins durch ansteigende Salzkonzentrationen
eluiert, bis bel 200 MM Kaliumchlorid auch die 4-OAT-Aktivitét restlos von der Séule eluierte.
Zwischen 70 % und 80 % inaktiven Proteins wurden somit abgetrennt. Nattrlich war das Enzym
damit noch nicht gereinigt, was sich auch in SDS-PAGE-Analysen zeigte, doch der erste und
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wichtigste Schritt einer 4-OAT-Enzymreinigung war damit getan. Leider verbesserten die beiden
nacheinander ausgefihrten Chromatographien das Ergebnis der einzelnen Schritte nicht
entscheidend. Nach wie vor war das Proteinmuster sehr komplex und eine konkrete Bandenzu-
ordnung konnte noch nicht getroffen werden. Warum die Chromatographien einander nicht er-
ganzten, mag kontrovers diskutiert werden, da die CoA-Matrix ebenfalls kationenaustauschende
Eigenschaften besitzt und sich andere Enzyme bzw. Proteine im Golgi-Apparat ebenfalls nu-
kleotidabhangig verhaten (ABEIJON et al., 1997; HIRSCHBERG et al., 1998; PUGLIELLI
etal., 1999b, PUGLIELLI etal., 1999a; PUGLIELLI und HIRSCHBERG, 1999; ERNST und
OEHRLEIN, 1999; KEENAN, 1998; MORRE, 1998). Als abrundende Chromatographie wére
eine zweite auf Gangliosiden a's Epitop basierende Affinitédtsmatrix von hohem Wert, die aler-
dings erst konstruiert werden mifite.

Ein anderer Gesichtspunkt ist Uber die Technik der Reinigung hinaus die Stabilisierung des
Enzyms wahrend der Reinigung, da die Ausbeute schon nach den ersten Schritten mit wenigen
Prozenten &ulerst schwach ist. Zusdtze in  den Chromatographiepuffern  wie
2-Mercaptoethanolamin oder DTT sind in Erwégung zu ziehen. Saccharose oder Glycerin haben
sich zwar fUr eine geringe Aktivitétssteeigerung bewahrt, Gben jedoch einen stérenden Einfluf3
bel der Durchfihrung des Enzymtests aus, weshalb auf eine Zugabe dieser Substanzen verzichtet
werden sollte. Nach einer Chromatographie kdnnen die Fraktionen zur Lagerung bedenkenlos
bei —80 °C eingefroren oder sogar lyophilisiert werden. Die Gegenwart des Detergenzes CHAPS

scheint sich in dieser Hinsicht sehr positiv auszuwirken.
4.5 Weitere Unter suchungen

45.1 Betrachtungen zur Saurehydrolyse von O-azetylierten Sialinsauren

Wahrend der Arbeit wurden Studien zur Hydrolyse von Sia aus Sialosiden begonnen. Fir das
Thema dieser Dissertation wichtige Aspekte waren die Zeit, in der O-azetylierte Sia aus Oligo-
siadosiden durch Hydrolyse abgespalten wurden und wie stabil sich gleichzeitig die O-Azetyl-
gruppen erwiesen. Viele Sauren wurden seither fur den ersten Schritt einer Sialinsaureanalyse
angewandt und der Trend entwickelte sich vom Einsatz sehr starker Mineralséuren zu schwachen
organischen Sauren. Der pH-Wert fur eine schonende Hydrolyse hat sich mit etwa pH 2 schon
langere Zeit bewéhrt, so wurden Schwefel-, Salz-, Ameisen-, Essig- und Propionsaure bei immer
diesem pH-Wert genutzt. Trotz des gleichen pH-Wertes unterscheiden sich die einzelnen Séuren
in ihrem Verhalten betrachtlich gegentiber der Sialat-O-Azetylierung. Essig- und Propionsdure
sind diesbeziiglich deshalb die beste Wahl. Ob der Zusatz von Detergenzien die Hydrolyse be-
schleunigt, wie dies im Falle der Hydrolyse von Gangliosiden aus Gewebe mit SDS berichtet
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worden war (MATTOO und ROSEMAN, 1997), konnte fur die Hydrolyse von Meerschwein-
chenserum in Gegenwart von CHAPS nicht bestétigt werden. Die zitierte Referenz (MATTOO
und ROSEMAN, 1997) zielte allerdings auch nur auf eine moglichst hohe Gesamtausbeute von
Sia, ohne Ricksicht auf eventuelle Sialat-O-Azetylierung. Dal3 die Art der glykosidischen Bin-
dung oder das Aglykon des Glykokonjugats wahrend der Hydrolyse von Bedeutung ist, konnte
jedenfalls bestétigt werden. So ist es hinlanglich bekannt, dal3 a2,8- oder a2,9-gebundene Sia
sehr hydrolyseempfindlich sind und sich schon bei Raumtemperatur in schwach azidem Medium
langsam zersetzen. Eine Sonderstellung nimmt hier das einzig bekannte, stabile [3-Anomer einer
glykosidisch gebundenen Sia im CMP-Neu5Ac ein, die wohl die empfindlichste glykosidische
Sia-Bindung darstellt. Doch selbst innerhalb einer Glykokonjugatgruppe, z.B. der Ganglioside,
muf3 mit unterschiedlichem Verhaten wéahrend der Saurehydrolyse gerechnet werden, so dal? ei-
nige Ganglioside ihre maximale Hydrolyseausbeute schon sehr viel friher erreichen als andere
Vertreter. Als Konsequenz ergibt sich die Notwendigkeit, in Vorversuchen die optimalen sdure-
hydrolytischen Bedingungen fiir jede individuell zu untersuchende Substanz zu ermitteln. Stabi-
litdtstests mit freien O-azetylierten Sia unter den gegebenen Bedingungen bestétigten die in der
Literatur erzielten Fortschritte beziiglich der Wahl der Saure. Hier sind eindeutig Essigsaure und
Propionsdure die Reagenzien der Wahl. Fur die Seitenketten-O-Azetylierung, die unter sauren
und schwach alkalischen Bedingungen einer O-Azetylmigration normalerweise von C-7 zu C-9
ausgesetzt ist, konnte im Anfangsstadium der Hydrolyse eine Zunahme der 8-O-Azetylierung
und in geringem Mal%e der 7-O-Azetylierung beobachtet werden, was einer O-Azetylmigration
entgegen der bisherigen Erkenntnis entsprach. Allerdings war der Effekt nur schwach ausge-
pragt. Insgesamt konnte aus diesen Studien abgel eitet werden, dal3 eine Hydrolyse O-azetylierter
Sia nur ein Kompromif3 aus optimaler Ausbeute und minimalem Verlust an O-Azetylierung sein
kann, da mit Beginn jeder Saurehydrolyse die De-O-azetylierung induziert wird und mit der
Spaltung der glykosidischen Bindung konkurriert.

452 Extraktion von Gangliosiden aus M eer schweinchenserum, -leber und —hirn

Die Extraktion der Ganglioside aus Meerschweinchenserum, -leber und —hirn diente sowohl
der Uberpriifung dieser Substanzen auf Sialat-O-Azetylierung, als auch der Korrelation mit in
den Enzymtests eingesetzten, aktiven Gangliosiden. Eine O-Azetylierung konnte in keiner der
Gangliosidfraktionen gefunden werden. Hirabayashi et al. fanden 1983 in der Niere des Meer-
schweinchens 9-O-Ac-GM3 als neues Gangliosid (HIRABAYASHI et al., 1983). Mdglich ist
natlrlich eine gewebespezifische Expression dieses Gangliosids, denn interessanterweise wurde
bei der Sia-Analyse der Niere auch ein kleiner Teil an Neu5,9Ac, gefunden. Die Konzentration

von Neu4,5Ac, war dagegen noch geringer. Die Ergebnisse sind von Bedeutung, weil bei den
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bisherigen Untersuchungen eindeutig keine 9-O-Azetylierung gefunden werden konnte und die
in den isolierten Meerschweinchenleber-Golgi-Membranen untersuchte O-Azetyltransferase
nachgewiesenermalen nur regioselektiv die Position 4 O-azetylierte. Wie zu erwarten war die
Gangliosidvielfalt im Gehirn des Meerschweinchens am grofdten. Gefunden wurden neben vier
nicht identifizierten Gangliosiden die Ganglioside GM2, GM3, GD1a, GD1b und GT1b. Im Se-
rum konnten nur drei Ganglioside gefunden werden, die zwel Hauptkomponenten GD3 und
GM3 und in niedriger Konzentration das Gangliosid GM2. Fur Lebergewebe war die Analyse
einfach, wurde dort lediglich das Monosialogangliosid GM3 gefunden, das anscheinend auch als
vorrangiges Gangliosid in Golgi-Membranen vorkommt, da es hauptsachlich endogen 4-O-
azetyliert werden konnte. Damit decken die zugeordneten Ganglioside auch die in der Literatur
fur Meerschweinchengewebe oder —zellen beschriebenen Ganglioside ab. So wurde GM3 in der
Nebennierendrise (SEKINE etal., 1984), GM1 im "endoplasmatic sac" (MANCINI etal.,
1995), GD1a in B-Zellen (ALEJANDRO et al., 1984) und GT1b und ein GQ-Gangliosid im
Stirnhirn (FERRETTI und BORRONI, 1986) gefunden. Nur GM4 wurde zusétzlich in der
Nebennierenrinde beschrieben. Letztendlich war dieses Ergebnis fir die Akzeptorspezifitdt der
4-OAT von nur nebenséchlicher Bedeutung, waren doch nach anfanglichen Erfolgen mit dem
Gangliosid GD3 auch die meisten anderen getesteten Ganglioside von grof3em Wert fur den
Einsatz im Enzymtest. Bemerkenswert war nur die Passivitdt des Monosialogangliosids GM 1b,
das sich nicht 4-O-azetylieren lief3 und eine Parallele zur Resistenz dieses Gangliosids gegentiber
der Sialidase aus Clostridium perfringens erkennen 18/3t. Die Sialidase kann die intern gebundene
Neu5Ac aus GM 1b aufgrund sterischer Hinderung nicht abspalten (CORFIELD et al., 1985).

Alle erzielten Ergebnisse bezuglich der isolierten Ganglioside sind noch nicht durch Hilfe
massenspektrometrischer Untersuchungen abgesichert und aus diesem Grunde auch nicht end-
gultig.
45.3 Sialinsduremuster verschiedener Gewebe und Korrelation des Serum-

Neu4,5Ac,-Gehalts mit der 4-OAT-Aktivitat in Golgi-M embranensolubilisat

Es war beachtlich, dal3 in den untersuchten Proben vom Meerschweinchen der Neu4,5Ac;-
Gehalt im Serum mit 30 %-40 % mit Abstand am héchsten war und in Gewebe aus Colon, Milz
und Niere fast vollstandig fehlte. Die Leber hatte im Vergleich zum Serum immerhin noch etwa
10 % Neu4d,5A ¢, aufzuweisen. Die Konzentration in den Leber-Golgi-Membranen war mit 18 %
fast doppelt so hoch. Das Sialinsauremuster fir die einzelnen Zellbestandteile kann sich folglich
deutlich unterscheiden. Ein hoher Gehalt an Neu4,5Ac2 im Serum konnte auf die Schutzfunktion
dieser Sia vor viraen Infektionen zuriickzufihren sein. Zwar haben Pritchett et al. Pritchett,
1989 und Hanaokaet al. Hanaoka, 1989 gefunden, dal} eine Sialat-4-O-Azetylierung fur die
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Schutzfunktion des a,-Makroglobulins in Pferd und Meerschweinchen vor Influenza A- und B-
Viren keine Rolle spielt, doch konnten Matrosovich et al. (MATROSOVICH et al., 1998) be-
weisen, dal? die Virulenz eines Pferde-Influenza-Virus erst durch eine Mutation ausgel 6st wurde,
die eine Anbindung der Neuraminidase an 4-O-azetylierte Sia ermoglichte.

Der Weg, die 4-OAT in der Leber des Meerschweinchens zu suchen, war nach Art der Ver-
teilung der Siain Geweben des Meerschweinchens der richtige. Wie oben schon berichtet, war
das Vorkommen von Neu5,9Ac; in der Niere des Meerschweinchens nicht erwartet worden, ob-
wohl ein Bericht in dieser Richtung bereits vorlag. Doch wéhrend der gesamten Untersuchungen
war dies der einzige Ort, an dem die 9-O-Azetylierung neben der dominanten 4-O-Azetylierung
nachgewiesen werden konnte. Als Ergebnis kann eine 7(9)-OAT nur as marginales Enzym im
Meerschweinchen betrachtet werden. Es stellt sich die Frage, ob eine 7(9)-OAT im Verlauf der
Entwicklung zu einer 4-OAT "mutieren” kann? Eine dhnliche Situation liegt fir Ungulaten wie
z.B. Pferde vor, bei denen die 9-O-Azetylierung ebenfalls nur eine untergeordnete Rolle
spielt (KAMERLING und VLIEGENTHART, 1975). Die Antwort auf solche Fragen wirde bei
Kenntnis der Aminosauresequenzen dieser Enzyme wahrscheinlich gegeben werden.

Der Serum-Neud,5Ac,-Spiegel fand im Vorfeld der enzymatischen Untersuchungen ein be-
sonderes Interesse. Es war moglich, den Neud,5Ac,-Spiegel des Serums mit der Enzymaktivitét
im Golgi-Membranensolubilisat in Beziehung zu bringen, so dal3 schon am lebenden Meer-
schweinchen eine Prognose Uber die 4-OAT-Aktivitét abgegeben werden kann. Der Neud,5Ac,-
Gehalt des Serums lag normalerweise bei 30 %-40 % und konnte auf bis unter 10 % abfallen. In
letzterem Fall war auch keine 4-OAT-Aktivitat mehr festzustellen. Diese Beobachtung warf die
Frage auf, ob die Expression einer aktiven 4-OAT jahreszeitlich bedingt reguliert wird, da die
meisten Tiere, die wéhrend der Frihlings- und Sommermonate betrachtet wurden, eine bel wei-
tem schlechtere 4-OAT-Aktivitét zeigten als die Tiere der Herbst- und Wintermonate. Wie schon
zuvor beschrieben, kann eine algemeinglltige Aussage zum jetzigen Zeitpunkt nicht getroffen
werden, weil eine zuverlassige Statistik fehlt.

Eine andere Mdglichkeit der Regulation der 4-OAT-Aktivitét wurde durch die Entdeckung
der Co-Faktorproblematik aufgeworfen. So ist es durchaus denkbar, dafl3 die Regulation des Co-
Faktorspiegels eine Regulation der 4-OAT nach sich zieht, eine Variante, die in biochemischen
Stoffwechselwegen nicht unbekannt ist.
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Die Grundlage der vorliegenden Arbeit, das "Sudium zur enzymatischen 4-O-Azetylierung
der N-Azetylneuraminsiure in der Leber des Meerschweinchens' wahrend der Diplomarbeit,
wurde mit groRem Erfolg fortgefiihrt. Ohne sich an anderwaérts publizierten Ergebnissen orientie-
ren zu kénnen, wurden vollkommen neue Strategien verfolgt und brachten Ergebnisse hervor,
die durchaus als wegweisend fur die Erforschung der O-Azetyltransferasen beschrieben werden
durfen.

Es wurden verschiedene, gut funktionierende Enzymtests entwickelt. Dabel wurde schliefdlich
durch neue exogene Substrate ein sehr empfindliches, gut reproduzierbares, schnelles und relativ
unempfindliches Testsystem ausgearbeitet, das universell einsetzbar ist, mit kleinsten Inkuba-

tionsvolumina auskommt und sich hervorragend fir das Ziel der Enzymreinigung eignet.

Bezlglich der Substratspezifitdten konnten bisher nur Ganglioside Uberzeugen. Alle anderen
Substrate, seien es freie Sialinsauren, Oligosaccharide oder Proteine waren nur unbefriedigende
Substrate. Wahrscheinlich mul3 es sich hierbel um einen in vitro-Effekt handeln, da es nach-
weislich hoch Sialat-4-O-azetylierte Meerschwel nchenglykoproteinstrukturen gibt (HANAOKA
et al., 1989). Der Golgi-Apparat ist dartiberhinaus eine wichtige Sortierungs- und Sialylierungs-
maschinerie flr prozessierte Proteine. Eine Sialat-4-O-Azetylierung endogener Glykoproteine ist
in dieser Organelle der Zelle deshalb am wahrscheinlichsten.

Die Produktidentifikation konnte trotz grof3er Schwierigkeiten fur das Gangliosid GD3 erfolg-
reich durchgeftihrt werden. Alle O-azetylierten Sialoside wurden an C-4-OH der Sia azetyliert.
Die Frage, warum sich die Hydrolyse von GD3 wegen des auftretenden O-Azetyl-Verlusts as

hochst problematisch erwies, blieb offen.

Neu5,9Ac, und 9-O-Ac-GD3 wurden genausogut durch die 4-OAT umgesetzt wie die nicht
O-azetylierten Analoga. Eine schon vorhandene Azetylierung an C-4 der Sia verhinderte natir-

lich die Umsetzung.

Die Aufarbeitung der Meerschweinchenleber durch Homogenisation mit anschlief3ender dis-
kontinuierlicher Saccharosedichtegradientenzentrifugation eignete sich hervorragend zur
schnellen und sauberen Préparation von Golgi-Membranen. Schon an dieser Stelle wurde ein
grof3er Reinigungseffekt erzielt, wie es deutlich an der Verteilung der spezifischen Sialyltrans-
ferase- und 4-OAT-Aktivitét in verschiedenen Schichten des Saccharosegradienten gezeigt
wurde. Die mit Abstand hdchsten Aktivitéten fanden sich in der Golgi-Membranen-Fraktion. Zu-
gleich wurde dabei eine Co-Lokalisation beider Enzyme im Golgi-Apparat bewiesen. Wahrend
der Aufarbeitung, vornehmlich wahrend der Homogenisation des Lebergewebes, kam es zu un-
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natUrlichen Formationen des Golgi-Apparates, so dal’ auch die membrangebundene Sialyltrans-
ferase und 4-OAT exogene Substrate umsetzen konnten, die die Membranen ansonsten nicht

passieren konnten.

Obwohl Ganglioside die bevorzugten exogenen Akzeptoren waren, konnten weder in Meer-
schweinchenhirn, -leber oder —serum O-azetylierte Ganglioside gefunden werden. In Leber und
Golgi-Membranen war GM3 als einziges Gangliosid enthalten, ein Vorlaufermolekdl fur die
Ganglioside der a-, b- und c-Serie.

Die Parameter fur die optimale Enzymaktivitét wurden neu bestimmt, um eine héchsteffektive
Enzymreinigung zu gewéhrleisten. Dabei kristallisierten sich, was die Salzkonzentration, den
pH-Wert und die Zeitabhéngigkeit betraf, einige Unterschiede im Verhalten zum membrange-

bundenen Enzym heraus.

Kinetische Untersuchungen offenbarten ebenfalls Unterschiede zum membrangebundenen
Enzym. So war die Affinitét der solubilisierten 4-OAT nicht mehr so grofd zum Substrat ACCoA,
wie die der membrangebundenen 4-OAT. Bis auf GM 3 zeigten alle kinetisch getesteten Ganglio-
side eine hohe katal ytische Effizienz. Ob GD1b aufgrund seiner zwel a2,3-gebundenen Sia ein
besserer Akzeptor war als GD1a und vielleicht an beiden Sia 4-O-azetyliert wird, ist eine inter-
essante Frage, die kinetischen Betrachtungen und das chromatographische Laufverhalten deuten

zumindestens darauf hin.

Die Bestimmung der Inhibitionskonstanten fir CoA ergab eine rein kompetitive Inhibition im
mikromolaren Bereich und unterschied sich von der gemischt kompetitiven Inhibition fir das
membrangebundene Enzym. Auch andere AcCoA-Derivate zeigten ein potentes Inhibitionsver-
halten. Selbst das im Vergleich zum AcCoA einfach aufgebaute Adenosinnukleotid 3°,5-ADP
inhibierte noch stark. Dal3 die Inosinnukleotide, und zwar in der Reihenfolge IMP, IDP, ITP,
auch noch relativ stark inhibierten, AMP, ATP jedoch nicht, |83 darauf schlief3en, dal’ die
Aminofunktion in Adenosinnukleotiden keinen entscheidenden Einflufd auf die Enzymbindung
hat, wohl aber die Phosphorylierung der Ribose. Insgesamt a3t sich urteilen, dald der Nukleo-
tidteil des AcCoA-Molekils fur die Bindung an die 4-OAT bedeutend ist. Ein besonderer Inhi-
bitor war 3"-Dephospho-CoA, weil es as Substrat fungierte und auf Kosten der 4-O-Ac-GD3-
Synthese azetyliert wurde, allerdings erst ab einer Grenzkonzentration fir eingesetztes 3"-De-
phospho-CoA.

Die 4-OAT-Aktivitét wird in solubilisierten Golgi-Membranen von einer Phosphataseaktivitét
begleitet, die in AcCoA die 3"-Phosphatgruppe abspaltet und somit 3"-Dephospho-AcCoA bil-
det. Die Phosphataseaktivitdt konnte wahrend der Enzymreinigungsversuche von der 4-OAT ab-
getrennt werden. Phosphationen inhibierten die Phosphataseaktivitét weitgehend.
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Als absolutes Novum wurde eine Co-Faktorabhangigkeit fur die 4-OAT festgestellt. Der Co-
Faktor ist kleiner als 10 kDa, hitzestabil und hydrophil.

Die 4-OAT lief3 sich durch Affinitétschromatographie oder Kationenaustauschchromatogra-
phie anreichern. Beide Chromatographien gekoppelt verbesserten die Anreicherung nicht. Ob-
wohl der Triazinfarbstoff Cibacron Blue F3G-A fir die Affinitdtschromatographie von nukleo-
tidabhangigen Enzymen geeignet ist und der Farbstoff selbst eine gute inhibitorische Wirkung
zeigte, war das Ergebnis einer solchen Chromatographie unbedeutend.

In einer begonnenen Saurehydrolysestudie wurde gezeigt, dal3 Propionsaure die schonendste
Variante einer Saurehydrolyse darstellt und einer Sialat-O-Azetylierung den optimalen Schutz
bietet. Der Zusatz von 20 mM CHAPS beschleunigte die Saurehydrolyse von Sia aus Meer-
schweichenserum nicht. Neu5,9Ac, zeigte unter saurehydrolytischen Bedingungen teillweise die
Eigenschaft der O-Azetylgruppenwanderung von Position C-9 zu C-8 und in geringerem Aus-
mal3 auch zu C-7, also einer Migrationstendenz entgegen der sonst tiblichen Richtung "down the
chain".

Waéhrend der Arbeit wurde in solubilisierten Golgi-Membranen teilweise Inaktivitét beztglich
der 4-OAT festgestellt, die eher im Frihling/Sommer als im Herbst/Winter auftrat. Ein Problem,
das zusétzlich zu einer Verzogerung der Arbeit fihrte. Als Indikator einer aktiven 4-OAT in
Golgi-Membranen wurde der Neud,5Ac,-Gehalt im Serum erkannt. Ein 30-40 prozentiger
Neud,5Ac,-Gehalt war mit einer guten 4-OAT-Aktivitét gekoppelt, ein unter 10 % liegender
Neud,5A c,-Gehalt mit einer schlechten oder fehlenden 4-OAT-Aktivitét. Zwei bisdrel pl Serum

waren dabel flr eine solche Bestimmung vollkommen ausreichend.

Als Fazit 1813 sich formulieren, dal3 der Reinigung der ersten O-Azetyltransferase nichts mehr
im Wege steht. Erste sehr vielversprechende Ansétze sind vorgestellt worden, die nun ausgebaut
werden koénnen. Der Schutz des Enzyms gegen Oxidation mul3 zugunsten einer besseren Aus-
beute aktiven Proteins besonders ins Auge gefaldt werden. Eine zweite Affinitdtschromatographie
auf der Basis von Gangliosiden wirde die Reinigung enorm beschleunigen. Aus einer 309
schweren M eerschweinchenleber konnen etwa 10—-20 mg solubilisiertes Golgi-Membran-Protein
gewonnen werden. Vorsichtig geschétzt waren fir eine Reinigung 100-200 mg Ausgangsmate-
rial notwendig. Eine 4-OAT-Reinigung wird den Weg fir eine Reihe neuer Untersuchungsziele
ebnen. Molekularbiologische Studien werden die Expression in bakteriellen Systemen in einer
Quantitét ermoglichen, die zu Kristallisationsansétzen und Uber Rontgenstrukturanalysen zu
dreidimensionalen Vorstellungen Uber das Enzym fuhren. Immunologische Techniken werden

monoklonale Antikdrper hervorbringen, die eine Detektion der Verteilung der 4-OAT in Gewe-
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ben ermdglicht. Genetische Vergleichsstudien werden die verwandschaftlichen Verhdtnisse mit

anderen Sialat-O-azetyltransferasen klaren.

Der Durchbruch ist geschafft und die Grundlagen der wissenschaftlichen Erforschung der Sia-

lat-O-azetyltransferasen sind gelegt.

Tabelle 5: Wichtige Eigenschaften der 4-OAT

Parameter membrangebundene solubilisierte
4-OAT 4-OAT
Kwm AcCoA (endog. Substrat) 0.6 uM n.b.
Vmax ACCOA (endog. Substrat) | 19.9 pmol/min x mg Protein n.b.
Kwm AcCoA (exogen mit GD3) n.b. 3.6 uyM
V max ACCOA (exogen mit GD3) n.b. 215 pmol/min x mg Protein
Km GM3 n.b. 8.4 uM
Vmax GM3 n.b. 235 pmol/min x mg Protein
Km GD3 n.b. 1.2 uM
Vmax GD3 n.b. 1310 pmol/min x mg Protein
Km GD1b n.b. 2.2 uM
Vmax GD1b n.b. 2136 pmol/min x mg Protein
Kuv GDla n.b. 2.2 UM
Vmax GD1a n.b. 1385 pmol/min x mg Protein
Ki CoA (endogenes Substrat) 4.2 uM n.b
Ki CoA (exogen mit GD3) n.b. 14.8 uM
linearer Inkubationsbereich 5min 10 min fur NeuSAc
15-20 min for GD3
Parameter membrangebundene solubilisierte
4-OAT 4-OAT
CHAPS-Optimum n.b. 20 mM (endogen)
14 mM (Neu5Ac)
> 14 mM (GD3)
Kaliumchloridoptimum 90 mM ca. 56 mM
(bis 200 mM reversible
Inhibition)
Phosphatoptimum 70mM ca55 mM
pH-Optimum 6.7 5.7

n.b. = nicht bestimmbar
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Tabelle 6: Ubersicht wichtiger Inhibitoren der 4-OAT

Inhibitor solubilisierte 4-OAT
p-CMB (1 mM) 100 %
CoA (13 uM) 50 %
Desulfo-CoA (13 puM) 50 %
3’ -Dephospho-CoA (= 22 uM) 50 %
3',5-ADP (1 mM) 80 %
IMP (1 mM) 16 %
IDP (1 mM) 30%
ITP (1 mM) 58 %
AMP (1 mM) 0%
ATP (1 mM) 20 %
NADH (1 mM) 0%
NADPH (1 mM) 18 %
PLP (1 mM) 75 %
DIDS (125 uM) 50 %
F3G-A (400 uM) 65 %
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